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grafico da relacdo entre o diametro dos esferoides e tempo de tratamento. As

imagens foram obtidas através do microscopio CELENA®, utilizando objetiva de 4 x.

FIGURA 4.37 — Efeito do composto PdD2, em diferentes concentracdes, na
viabilidade celular dos esferoides da linhagem tumoral A2780, ap6s 144 horas,
através de microscopia de fluorescéncia com o kit LIVE/DEAD®. As imagens foram

obtidas através do microscopio CELENA®, utilizando objetiva de 4 x..................... 98
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RESUMO

NOVOS COMPLEXOS QUADRATICOS PLANOS CONTENDO
TIOSSEMICARBAZONAS DERIVADAS DE SALICIALDEIDO: INVESTIGA(;AO DA
ATIVIDADE ANTITUMORAL EM MODELOS 2D E 3D. O cancer permanece entre as
principais causas de mortalidade no mundo, destacando a necessidade do
desenvolvimento de agentes terapéuticos mais seletivos e eficazes. Nesse contexto,
complexos metalicos contendo tiossemicarbazonas tém despertado interesse devido
a sua versatilidade estrutural e ao potencial para modular propriedades biolégicas
relevantes. O presente trabalho teve como objetivo a sintese, caracterizacao
estrutural e avaliacdo da atividade antitumoral de novos complexos de Pd(ll), Pt(ll) e
Ni(ll) contendo tiossemicarbazonas derivadas do salicilaldeido, associados a
trifenilfosfina. A caracterizacdo dos compostos por meio de condutividade molar,
espectroscopias no infravermelho e UV-Vis, espectrometria de massas, ressonancia
magnética nuclear e difracdo de raios X de monocristal confirmou a formacéo de
complexos neutros com geometria quadratica plana distorcida, nos quais as
tiossemicarbazonas atuam como ligantes tridentados (O,N,S). Os complexos
apresentaram elevada estabilidade em solucdo, em consonancia com a
coordenacdo multidentada e a rigidez estrutural do sistema. Os ensaios de
viabilidade celular revelaram que a atividade citotoxica foi restrita aos complexos
contendo o ligante D2, portador de dois grupos nitro, nas linhagens de cancer de
ovario, com destaque para o complexo de Pd(ll), que apresentou maior atividade.
Ensaios morfologicos e clonogénicos demonstraram que o complexo PdD2
apresenta efeitos citotoxicos e citostaticos, além de maior seletividade em relacéo as
células tumorais. Estudos mecanisticos, empregando marcadores fluorescentes e
citometria de fluxo, indicaram que o0 composto induz morte celular
predominantemente por apoptose, associada a alteragbes no ciclo celular,
comprometimento da integridade de membrana e despolarizacdo do potencial de
membrana mitocondrial. Adicionalmente, o0s experimentos em modelos
tridimensionais evidenciaram que o complexo PdD2 mantém sua atividade em
microambientes fisiologicamente mais relevantes, afetando a morfologia, o
crescimento e a viabilidade celular dos esferoides tumorais. Em conjunto, os
resultados posicionam o complexo PdD2 como um candidato de interesse para o

desenvolvimento de novos agentes antitumorais baseados em tiossemicarbazonas.
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ABSTRACT

NEW SQUARE-PLANAR COMPLEXES CONTAINING SALICYLALDEHYDE-
DERIVED THIOSEMICARBAZONES: INVESTIGATION OF ANTITUMOR ACTIVITY
IN 2D AND 3D MODELS. Cancer remains one of the leading causes of mortality
worldwide, highlighting the need for the development of more selective and effective
therapeutic agents. In this context, metal complexes containing thiosemicarbazones
have attracted considerable interest due to their structural versatility and their
potential to modulate relevant biological properties. The present study aimed to
synthesize, structurally characterize, and evaluate the antitumor activity of new Pd(ll),
Pt(Il), and Ni(ll) complexes containing salicylaldehyde-derived thiosemicarbazones
associated with triphenylphosphine. Characterization of the compounds by molar
conductivity, infrared and UV-Vis spectroscopy, mass spectrometry, nuclear
magnetic resonance, and single-crystal X-ray diffraction confirmed the formation of
neutral complexes with distorted square-planar geometry, in which the
thiosemicarbazones act as tridentate (O,N,S) ligands. The complexes exhibited high
stability in solution, consistent with multidentate coordination and the structural
rigidity of the system. Cell viability assays revealed that cytotoxic activity was
restricted to complexes containing the D2 ligand, bearing two nitro groups, in ovarian
cancer cell lines, with particular emphasis on the Pd(ll) complex, which showed the
highest activity. Morphological and clonogenic assays demonstrated that the PdD2
complex exerts both cytotoxic and cytostatic effects, in addition to displaying greater
selectivity toward tumor cells. Mechanistic studies, employing fluorescent probes and
flow cytometry, indicated that the compound induces cell death predominantly
through apoptosis, associated with alterations in the cell cycle, loss of membrane
integrity, and depolarization of the mitochondrial membrane potential. Furthermore,
experiments in three-dimensional models demonstrated that the PdD2 complex
retains its activity in more physiologically relevant microenvironments, affecting the
morphology, growth, and viability of tumor spheroids. Taken together, these results
position the PdD2 complex as a promising candidate for the development of new

thiosemicarbazone-based antitumor agents.
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1. Introducéo

1.1 Cancer

O céancer € uma doenca caracterizada pelo crescimento descontrolado
de células anormais, com elevado potencial de invasdo e disseminacdo para outros
tecidos e 6rgdos do corpol. Essas células anormais surgem a partir de mutacdes no
material genético de células previamente saudaveis, decorrentes tanto de fatores
externos (como tabagismo, radiacdo ultravioleta e agentes quimicos), quanto de
fatores internos, incluindo predisposicdo hereditaria, falhas espontaneas na
replicacdo do DNA e alterac6es acumuladas ao longo do envelhecimento 234, As
células cancerosas sao identificadas pela alta capacidade de proliferacdo e
metabolismo rapido, enquanto as células saudaveis sdo mais regulares. A rapida
proliferacdo celular das células tumorais € devida a sua capacidade de ativar e/ou
modificar vias metabdlicas para a obtencdo de mais energia °°.

A letalidade do céancer esté fortemente associada ao desenvolvimento
e a proliferacdo da metastase tumoral (Figura 1.1). Esse processo ocorre quando
células cancerosas se desprendem do tumor primario e migram para tecidos
adjacentes ou 6rgaos distantes. Em tumores mais volumosos, a presenca de regifes
hipoxicas favorece a ativacdo de mecanismos de angiogénese, essenciais para
suprir as demandas metabdlicas celulares. Paralelamente, as células do tumor
primario passam por alteracfes fenotipicas importantes, incluindo a reducdo das
adesbes célula—célula, o que facilita sua saida da massa tumoral e a invasao da
matriz extracelular e, ao atingirem os sistemas sanguineo ou linfatico, essas células
podem circular, sobreviver ao microambiente adverso e implantar-se em novos
tecidos 7. Dessa forma, a metastase é responsavel por até 90% dos 6bitos
relacionados ao cancer, pois envolve adaptacdes celulares complexas que dificultam

o tratamento e favorecem a resisténcia terapéutica. &°
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FIGURA 1.1 — Fluxograma que resume as etapas da metastase do cancer. Adaptado
de leso e Yool (2018)’

De acordo com dados recentes da Global Cancer Observatory
(GLOBOCAN), estima-se que, em 2022, o cancer tenha causado cerca de 20
milhdes de novos casos e 9,7 milh6es de mortes em nivel mundial. As projecdes
indicam que o céancer afetard uma parcela significativa da populacdo mundial ao
longo da vida: aproximadamente uma em cada cinco pessoas desenvolvera a
doencga, enquanto o risco de morte corresponde a cerca de um em cada nove
homens e uma em cada doze mulheres 1°. Dados nacionais do Instituto Nacional de
Cancer (INCA) indicam que, para o trienio 2026-2028, sdo esperados
aproximadamente 781 mil novos casos de cancer no Brasil. A Figura 1.2 apresenta

os tipos de cancer mais incidentes no periodo, classificados por sexo!!.
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Localizagao primaria Casos % Localizacao primaria Casos %

Prostata 77.920 30,5 Homens Mulheres Mama feminina 78.610 30,0
Golon e reto 26.270 10,3 Colon e reto 27.540 10,5

Traqueia, brénquio e pulmao 18.730 7.3 Colo do utero 19.310 7,4

Estémago 13.830 54 Traqueia, brénquio e pulmao  16.650 6,4

Cavidade oral 12.260 4.8 Glandula tireoide 13.310 5,1

Bexiga 9.040 3.5 Corpo do (tero 9.650 3,7

Esdfago 8.750 3.4 Estémago 8.700 3,3

Figado 7.340 29 Ovario 8.020 3,1

Laringe 7.310 29 Pancreas 6.910 2,6

Linfoma nao Hodgkin 6.580 2.6 Linfoma nao Hodgkin 5.980 2,3

FIGURA 1.2 — Distribuicdo proporcional dos dez tipos de céancer mais incidentes

no Brasil para o triénio de 2026-2028 por sexo, exceto pele ndo melanoma. !

Apesar de ser o oitavo cancer mais incidente em mulheres, o cancer de
ovario é o mais letal entre os canceres reprodutivos femininos. Isso acontece devido
ao fato de que sua deteccdo é tardia, em razdo da natureza inespecifica dos
sintomas, dificultando o diagndéstico precoce e reduzindo as chances de tratamento
curativo. Como resultado, mais de 70% dos casos sao identificados apenas em
estagios avangados da doenca (Ill ou IV). 1213

Os canceres de ovério sao classificados em epiteliais e ndo epiteliais,
sendo 0s primeiros 0s mais comuns, representando mais de 95% dos casos. Os
tipos ndo epiteliais, que incluem tumores de células germinativas, estromais de
corddo sexual e de pequenas células, correspondem a aproximadamente 5% das
ocorréncias 4. O tratamento convencional para esse tipo de cancer envolve cirurgia,
geralmente seguida de quimioterapia a base de platina. Nesse contexto, a
associacdo entre carboplatina e paclitaxel constitui 0 esquema quimioterapico
padrdo, sendo a carboplatina utilizada ha cerca de 15 anos como terapia
complementar de primeira linha apés a cirurgia de citorreducdo °. Além disso,
diversos ensaios clinicos tém investigado a associacdo de agentes terapéuticos
direcionados e imunoterapia a quimioterapia primaria, visando aumentar a taxa de
sobrevivéncia dos pacientes 1617,

As principais abordagens terapéuticas para 0 cancer incluem
guimioterapia, cirurgia, radioterapia, terapia hormonal, terapia alvo-especifica, entre
outras. A escolha do tratamento mais adequado depende do tipo e do estagio da
doenca, podendo, em muitos casos, envolver a combinacdo de diferentes
estratégias para maximizar a eficacia clinica 8. Atualmente, a quimioterapia se

destaca como um dos métodos mais utilizados no tratamento contra o cancer,
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empregando agentes citotoxicos para afetar células tumorais. Pesquisas apontam
que esses farmacos podem agir por diversos mecanismos, interferindo em
biomoléculas essenciais, como DNA, proteinas e enzimas, ou afetando diretamente
organelas celulares. Essas ac¢des podem tanto inibir o crescimento e a proliferacéo
das células malignas quanto desencadear sua morte celular programada %29
Entretanto, seu uso ainda é um desafio devido a efeitos colaterais indesejaveis,
como nefrotoxicidade, neurotoxicidade e supressdo da medula 6ssea. Diante dessas
limitagdes, intensificam-se os esforgos na busca por novos agentes farmacoldgicos
multialvos, mais eficazes e com menor toxicidade, capazes de superar as restricoes

impostas pelos quimioterapicos convencionais. 2!

1.2 A utilizacdo de metais como quimioterapicos

O desenvolvimento de farmacos antitumorais exige que eles sejam
eficazes, seletivos e seguros. Dessa forma, reduzir a toxicidade por meio de
compostos capazes de atuar apenas em tecidos ou células especificos é uma
estratégia bastante promissora. Nesse contexto, os pro-farmacos ganham destaque,
pois permanecem inativos até alcancarem o alvo desejado ou até serem ativados
por estimulos, como a luz L.

Os compostos metdlicos apresentam mecanismos de acédo terapéutica
distintos daqueles observados em compostos organicos, principalmente devido a
sua diversidade estrutural, ampla faixa de numeros de coordenacdo, mdltiplos
estados de oxidacdo acessiveis e a capacidade de realizar trocas de ligantes,
fatores que favorecem interacdes eficazes com alvos biol6gicos 2223, Além disso,
propriedades termodindmicas e cinéticas, bem como as caracteristicas intrinsecas
tanto do ion metalico quanto dos ligantes coordenados, contribuem para uma
variedade de reatividades que podem ser estrategicamente exploradas no

desenvolvimento de novos agentes terapéuticos 4.
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FIGURA 1.3 — Principais alvos identificados dos metais de transicdo. Adaptado de
Marloye e colaboradores (2016)%°.

O uso de metais no tratamento do cancer ganhou destaque apos a
descoberta das propriedades antitumorais da cisplatina. Esse composto a base de
platina foi inicialmente sintetizado em 1845 por Michele Peyrone, entretanto, suas
propriedades biol6gicas foram conhecidas apenas em 1965, quando o biofisico
Barnett Rosenberg revelou seu potencial terapéutico ao observar que 0 composto
era capaz de inibir a divisdo celular durante experimentos com campos elétricos e
culturas bacterianas 2627, Essa descoberta marcou o inicio da utilizacdo de
complexos metélicos como agentes antitumorais e revolucionou a quimioterapia
moderna.

A cisplatina € um complexo quadrado-planar composto por um atomo
de Pt(Il) coordenado a dois cloretos e dois grupos amina dispostos em configuragao
cis. No meio extracelular, a elevada concentragao de cloreto estabiliza a cisplatina e
impede sua hidrolise, porém, no interior celular, onde os niveis de cloreto sao muito
menores, 0 composto sofre hidrolise lenta, originando espécies monoaqua e diaqua
altamente reativas. Dessa forma, a atividade antitumoral da cisplatina esta
associada a sua capacidade de se ligar ao DNA gendémico ou mitocondrial,
causando danos que bloqueiam a transcricdo de RNAm e a sintese proteica. Esses
eventos impedem a replicacéo celular e desencadeiam processos de morte celular,

como apoptose ou necrose, 2829
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Reconhecida por sua ampla eficacia clinica, a cisplatina figura entre os
quimioterapicos citotdéxicos mais utilizados no tratamento de tumores solidos, como
os de ovario, testiculo e bexiga. Sua administracdo ocorre por via intravenosa,
geralmente por infusdo de curta duragdo em solugéo salina, com dose controlada
para garantir maior seguranca e estabilidade durante o tratamento.

A ampla utilizacdo da cisplatina motivou o desenvolvimento de novos
agentes terapéuticos (Figura 1.4). Entre eles, a carboplatina destaca-se como o
analogo de segunda geracdo de maior relevancia, amplamente empregada no
tratamento de carcinomas de ovario e testiculo. Apesar do mecanismo de acéo
desse farmaco ser o mesmo que o da cisplatina, a carboplatina apresenta menor
incidéncia de efeitos adversos, principalmente devido a sua hidrolise mais lenta,
resultante da presenca de ligantes dicarboxilatos bidentados. A oxaliplatina, um
complexo de terceira geracdo, € amplamente utilizada no cancer de colon e

colorretal, onde cisplatina e carboplatina mostram baixa eficacia. 313233

HN_____Cl
Pt
H3N/ ¢

Cisplatina (1978)

N 0 4 N O
H3 \Pt/ \Pt/o
HNT 0 N Ne o

H
0 2

Carboplatina (1989) Oxaliplatina (2002)

FIGURA 1.4 — Estrutura de alguns compostos de platina empregados como

guimioterapicos.

Apesar da ampla aplicacdo clinica, a cisplatina e seus analogos
apresentam limitacbes marcantes devido a toxicidade e ao desenvolvimento de
resisténcia tumoral. O acumulo do farmaco em tecidos sensiveis, especialmente nos

rins, resulta em nefrotoxicidade significativa, além de efeitos hepaticos, cardiacos,

6
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auditivos e neuroldgicos ligados ao estresse oxidativo e a disfuncdo mitocondrial,
restringindo a dose administrada. Além disso, a resisténcia, podendo ser intrinseca
ou adquirida, envolve mecanismos como reducéo da captacdo, aumento do efluxo,
inativacao por glutationa, maior capacidade de reparo do DNA e ativagéo de vias de
sobrevivéncia celular, somados a influéncias metabdlicas, epigenéticas e do
microambiente tumoral. Esses fatores comprometem a eficacia terapéutica da
cisplatina e destacam a necessidade de alternativas mais seguras e eficientes. 3+3%

Diante dos desafios associadas ao uso de complexos de platina no
tratamento do cancer, esforcos continuos surgem para identificar alternativas mais
seguras e eficazes. Entre as principais estratégias, destaca-se o desenvolvimento de
agentes antitumorais baseados em outros centros metalicos, com arquiteturas
inovadoras e mecanismos de acado distintos, capazes de aumentar a seletividade
tumoral e minimizar efeitos adversos. Nesse cenario, diversos complexos metélicos
tém sido amplamente investigados, revelando potencial significativo para atuar sobre
diferentes alvos biolégicos e superar as limitagbes apresentadas pela cisplatina e
seus analogos. 36:37,38.39

Dessa forma, os complexos contendo o centro metélico paladio tem
despertado grande interesse devido as suas semelhancas estruturais e eletrénicas
com os analogos de platina, uma vez que também apresentam configuracéo
eletronica d8, formam complexos diamagnéticos e com geometria quadrado planar,
além de serem acidos moles, que resulta em elevada afinidade por ligantes
semelhantes. Essas caracteristicas sugerem um potencial antitumoral relevante.
40,41,42

Contudo, o principal desafio associado ao desenvolvimento desses
complexos € a elevada labilidade de suas ligacdes metal-ligante, que favorece a
substituicdo dos ligantes e ocorre até 10° vezes mais rapidamente do que nos
complexos de platina. As distingdes de reatividade entre eles tém origem em suas
configuracdes eletronicas e nas diferencas energéticas de seus orbitais. Enquanto o
paladio apresenta a configuracdo [Kr]4d'°, a platina possui [Xe]4f1*5d°6s!, com
orbitais 5d energeticamente mais baixos e mais estabilizados. Essa maior
estabilizacdo aumenta o potencial de ionizacdo da platina e resulta em ligacdes
metal-ligante mais fortes e estaveis. Além disso, a proximidade energética entre 0s
orbitais 5d e 6s da platina favorece a participacdo desses elétrons na formacéo de

ligacdes, contribuindo para a menor velocidade de substituicdo dos ligantes e para a

7
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maior estabilidade de seus complexos em comparagdo aos de paladio #3. Essa
rapida substituicdo dos ligantes nos complexos de paladio compromete a
estabilidade da molécula antes que ela alcance o alvo biol6gico desejado. Assim, o
sucesso de complexos de Pd(Il) como candidatos antitumorais depende fortemente
do desenho de ligantes capazes de modular sua labilidade e preservar a integridade
do complexo em meio biol6gico. 444546

Um dos primeiros relatos a destacar o potencial antitumoral de
complexos de paladio foi apresentado por Graham e colaboradores 47, o que
impulsionou a investigacdo desse metal como agente quimioterapico. A partir disso,
inlmeros novos complexos de paladio foram sintetizados com o objetivo de
identificar potenciais metalofarmacos, muitos dos quais demonstraram atividade
citotéxica significativa frente a diversas linhagens tumorais 484950, Notavelmente, em
alguns estudos, complexos de paladio exibiram desempenho antitumoral superior ao
de analogos baseados em platina, reforcando o interesse continuo nessa classe de
compostos 51:52.53,

O marco inicial do uso do paladio no tratamento do cancer ocorreu com
o desenvolvimento do Padeliporfin/WST09 (TOOKAD), uma bacterioclorofila
coordenada ao paladio (Figura 1.5). A forma natural desse pigmento € pouco soltvel
e instavel, mas sua complexacdo com o metal corrige essas limitacbes ao conferir
maior estabilidade e melhor desempenho fotoquimico. Essas propriedades levaram
ao surgimento do TOOKAD Solavel (Padeliporfina, WST11), primeiro
fotossensibilizador a base de paladio aprovado para uso clinico em 31 paises da
Unido Europeia, México e Israel para tratar cancer de préstata de baixo risco por
terapia fotodinamica vascular (VTP). 5455
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FIGURA 1.5 — Estrutura quimica da Padeliporfina (TOOKAD).

Por outro lado, complexos de niquel (II) tém despertado crescente
interesse devido as suas diversas propriedades estruturais e ao seu potencial
biolégico. O ion Ni(ll), de configuracdo eletronica d® pode originar espécies
guadrado planares, tetraédricas ou octaédricas, oferecendo uma ampla variedade de
arquiteturas para o desenvolvimento de novos compostos de coordenacdo. A
geometria adotada depende principalmente da natureza e da forga do campo
exercido pelos ligantes. No caso de complexos quadrado planares, a estabilizacéo
dessa disposicéo estrutural requer ligantes capazes de gerar um campo forte, ou
ainda apresentar carater o-doador e/ou Tr-aceptor suficiente para promover o
pareamento eletrdnico e tornar essa geometria energeticamente favorecida.>657.58

As propriedades biolégicas e funcionais dos complexos de niquel
permitem que atuem como agentes antibacterianos, antifiUngicos e anticancerigenos,
além de se destacarem como catalisadores eficientes em reacdes homogéneas e
heterogéneas. A relevancia bioinorganica desse ion decorre, em parte, de sua

participacdo em ciclos redox de diversas metaloenzimas e da capacidade de atuar
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como analogos vitaminicos, reforcando seu papel fisiolégico como cofator na
absorcao de ferro, especialmente sob condi¢cdes de deficiéncia. 59:60.61

Dessa forma, estudos voltados a compreensdo das propriedades
antitumorais de complexos de Ni(ll) indicam que seu elevado potencial esta
relacionado a capacidade de interagir com o DNA, danifica-lo, inibir enzimas, como
as topoisomerases, induzir apoptose e reduzir a angiogénese 62,

Embora o niquel inorganico simples apresente toxicidade ambiental e
propriedades carcinogénicas, os complexos de Ni(ll), quando associados a ligantes
adequados, tém sua reatividade, biodisponibilidade e interagdo com biomoléculas
profundamente moduladas. Assim, esses complexos podem atuar de forma seletiva
em células tumorais, tornando-se bons candidatos a agentes anticancerigenos. 536465

Um estudo recente mostrou que compostos trinucleares de niquel
apresentaram forte atividade citotéxica contra células tumorais, porém, de forma
pouco seletiva, afetando também células saudaveis. Para superar essa limitacao,
uma estratégia de direcionamento celular foi explorada, envolvendo o
encapsulamento dos compostos na cavidade interna da ferritina, seguida da
funcionalizacdo da superficie da proteina com acido félico. Essa modificacédo
permitiu que o sistema reconhecesse células que superexpressam receptores de
folato, comuns em diversos tipos de cancer. Dessa forma, foi possivel direcionar os
compostos de Ni(ll) preferencialmente para células de céancer de mama,
aumentando a citotoxicidade e preservando a linhagem celular saudavel ©°.

Apesar das limitacdes associadas a cisplatina e aos seus analogos, a
platina permanece um metal central na busca por novos agentes antitumorais.
Nesse contexto, diversos pesquisadores tém explorado novos alvos biolégicos,
mecanismos de acdo e modelos estruturais para desenvolver complexos de platina
capazes de contornar esses desafios.

Uma estratégia amplamente empregada consiste na coordenacdo de
ligantes aromaticos, como piridina e seus derivados, ao centro metalico, conferindo
ao complexo propriedades intercaladoras, o que representa um modo de interacdo
com o DNA distinto daquele promovido pela cisplatina. Além disso, tém sido
investigados ligantes aromaticos contendo grupos doadores de enxofre, como as
tiossemicarbazonas, que podem potencializar a atividade citotoxica e modular o
modo de acdo desses complexos. Por outro lado, derivados de Pt(IV) usados como

pro-farmacos mais estaveis e passiveis de ativacdo redutiva, e complexos
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multinucleares que formam padrdes de ligacdo ao DNA distintos também ganharam
destaque. Dessa forma, essas abordagens visam ampliar a atividade antitumoral,
reduzir toxicidade e superar mecanismos de resisténcia associados aos agentes

classicos de platina. 67:68.69.70

1.3 Tiossemicarbazonas

Na busca por novos candidatos a agentes quimioterapicos, muitos
pesquisadores tém adotado a estratégia de empregar ligantes organicos com
atividade bioldgica intrinseca, visando potencializar seus efeitos apos a coordenacao
a centros metalicos. A escolha adequada desses ligantes é fundamental para o
desenvolvimento de metalofarmacos, uma vez que influenciam diretamente a
reatividade, a lipofilicidade, a estabilidade e a labilidade do complexo, além de
possibilitarem a estabilizacdo de estados de oxidacdo especificos do metal. Essas
modificacdes estruturais e eletrénicas podem resultar em melhorias significativas no
desempenho terapéutico, favorecendo interagdes mais seletivas com alvos
bioldgicos, maior eficacia farmacoldgica e reducao de efeitos colaterais indesejaveis.
71,72,73

Nesse contexto, as tiossemicarbazonas constituem uma classe versatil
de ligantes que apresentam multiplos modos de coordenacado, podendo atuar como
ligantes monodentados, bidentados e tridentados (Figura 1.6). Essa diversidade de
coordenacao confere a esses compostos grande interesse sob os pontos de vista
estrutural, eletrénico e biolégico. Esses ligantes sdo geralmente sintetizados por
meio de reacdes de condensacao entre compostos carbonilicos, como aldeidos ou
cetonas, e derivados de tiossemicarbazida, o que permite ampla flexibilidade
estrutural. Modificacbes na natureza do precursor carbonilico ou na estrutura da
tiossemicarbazida permitem ajustes finos nas propriedades quimicas e biologicas
desses ligantes, frequentemente resultando em alteracbes significativas de sua

atividade farmacoldgica. 47>76
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FIGURA 1.6 — Estrutura quimica geral das tiossemicarbazonas.

O interesse por esses compostos na medicina inicia-se na década de
1950, quando as tiossemicarbazonas passaram a ser utilizadas no tratamento de
doencas infecciosas, como a tuberculose e a hanseniase. Posteriormente, a
descoberta de suas propriedades antitumorais impulsionou pesquisas intensas,
levando a expansao de suas aplicacfes terapéuticas e ao desenvolvimento de
diversos derivados com potencial clinico. 77.78.79.80

Esses compostos apresentam um amplo espectro de atividades
biolégicas, incluindo acdes antivirais, antibacterianas, antifingicas e
anticancerigenas. Estudos indicam que o elevado potencial biolégico das
tiossemicarbazonas esta fortemente associado a sua capacidade de atuar como
agentes guelantes de ions metalicos, especialmente ferro. Essa propriedade tem
motivado a sintese de inUmeros derivados estruturais e a investigacdo de seus
efeitos anticancerigenos. Acredita-se que a atividade antitumoral desses compostos
esteja relacionada, principalmente, a inibicdo da enzima ribonucleotideo redutase
(RNR), essencial para a sintese de DNA, levando ao blogueio do ciclo celular e,
consequentemente, a inducéo de morte celular por apoptose. 81828384

Entre os derivados sintéticos mais relevantes, a triapina (3-AP)
destaca-se atuando como um potente inibidor da ribonucleotideo redutase (Figura
1.7). Em comparagdo com a hidroxiureia, farmaco classico aprovado para uso clinico
que atua diretamente sobre essa enzima, a triapina apresenta maior poténcia

antiproliferativa e mantém atividade frente a linhagens celulares resistentes,
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evidenciando seu potencial para superar limitacbes associadas a quimioterapia
convencional. Seus efeitos antitumorais tém sido amplamente investigados em
estudos pré-clinicos e clinicos, incluindo mais de 20 ensaios de fase | e Il, nos quais
foi avaliada tanto em monoterapia quanto em esquemas combinatorios. Mais
recentemente, a Triapina avancou para ensaios clinicos de fase lll, especialmente
em associacdo com cisplatina e radioterapia, demonstrando melhora nos resultados

clinicos em pacientes com cancer cervical e vaginal em estagios avancados. 8>86.87

NH
N 2 S

N N NH,
FIGURA 1.7 — Estrutura quimica da Triapina ® (3-AP).

Além disso, as tiossemicarbazonas também apresentam a capacidade
de inibir a enzima topoisomerase Il, atuando por meio da estabilizacdo dos
complexos clivaveis enzima—DNA, o que leva a formacdo de danos gendémicos
irreversiveis e, consequentemente, a morte das células tumorais 888, Estudos
conduzidos por Lima e colaboradores® relataram a sintese de novos complexos de
paladio contendo tiossemicarbazonas que exibiram elevada atividade citotdxica
frente a linhagem MDA-MB-231. Nesse contexto, a topoisomerase Il passou a ser
considerada um alvo molecular de interesse, uma vez que essa enzima se encontra
superexpressa nessa linhagem tumoral. De forma consistente, ensaios adicionais
demonstraram que o0s compostos com maior atividade citotoxica foram também
agueles que apresentaram maior inibicdo da topoisomerase |II, reforcando a

correlacéo entre o mecanismo de acéo enzimatico e o efeito antitumoral observado.

1.4 Planejamento Estrutural

Nos ultimos anos, o Laboratério de Compostos de Coordenacdo na
Quimica Medicinal (CCQM) tem se dedicado de forma sistematica a sintese e
caracterizacdo de novos complexos metéalicos contendo ligantes tiossemicarbazonas

(Figura 1.8). Paralelamente, o grupo vem conduzindo estudos detalhados da
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atividade citotoxica desses complexos frente a diferentes linhagens celulares
tumorais e ndo tumorais, com o0 objetivo de avaliar sua seletividade e potencial
terapéutico. Além disso, tém sido investigadas as interacfes desses compostos com
alvos biolégicos relevantes, incluindo enzimas e biomoléculas envolvidas em
processos de proliferacdo e morte celular, contribuindo para a elucidacdo de seus
possiveis mecanismos de acdo e para o desenvolvimento racional de novos
candidatos a agentes antitumorais.

Um estudo recentemente publicado® relatou a sintese e a
caracterizacdo detalhada de complexos bis-quelados de paladio(ll) e niquel(ll)
contendo diferentes ligantes tiossemicarbazonas, os quais apresentaram perfis
biologicos distintos. Os resultados demonstraram elevada atividade citotoxica dos
complexos de Pd-TSC, enquanto o complexo de Ni-TSC mostrou-se inativo nas
condicbes avaliadas. Observou-se que a atividade biolégica foi fortemente
influenciada tanto pela natureza do metal quanto pelos substituintes presentes nos
ligantes, o que evidencia a importancia do desenho estrutural desses sistemas. A
citotoxicidade dos complexos de paladio estendeu-se também a linhagens celulares
nao tumorais, indicando um perfil de baixa seletividade. Apesar da eficacia
observada em ensaios celulares, os complexos exibiram interacdo fraca com o DNA
e nao apresentaram inibicdo significativa da topoisomerase lla, comportamento
atribuido, possivelmente, a elevada rigidez estrutural imposta pela coordenacéao bis-
guelada, que pode limitar interacdes efetivas com esses alvos biomoleculares.

Sob uma perspectiva distinta, outro estudo® descreveu a sintese e a
caracterizacado de novos complexos de Pd(Il) e Pt(Il) contendo tiossemicarbazonas
derivadas de tiofeno, as quais se coordenaram de forma bidentada, resultando em
complexos com geometria quadrada planar distorcida. Em particular, a presenca de
um ligante cloreto na esfera de coordenacdo dos complexos de paladio conferiu
maior labilidade ao sistema, favorecendo processos de substituicAio em meio
biolégico e sugerindo um possivel comportamento como pré-farmacos. Essa
caracteristica pode facilitar a ativacéo intracelular do complexo, contribuindo para
sua atividade citotéxica. De fato, apenas os complexos de Pd(ll) exibiram atividade
citotoxica significativa, enquanto os analogos de Pt(ll), mais inertes do ponto de vista
cinético, mostraram-se inativos nas condi¢fes avaliadas. Os complexos de paladio
demonstraram atividade relevante frente a linhagem resistente A2780cis, além de

induzirem morte por apoptose, evidenciada pelo acumulo de células na fase sub-G1
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do ciclo celular. Em conjunto, os resultados evidenciam o potencial desses
complexos de Pd como agentes citotoxicos promissores, configurando-se como uma

alternativa viavel para superar problemas relacionados a resisténcia a cisplatina.

- —
[ TP ————

FIGURA 1.8 — Estruturas cristalograficas de alguns dos complexos sintetizados pelo
Laboratério CCQM. 9192

Dessa forma, considerando os resultados apresentados nos trabalhos
anteriormente discutidos, o presente trabalho visa investigar como modificagdes no
centro metélico, bem como variacbes na rigidez estrutural dos complexos,
influenciam suas propriedades biol6gicas, em especial a atividade citotoxica. Busca-
se compreender de que maneira fatores como a natureza do metal, a labilidade dos
ligantes, o0 modo de coordenacdo e a flexibilidade estrutural podem impactar a
interacdo dos complexos com alvos bioldgicos relevantes, a seletividade frente a
células tumorais e ndo tumorais e 0s possiveis mecanismos de acdo envolvidos,
contribuindo para o desenho racional de novos metalofarmacos com maior eficacia e
melhor perfil terapéutico.

Para isso, 0 planejamento estrutural dos complexos propostos neste
trabalho fundamenta-se na utilizacdo de metais do bloco d® (niquel, paladio e
platina), visando avaliar, de forma comparativa, como a natureza do centro metalico
influencia as propriedades fisico-quimicas e biolégicas dos compostos obtidos. A
trifenilfosfina foi selecionada como co-ligante estratégico por sua capacidade de
aumentar a lipofilicidade e a estabilidade dos complexos, caracteristicas que podem
favorecer a permeacdo através de membranas celulares e, consequentemente,

potencializar a atividade biol6gica °3°* A tiossemicarbazona, por sua vez, foi
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escolhida tanto pela sua habilidade de formar complexos estaveis com metais de
transicdo quanto pelo seu reconhecido potencial biologico, amplamente descrito na
literatura.

Adicionalmente, a modulagdo estrutural dos complexos foi realizada
por meio da variacdo dos grupos substituintes na estrutura da tiossemicarbazona,
com o intuito de investigar como pequenas alteracdes estruturais podem influenciar
a reatividade quimica, o modo de interagdo com alvos biolégicos relevantes e,
consequentemente, a atividade citotoxica dos complexos, contribuindo para o
entendimento dos fatores que regem seu desempenho como potenciais agentes

guimioterapicos.

Variagao dos grupos substituintes

R _— H
K N N
N | N NT ™ Eotabiidade
| Atividade biolégica

Influéncia da O0O—M S
substituicdo do metal |
Atividade biologica P

Lipofilicidade
Estabilidade
Atividade biolégica

FIGURA 1.9 — Proposta estrutural dos complexos.

Por fim, foram empregados ligantes tiossemicarbazonas derivadas de
salicilaldeido, de modo a possibilitar sua coordenacdo tridentada pelos atomos
doadores O, N e S, resultando na formacéo de complexos com geometria quadrada
planar. Essa geometria altamente planarizada, associada a coordenagao
multidentada (O,N,S), confere elevada estabilidade termodindmica e maior inércia
cinética aos complexos. A presenca de ligantes tridentados dificulta processos de

substituicdo e troca de ligantes, contribuindo para a manutencdo do arcabouco
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molecular mesmo em meio biolégico, caracterizado pela presenca de diversas
espécies competitivas. Como consequéncia, essa maior estabilidade pode favorecer
a permanéncia do complexo em sua forma ativa no ambiente intracelular,
possibilitando interagcdes mais eficientes e sustentadas com alvos biomoleculares

envolvidos na regulacdo da morte celular.

1.5 Modelos de Cultura Celulares

O processo de desenvolvimento de um novo farmaco é composto por
quatro etapas principais: descoberta, estudos pré-clinicos, ensaios clinicos,
aprovacgédo regulatdria e pdés comercializagdo. Nas Ultimas décadas, cerca de 90%
dos candidatos a farmacos ndo obtiveram sucesso nas fases clinicas ou néo
atingiram a aprovacao final, principalmente em razdo da baixa eficacia, toxicidade
elevada, propriedades farmacologicas inadequadas e limitagcdes no planejamento
estrutural e estratégico 95997,

O processo de descoberta de novos farmacos envolve uma sequéncia
complexa e altamente integrada de etapas iniciais, que incluem a identificacdo e
validacdo de alvos biologicos, o desenvolvimento de ensaios experimentais
criteriosos, andlise de grandes bibliotecas de compostos e identificacdo e otimizacao
de moléculas promissoras. Dessa forma, essas fases iniciais sdo determinantes para
0 sucesso do desenvolvimento de medicamentos, uma vez que decisbes
inadequadas nesse estagio podem resultar em altas taxas de falha nas etapas pré-
clinicas e clinicas.%%°

A etapa pré-clinica compreende a avaliacdo de compostos por meio de
estudos in vitro e in vivo, com 0 objetivo de estabelecer sua eficacia biologica inicial
e seu perfil de seguranca antes do inicio dos ensaios clinicos. Essa fase inclui a
investigacdo da atividade farmacoldgica, estudos de toxicidade e a caracterizagdo
farmacocinética, fornecendo dados essenciais sobre absorcédo, distribuicéo,
metabolismo e excrecdo. Os resultados obtidos permitem a selecdo de moléculas
com maior potencial terapéutico, a definicdo de doses seguras e a reducéo de riscos
associados as etapas clinicas subsequentes, tornando a fase pré-clinica um
elemento critico para 0 sucesso do processo de desenvolvimento de novos
medicamentos. 100:101

A fase clinica envolve ensaios em humanos destinados a avaliar

seguranca, eficicia e a relacdo risco—beneficio do candidato a medicamento. Em
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contextos especificos, como na oncologia, pode incluir uma fase 0 exploratéria,
seguida pela fase I, que avalia a seguranca, a tolerabilidade e a dose em um
pequeno numero de voluntarios. A fase Il, conduzida em pacientes, investiga a
eficicia terapéutica e o ajuste da dose, enquanto a fase Ill compreende estudos
multicéntricos, com distribuicdo aleatdria dos participantes, realizados em grandes
populacdes para confirmar a eficacia e a seguranca do medicamento. ApOs essa
etapa, os dados sdo submetidos as agéncias reguladoras para aprovacao,
permanecendo o medicamento sob monitoramento poés-comercializagdo, por meio

de estudos de fase IV ou de farmacovigilancia. 192103

| Descoberta || Fase pré-clinica || Ensaios clinicos || Aprovagao

1 novo
medicamento

Jelosawo)

oedez|

Identificacdo e validacdo de * Regis_tro . .
compostos - Toxicidade aguda e crénica . Autorlzaga.o cornermallzagao
Desenvolvimento, estudos « Farmacologia Comparticipacéio

Protecao por patente Farmacovigilancia

Fase |
Fase ll
Fase lll

| 3 -5 anos | | 1 -2 anos || 6 — 8 anos || 1-3 anos |

FIGURA 1.10 — Fases do desenvolvimento de um medicamento: descoberta,
estudos pré-clinicos, ensaios clinicos, aprovacédo regulatéria e pés-comercializagao.
Adaptado de Vieira (2020) 158

O desenvolvimento e a consolidacéo do cultivo celular desempenharam
um papel fundamental no éxito dos ensaios pré-clinicos, contribuindo de maneira
decisiva para o avanco da pesquisa farmacoldgica e, consequentemente, para a
descoberta de novos agentes quimioterapicos.

O cultivo celular consiste em um conjunto de técnicas que possibilitam
o isolamento, a manutencdo da viabilidade e a proliferacdo de células em um
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sistema in vitro, independente do organismo do qual foram obtidas. Esse sistema &
composto por nutrientes e fatores essenciais a sobrevivéncia celular, mantidos sob
condicbes controladas de temperatura, pH e osmolaridade. O desenvolvimento
dessa técnica representou um marco para a pesquisa, pois permitiu avangos
significativos na compreensdo dos mecanismos moleculares, além de contribuir de
forma decisiva para areas como a biologia da célula tumoral e a producdo de
vacinas. 104,105,106

O marco histérico da cultura celular ocorreu em 1907, quando Harrison
descreveu o método da gota suspensa para a manutencdo de tecido nervoso de
anfibio fora do organismo, demonstrando, pela primeira vez, a viabilidade da
sobrevivéncia e do crescimento celular em condi¢bes in vitro. Contudo, as
frequentes contaminacdes observadas nas culturas iniciais evidenciaram algumas
limitacbes, 0 que impulsionou o0 desenvolvimento e a padronizacdo de
procedimentos assépticos. A evolucdo dessas metodologias resultou, em 1951, no
isolamento e a propagacado das células HeLa por George Gey, a partir de tecido de
carcinoma cervical, estabelecendo a primeira linhagem celular humana imortalizada.
107

Por mais de um século, o cultivo celular bidimensional (2D) tem sido
amplamente empregado como ferramenta experimental, especialmente nos estagios
iniciais da descoberta e avaliacdo de farmacos. Nesse modelo, as células séo
cultivadas como uma monocamada aderida a superficies planas, como placas de
Petri ou frascos de cultura, otimizadas para adesao e crescimento celular. Devido a
sua simplicidade, baixo custo, reprodutibilidade e facilidade de manipulagéo, as
culturas 2D permanecem amplamente utilizadas em ensaios in vitro para o estudo
de citotoxicidade, de mecanismos de acio e de respostas celulares. 108109

Apesar de sua relevancia histérica e ampla aplicagdo, a técnica 2D
apresenta limitacdes significativas. A formagdo de monocamadas sobre superficies
rigidas ndo reproduz a arquitetura real dos tecidos, resultando em interagfes célula—
célula e célula—matriz extracelular simplificadas e pouco representativas do
ambiente in vivo. Essas condicbes podem levar a alteragdes na morfologia,
polaridade, expressao génica e funcionalidade celular, além de proporcionar acesso
homogéneo a nutrientes e oxigénio, o que ndo condiz com os gradientes fisioldgicos

observados em tecidos e tumores. Consequentemente, essas diferencas resultam

19



Tamara Teixeira

em baixa convergéncia entre os resultados in vitro e in vivo, comprometendo a
previsibilidade de moléculas biologicamente ativas. 199110

Dessa forma, nos ultimos anos, pesquisadores tém se dedicado a
busca por ferramentas capazes de suprir essa deficiéncia. Paralelamente, a
comunidade cientifica tem intensificado o debate sobre o uso de experimentos in
Vivo, uma vez que, por razdes éticas, torna-se necessaria a reducao do emprego de
animais, além das limitac6es associadas a disponibilidade, ao custo e as diferencas
fisiolégicas em relacédo aos seres humanos 11,

Surgindo como uma alternativa viavel, os modelos de cultura celular
tridimensionais (3D) tém ganhado destaque por apresentarem caracteristicas mais
proximas das condicgdes fisiolégicas observadas in vivo. Diferentemente das culturas
bidimensionais, o cultivo 3D permite que as células formem interacdes célula—célula
e célula—matriz extracelular (MEC) mais complexas e realistas. Essas interacfes sao
essenciais para a manutencdo da morfologia, polaridade, diferenciacao, proliferacéo
e sinalizacdo celular, resultando em fendtipos mais representativos do tecido de
origem. Assim, o cultivo 3D reduz significativamente a lacuna entre os modelos in
vitro e a fisiologia celular natural. *?

Uma das principais vantagens da cultura 3D é sua capacidade de
mimetizar a arquitetura e a funcao dos tecidos, especialmente em modelos tumorais.
Esferoides tumorais 3D, por exemplo, reproduzem caracteristicas fundamentais dos
tumores sélidos humanos, como a formacéo de camadas distintas (nucleo necrotico,
zona quiescente e regido proliferativa externa), além de gradientes de oxigénio,
nutrientes e pH. 112113

Além disso, a matriz extracelular desempenha papel central nos
sistemas 3D, atuando como um arcabouco estrutural e bioquimico que regula a
adesao, migracdo e comunicagdo celular. Ao preservar sinais da MEC e a
organizacgéo tridimensional dos receptores de superficie, as culturas 3D promovem
comportamentos celulares distintos daqueles observados em monocamadas 2D,
incluindo menor sensibilidade artificial a farmacos e respostas biologicas mais

proximas da realidade fisioldgica. 114115
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FIGURA 1.11 — Representacdo esquematica comparativa destacando as principais
diferencas estruturais e funcionais entre culturas celulares 2D e 3D. Adaptado de
SALINAS-VERA (2022)159

No estudo de Fontoura et al. (2020)*1¢, modelos de cultivo celular 2D e
3D foram comparados com as linhagens tumorais murinas B16F10 (melanoma) e
4T1 (cancer de mama). Os autores demonstraram que, enquanto as culturas 2D
apresentaram crescimento em monocamadas planas e alta proliferacdo, os modelos
3D favoreceram a formacao de esferoides compactos, com gradientes de nutrientes
e regides hipoxicas semelhantes as observadas em tumores in vivo. Essas
diferencas estruturais refletiram-se em alteragbes funcionais relevantes, incluindo
menor proliferacdo nas regibes centrais, perfis de expressdo génica mais proximos
do tecido tumoral e comportamento migratorio mais restrito e fisiologicamente
realista. Além disso, as culturas 3D apresentaram maior resisténcia aos farmacos
em comparacao as culturas 2D, atribuida principalmente a limitada penetracdo das
drogas e as condi¢cbes de hipdxia. Dessa forma, os resultados evidenciam que 0s
modelos 3D reproduzem melhor o microambiente tumoral, reforcando sua

importancia em estudos preé-clinicos.
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Face ao exposto, este trabalho atua na hipotese de que a combinacéo
entre metais d®, tiossemicarbazonas derivadas do salicilaldeido e trifenilfosfina pode
modular significativamente as propriedades quimicas e bioldgicas dos complexos
formados. A escolha de Pd(ll), Pt(ll) e Ni(ll) decorre do fato de que, embora
apresentem semelhancas estruturais importantes, esses centros metalicos diferem
qguanto a labilidade e ao comportamento em meio biolégico, o que pode resultar em
perfis distintos de atividade antitumoral. De modo complementar, o uso de
tiossemicarbazonas derivadas do salicilaldeido se justifica por sua versatilidade
estrutural, reconhecido potencial bioldgico e capacidade de estabilizar o metal por
coordenacao multidentada, ao passo que a presenca da trifenilfosfina pode contribuir
para o ajuste das propriedades eletronicas e lipofilicas dos sistemas. Nesse
contexto, a coordenacéo tridentada O,N,S mostra-se particularmente estratégica por
favorecer um ambiente de coordenacdo mais organizado e, potencialmente, mais
estavel em solucdo. Além disso, a avaliacdo em modelos celulares tridimensionais
assume especial relevancia, por permitir investigar o comportamento dos complexos
em condigcbes que reproduzem melhor a arquitetura e a complexidade do
microambiente tumoral. Assim, propde-se que variagcdes no centro metalico e no
arranjo de coordenacéo se reflitam diretamente na estabilidade, na citotoxicidade, na
seletividade e no mecanismo de agdo desses compostos, permitindo estabelecer
relacdes mais consistentes entre estrutura quimica e resposta biolégica, com vistas

ao desenvolvimento de novos agentes antitumorais.
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2. Objetivos

2.1 Objetivo geral

7

O objetivo geral deste trabalho é investigar a influéncia do centro
metélico e do ambiente de coordenacdo nas propriedades bioldgicas de complexos
quadratico-planos de Pd(ll), Pt(Il) e Ni(ll) contendo tiossemicarbazonas derivadas do
salicilaldeido e trifenilfosfina, por meio da avaliacdo de sua atividade citotdxica e

seletividade em modelos celulares 2D e 3D fisiologicamente mais relevantes.

2.2 Objetivos especificos

Com a finalidade de alcancar o objetivo geral, o presente trabalho teve
como objetivos especificos:

» Sintetizar ligantes do tipo tiossemicarbazona por meio de reacdes de
condensacdo entre a 4-metil-3-tiossemicarbazida e derivados do 2-
hidroxibenzaldeido, mono-substituidos na posicéo 5 e di-substituidos nas posi¢cées
3,5.

* Sintetizar novos complexos metalicos de Pd(ll), Pt(ll) e Ni(ll) contendo
ligantes tiossemicarbazonas e trifenilfosfina.

» Caracterizar os ligantes e complexos obtidos por meio de
condutividade molar, espectroscopia de absorcdo na regido do infravermelho,
espectroscopia de absorcdo na regido do ultravioleta-visivel, espectrometria de
massas, ressonancia magnética nuclear de 3'P{*H}, 'H e 13C{'H} e difracdo de raios
X de monocristal.

* Avaliar a estabilidade dos compostos em dimetilsulféxido (DMSO) e
em meio de cultura celular.

* Avaliar a viabilidade celular apés incubagcdo com 0s compostos
sintetizados frente a diferentes linhagens tumorais e ndo tumorais, empregando
modelos celulares 2D e 3D.

* Investigar o mecanismo de a¢ao dos compostos e o padrdao de morte

celular induzido.
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3. Parte Experimental

3.1 Materiais

Os solventes e reagentes foram utilizados como recebidos, sem

tratamento prévio, conforme fornecidos pelos fabricantes, estando listados com seus

respectivos fornecedores na Tabela 3.1.

TABELA 3.1 — Reagentes e materiais utilizados e suas respectivas procedéncias.

Reagente

Procedéncia

Acetonitrila P.A

Diclorometano P.A

Etanol P.A

Trietilamina P.A

DMSO P.A

DMSO (ds) (99,9%)

Cloroférmio (d1) (99,8%)
4-metil-3-tiossemicarbazida
2-hidroxibenzaldeido

Cloreto de bis(trifenilfosfino)paladio(ll) (98%)
Cloreto de bis(trifenilfosfino)niquel(ll)
Tetracloroplatinato(ll) de potassio (98%)
Trifenilfosfina (99%)

MTT

Meio de cultura RPMI e DMEM
Ham’s F-12 Nutrient Mix
Gentamicina
Penicilina/Estreptomicina
Anfotericina

Tripsina-EDTA

Soro Fetal Bovino

Exodo

Synth

Synth

Exodo

Synth
Sigma-Aldrich
AcrosOrganics
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
INLAB
Vitrocell
Vitrocell
Sigma-Aldrich
Vitrocell
Vitrocell
Sigma-Aldrich
Vitrocell
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3.2 Sinteses

3.2.1 Sintese dos ligantes tiossemicarbazonas

Para obtencao dos ligantes, uma reacdo de condensacéo foi realizada.
Em um baléo contendo 15 mL de etanol, 0,47 mmol de 4-metil-3-tiossemicarbazida
foi adicionada juntamente com 0,47 mmol de 2-hidroxibenzaldeido (M1 = 5-ClI, M2 =
5-NO2, M3 = 5-F; D1 = 3,5-Cl, D2 = 3,5-NOz2, D3 = 3,5-F). A reacdo permaneceu sob
agitacao e refluxo (70°C) por 24 horas.

Posteriormente, o volume da solugdo foi reduzido e o precipitado foi
filtrado & vacuo e lavado com etanol gelado. Os rendimentos obtidos foram de: M1 =
90%, M2 = 86%, M3 = 79%, D1 = 82%, D2 = 87%, D3 = 75%.

Os ligantes sintetizados séo solaveis em acetona e DMSO.

3.2.2 Sintese dos complexos de Paladio (ll)

Para obtencdo dos complexos de Pd(ll), em um baldo contendo 15 mL
de acetonitrila, foram adicionados 0,042 mmol do ligante, juntamente com 0,084
mmol de trietilamina, com o intuito de ocorrer a desprotonacdo. Em seguida, ocorreu
a adicdo de 0,042 mmol do complexo precursor trans-[PdCl2(PPhs)2]. A sintese
permaneceu sob agitacdo e refluxo. ApGs 24 horas de reacéo, o precipitado formado
foi filtrado e lavado com hexano e agua destilada quente. Os complexos tiveram
como rendimento: PdM1 = 82%, PdM2 = 69%, PdM3 = 71%, PdD1 = 83 %, PdD2 =
65%, PdD3 = 75%. Os complexos obtidos séo soluveis em DMSO, diclorometano e

acetona.

3.2.3 Sintese dos complexos NiD2 e PtD2

Para a obtencédo do complexo de Ni(ll), em um baldo contendo 10 mL
de etanol e 5 mL de diclorometano, foram adicionados 0,042 mmol do ligante D2 e
0,084 mmol de trietilamina, com o objetivo de promover a desprotonacéo do ligante.
Em seguida, adicionou-se 0,042 mmol do complexo precursor [NiCl2(PPhz)2]. A
mistura reacional foi mantida sob agitacdo e refluxo por 24 horas. Ao término da
reacdo, o precipitado formado foi filtrado e lavado sucessivamente com hexano e
agua destilada quente. O complexo obtido apresentou rendimento de 73% e

mostrou-se solivel em DMSO, diclorometano e cloroférmio.
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Para a sintese do complexo de Pt(ll), inicialmente foi preparado o
precursor cis-[PtCl,(PPhs),], conforme a metodologia descrita por Villarreal e
colaboradores!!’. Apés a obtencéo desse precursor, a sintese do complexo PtD2 foi
conduzida de forma analoga a do complexo NiD2, diferenciando-se apenas pelo uso
exclusivo de etanol como solvente reacional. O rendimento obtido foi de 64%, e o

complexo apresentou boa solubilidade em DMSO.

3.3 Instrumentacédo e técnicas de caracterizacao

3.3.1 Condutividade molar

As medidas de condutividade molar foram realizadas utilizando um
condutivimetro MARCONI, modelo MA 521, pertencente ao grupo LABBES
(Laboratério de Analitica, Bioanalitica, Biossensores, Eletroanalitica e Sensores). As
solucdes foram preparadas em dimetilsulféxido (DMSO) para os complexos de Pd(ll)
e Pt(Il) e em diclorometano para o complexo de Ni(ll), na concentracéo de 1 x 1073

mol L.

3.3.2 Espectroscopia vibracional na regido do infravermelho (V)

Os espectros de absorcéo na regiao do infravermelho foram obtidos em
um espectrémetro FT-IR Bomem-Michelson, modelo MB-102, operando na faixa de
4000-450 cm™, com 32 varreduras. As amostras foram preparadas na forma de
pastilhas de KBr, na proporcdo de 100:1 (m/m), sendo o KBr previamente seco em
estufa a 120 °C. A andlise dos espectros foi realizada utilizando o software Origin
9.0.

3.3.3 Espectroscopia de absorcéo na regidao do ultravioleta e visivel
(UV-Vis)

Os espectros de absorcdo na regido do ultravioleta-visivel foram
adquiridos utilizando um espectrofotometro SHIMADZU UV-1650PC, empregando
cubetas com caminho Optico de 1 cm. As titulagbes sucessivas dos compostos foram
realizadas a partir de solucdes estoque na concentracdo de 1 x 10° mol L7,
preparadas em DMSO para os complexos de Pd(ll) e Pt(ll) e em cloroférmio para o
complexo de Ni(ll). A faixa espectral analisada foi de 700 a 200 nm, e 0s espectros

foram obtidos utilizando o software UVProbe, versao 2.42.
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3.3.4 Ressonancia magnética nuclear (RMN)

As andlises de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) foram
realizadas em um espectrometro BRUKER 9.4 T (400 MHz), modelo AVANCE I, do
Laboratorio de RMN do Departamento de Quimica da UFSCar. Para o0s
experimentos de RMN de 3'P{'H}, os complexos de Pd(ll) e Pt(ll) foram solubilizados
em DMSO e o complexo de Ni(ll) em cloroférmio, utilizando-se solventes né&o
deuterados e um capilar contendo D20 como referéncia externa. Para o0s
experimentos de RMN de 'H, 3C e técnicas bidimensionais (2D), empregaram-se
DMSO-ds para os complexos de Pd(ll) e Pt(ll) e cloroférmio-d1 para o complexo de
Ni(ll). O tratamento dos dados foi realizado utilizando o software MestReNova,

versao 12.0.

3.3.5 Difracao de raios X por monocristal (DRX)

Os monocristais adequados para analise estrutural foram obtidos por
difusdo lenta de solvente, a partir de solucbes dos complexos preparadas em
mistura de diclorometano e etanol. Para os ligantes M1 e D2, os monocristais foram
obtidos em solucdes de etanol e DMSO. Os experimentos de difracdo de raios X por
monocristal foram realizados em colaboracdo com o Laboratério de Cristalografia do
Instituto de Quimica de Sao Carlos (IQSC-USP/IFSC-USP).

A coleta de dados foi conduzida em um difratbmetro Rigaku XtaLAB
Synergy-S Dualflex, equipado com detector hibrido de contagem de fétons HyPix-
6000HE, utilizando radiacdo Mo-Ka (A = 0,71073 A). Durante as medidas, os cristais
foram mantidos a temperatura de 100 K. O refinamento da cela unitaria, bem como a
coleta, reducao dos dados e corre¢cao dos efeitos de absorcéo, foram realizados por
meio do software CrysAlisPro.

As estruturas cristalinas foram solucionadas pelo método de
faseamento intrinseco utilizando o programa SHELXT-2018/2'18 e refinadas por
minimos quadrados pelo método de matriz completa no programa SHELXL-
2019/21%° ambos integrados ao ambiente Olex2?°, Os atomos nao hidrogenodides
foram localizados a partir de mapas de densidade eletronica de Fourier e refinados
com parametros anisotrépicos. Os atomos de hidrogénio foram posicionados em
locais idealizados, de acordo com a natureza quimica e a hibridizacdo dos atomos

aos quais estao ligados, e refinados isotropicamente.
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3.3.6 Espectrometria de massas de alta resolucdo (UHPLC Q-TOF MS)

Para as andlises por espectrometria de massas de alta resolucéo,
aproximadamente 1 mg da amostra foi inicialmente solubilizado em 1000 pL de
DMSO grau LC-MS e, em seguida, diluido em acetonitrila (ACN) grau LC-MS até a
concentragdo final de 1 ppm. As analises foram realizadas por inje¢éo direta, sem o
uso de coluna cromatografica. A fase movel, operando em modo isocratico, foi
composta por agua Milli-Q acidificada com 0,1% (v/v) de &cido férmico e acetonitrila
acidificada com 0,1% (v/v) de &cido férmico, na propor¢cdo de 5:95 (v/v),
respectivamente. A vazdo empregada foi de 0,300 mL min~1, com volume de injecdo
de 3 pL. As amostras foram analisadas em um sistema de Cromatografia Liquida de
Ultra Alta Eficiéncia (UHPLC) acoplado a um espectrometro de massas Q-TOF 6545
(Agilent Technologies, Santa Clara, CA, EUA), equipado com fonte de ionizagéo por
eletrospray Jet Stream (ESI), operando no modo positivo. Os parametros de

ionizacao utilizados estao descritos a seguir:

TABELA 3.2 — Parametros para ioniza¢cdo dos compostos.

Tipo de ionizacéo ESI+
Gas Temp (°C) 320
Gés Flow (L.min1) 12
Nebulizer (Psi) 35
Sheath Gas Temp. 300
Sheath Gas Flow 10
VCap 3200
Nozee Voltage (V) 700
Fragmentor 110
Skimmer 65
Energia de colisdo -
OctopoleRFPeak 750

O erro foi determinado a partir da comparacao entre os valores de
massa tedrica e experimental obtidos nos espectros de MS, considerando-se um
erro maximo aceitavel de 5 ppm. Os espectros foram adquiridos na faixa de razéo
massa/carga (m/z) de 100 a 1000, com taxa de varredura de 3 espectros s, e
posteriormente processados utilizando o software MassHunter Workstation, versao
B.08.00.
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3.4 Ensaios bioldgicos

3.4.1 Estabilidade em solucao

Considerando a importancia de avaliar a estabilidade dos complexos
nas condigcbes empregadas nos ensaios bioldgicos, foram realizados estudos de
estabilidade em DMSO e em mistura DMSO/DMEM por meio da técnica de RMN de
31P{1H}. Os complexos foram solubilizados em DMSO e em DMSO/DMEM (90:10,
v/v), e a estabilidade sob essas condicGes foi monitorada por um periodo de até 48

horas

3.4.2 Cultivo celular

Para a realizacdo dos ensaios biolégicos, foram utilizadas as seguintes
linhagens celulares tumorais: carcinoma pulmonar A549 (ATCC N° CCL-185),
carcinoma de ovario A2780 (ECACC N° 93112519), carcinoma de ovario resistente a
cisplatina A2780cis (ECACC N° 93112517), carcinoma de mama triplo-negativo
MDA-MB-231 (ATCC N° HTB-26), carcinoma de mama MCF-7 (ATCC N° HTB-22) e
melanoma humano A375 (ATCC N° CRL-1619). Como controles n&o tumorais,
empregaram-se as linhagens de pulmdo MRC-5 (ATCC N° CCL-171), queratindcitos
humanos HaCaT (CVCL_0038) e ovario de hamster chinés CHO-K1 (ATCC N° CCL-
61).

As linhagens A549, MDA-MB-231, A375, MRC-5 e HaCaT foram
cultivadas em meio DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) suplementado com
10% de soro fetal bovino (FBS), penicilina (100 U mL™), gentamicina (50 mg L™) e
anfotericina B (25 pg mL™). As linhagens A2780, A2780cis e MCF-7 foram
cultivadas em meio RPMI 1640 (Roswell Park Memorial Institute), suplementado com
10% de FBS, penicilina (100 U mL™), gentamicina (50 mg L) e anfotericina B (25
pg mL™1). A linhagem CHO-K1 foi mantida em meio Ham’s F-12 Nutrient Mix
(Vitrocell), suplementado com 10% de FBS. Todas as linhagens celulares foram
mantidas em estufa umidificada, a 37 °C, sob atmosfera contendo 5% de CO2, em

frascos apropriados para cultivo celular.
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3.4.3 Viabilidade celular

Para os ensaios de viabilidade celular, as células foram tripsinizadas,
contadas e ajustadas a concentracdo adequada, sendo posteriormente semeadas
em placas de cultivo de 96 pocos, fundo chato (Kasvi), na densidade de 1,5 x 10*
células por poco. As placas foram incubadas por 24 h em estufa umidificada a 37 °C,
sob atmosfera contendo 5% de COg2, para permitir a adesdo celular. Apos esse
periodo, as células foram tratadas com diferentes concentracdes dos complexos (50
- 0,1 uM) e novamente incubadas nas mesmas condi¢cdes por 48 h. Em seguida,
foram adicionados 50 pL de solugéo de MTT (1 mg mL™* em PBS) a cada poco, e as
placas foram incubadas por mais 3 h. Durante esse periodo, o MTT foi reduzido pela
atividade das desidrogenases mitocondriais das células viaveis, resultando na
formacdo de cristais de formazan de coloragcédo violeta. Os cristais de formazan
formados foram solubilizados por meio da adi¢éo de isopropanol, e a absorbancia foi
medida em leitor de microplacas (BioTek™, Epoch™) no comprimento de onda de
540 nm. A viabilidade celular foi determinada a partir dos valores de absorbancia

utilizando o software GraphPad Prism, versao 8.0.2.

3.4.4 Ensaio morfoldgico

Para os ensaios morfolégicos, as linhagens celulares A2780 (0,6 x 10°
células/poco) e MRC-5 (0,3 x 10° células/poco) foram semeadas em placas de 12
pocos. As células foram incubadas por 24 h em estufa a 37 °C e 5% de CO2. Apés
esse periodo, as culturas foram tratadas com diferentes concentracdes do
composto, correspondentes a 1 x ICso, 2 x ICso € 4 x 1Cso, conforme o valor de ICso
obtido para a linhagem A2780 no ensaio de viabilidade. As possiveis alteracdes
morfologicas induzidas pelo tratamento foram monitoradas nos tempos de 0, 24 e 48
h apds a adicdo do composto. A avaliacdo morfoldgica foi realizada por microscopia

dptica utilizando um microscépio CELENA® (Logos Biosystems).

3.4.5 Ensaios por microscopia de fluorescéncia

Para a avaliacdo morfolégica por fluorescéncia utilizando os
marcadores DAPI e CellMask™ Green Plasma Membrane, células da linhagem
A2780 (1,5 x 10* células por poco) foram semeadas em placas de 96 pocos e
incubadas por 24 h em estufa a 37 °C e 5% de CO2. Apds esse periodo, as células
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foram tratadas com diferentes concentracbes do composto e novamente incubadas
nas mesmas condi¢cdes por 48 h. Em seguida, as células foram fixadas com metanol
por 5 min e incubadas com solugdo de CellMask™ Green Plasma Membrane
(solucéo de trabalho 1x) por 30 min, para marcacdo da membrana plasmatica. Apés
a remocao da solucéo, adicionou-se DAPI (300 nM), seguido de incubac&o por mais
30 min, para marcacdo do nucleo celular. Ao final do procedimento, as imagens
fluorescentes foram adquiridas utilizando um microscépio CELENA® (Logos
Biosystems).

Para o ensaio de viabilidade celular utilizando o kit LIVE/DEAD®,
células da linhagem tumoral A2780 (1,5 x 10* células por poco) foram semeadas em
placas de 96 pocos e tratadas com diferentes concentracées do composto por 48 h.
Em seguida, adicionou-se 100 pL da solucdo de marcadores preparada conforme as
instrucdes do fabricante, mantendo-se a incubac&o por 30 min. Apds esse periodo, 0
meio foi removido, substituido por meio de cultura fresco, e as imagens foram

obtidas utilizando o microscépio CELENA® (Logos Biosystems).

3.4.6 Ensaio clonogénico

Para a realizacdo do ensaio clonogénico, células das linhagens A2780
e MRC-5 foram semeadas em placas de 6 poc¢os, na densidade de 500 células por
poco. Apds o periodo inicial de adesdo celular, as culturas foram tratadas com
diferentes concentracdes do composto por 48 h. Em seguida, o meio contendo o
composto foi removido e substituido por meio de cultura fresco, permitindo o
crescimento das colénias por um periodo adicional de 10 dias. Ao final do periodo de
crescimento, o meio de cultura foi removido, e as células foram lavadas com tampéao
fosfato salino (PBS) e fixadas com uma solucdo de metanol/acido acético (3:1, v/v)
por 10 min. Posteriormente, as coldnias formadas foram coradas com solugéo
aquosa de cristal violeta a 5% (m/v) por 30 min. As placas foram entéo fotografadas
por meio do sistema de imagem iBright™ 1500, e o numero de colbnias foi

quantificado utilizando o software ImageJ.
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3.4.7 Analise do ciclo celular

Para a analise do ciclo celular, células da linhagem A2780 foram
semeadas em placas de 12 pocos, na densidade de 1 x 10° células por pogo. Ap6s
0 periodo de adesdo celular, as culturas foram tratadas com diferentes
concentracbes do complexo e mantidas por 48 h. Em seguida, as células foram
coletadas, centrifugadas a 2.000 rpm por 5 min a 4 °C, lavadas com PBS gelado e
fixadas em etanol 70% por 24 h a -20 °C. Apos a fixagdo, as células foram
novamente centrifugadas e ressuspensas em 250 pL de solucdo contendo
ribonuclease A (RNase A, 0,2 mg mLt; Sigma-Aldrich ) e iodeto de propidio (PI, 1 ug
mL-1; Sigma-Aldrich), seguida de incubacdo em gelo por 30 min, protegidas da luz. A
analise do conteudo de DNA e da distribuicdo das fases do ciclo celular foi realizada
por citometria de fluxo utilizando um equipamento Accuri C6 (BD Biosciences), com
aquisicao de 10.000 eventos por amostra. Os dados obtidos foram analisados com o

auxilio do software FlowJo.

3.4.8 Apoptose por Anexina V

A deteccdo de apoptose foi realizada utilizando o kit PE-Anexina V/7-
AAD (BD Biosciences). Células da linhagem A2780 (1 x 10° células/poco) foram
semeadas em placas de 12 pocos e, ap0s o0 periodo de adesédo, tratadas com
diferentes concentracbes do composto por 24 h. Ao término do tratamento, as
células foram coletadas, centrifugadas a 2.000 rpm por 5 min a 4 °C e lavadas com
PBS. Em seguida, o pellet celular foi ressuspenso em 200 uL de tampéo de ligacéo
contendo PE-Anexina V (2,5 pL) e 7-AAD (2,5 pL), seguido de incubacgéo por 15 min
a temperatura ambiente, protegida da luz. Apés a incubacdo, as amostras foram
analisadas em um citdmetro de fluxo Accuri C6 (BD Biosciences), com aquisicao de
10.000 eventos por amostra. A quantificacdo da fluorescéncia e a analise dos dados
foram realizadas utilizando o software CellQuest (BD Biosciences). A cisplatina (50
uM) e o DMSO (0,5%) foram empregados como controles positivo e negativo,

respectivamente.

3.4.9 Potencial da membrana mitocondrial

Para a avaliagdo do potencial de membrana mitocondrial (A%¥m),
utilizou-se o corante JC-1 (Termofisher). Dessa forma, células da linhagem A2780
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(1,0 x 10 células por poco) foram semeadas em placas pretas de 96 pocgos
(Corning) e tratadas com o complexo nas concentracdes correspondentes ao 0,5 x
ICs0 e 1 x ICsp (0,48 e 0,96 uM) por 24 h. Em seguida, o meio de cultura foi removido
e as células foram incubadas com solucéo do corante JC-1 (100 pL em meio RPMI
1640 isento de vermelho de fenol) por 1 h. Ao final da incubacdo, as imagens
fluorescentes foram adquiridas utilizando o sistema de imagem digital CELENA® S

(Logos Biosystems).

3.4.10 Uptake celular

Para o ensaio de uptake celular, células tumorais da linhagem A2780 e
ndo tumorais da MRC-5 (2 x 108 células/placa) foram semeadas em placas de Petri
e, apos 24 h, incubadas com o composto na concentracdo de 10 uM por 6 h. Em
seguida, o meio de cultura foi removido, as células foram lavadas com tampé&o PBS,
tripsinizadas e quantificadas.

A determinacdo do teor de paladio internalizado foi realizada por
espectrometria de absorcao atdmica de alta resolugdo com fonte continua e forno de
grafite (HR-CS GF AAS), utilizando um espectrometro Analytik Jena ContrAA 700
(Alemanha), equipado com amostrador automatico de solidos SSA 600. As analises
foram conduzidas por introducéo direta de sélido, empregando a linha analitica de
360,955 nm e volume de pico de absorbancia correspondente a trés pixels. O
programa de aquecimento do forno e os parametros instrumentais estdo descritos
nas Tabelas 3.3 e 3.4. Argbnio de alta pureza (99,999%) foi utilizado como gas de
purga. As solugdes foram preparadas com agua de alta pureza (18,2 MQ cm), e
acido nitrico grau Suprapur®. As solucfes padrdo de Pd foram obtidas a partir de
solugéo estoque de 100 mg L™, acidificadas com HNOs a 0,5% (v/v), sendo a curva
de calibracdo construida na faixa de 0,5 a 6,5 ng de Pd. As amostras celulares foram
diluidas em agua deionizada, acidificadas com HNOs a 0,5% (v/iv) e
homogeneizadas. Aliquotas de 10 pL foram introduzidas automaticamente no forno

de grafite, e todas as determinacgdes foram realizadas em duplicata (n = 2).
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TABELA 3.3 — Programa de aquecimento para a determinacédo de Pd em células por
HR-CS GFAAS.

Step Name Temp, (°C) Ramp, [°Cs?] Hold [s]
1 Drying 90 3 20

2 Drying 110 5 10

4 Pyrolysis 900 300 30

6 Gas adaption 900 0 5

7 Atomize 2400 maximum 7

8 Clean 2500 500 4

TABELA 3.4 — Parametros instrumentais para a determinagcdo de Pd em células por
HR-CS GF AAS.

Wavelength (nm) 360,955
Read time (s) 10
Integration mode of absorbance sinal Area
Evaluation pixels 3

Purge gas Argon
Gas flow during atomization Stop
Working range (ng) 0,5- 6,5

3.4.11 Ensaio de cultura 3D

Para o experimento de cultura 3D, foi utilizado o Kit Bioprint de 96
pocos da tecnologia de Cultura Celular 3D Magnética (m3D). Em uma garrafa de 25
cm?, contendo a linhagem celular A2780, adicionou-se 80 pL de uma solucéo
contendo nanoparticulas (NanoShuttle — PL), para magnetizar as células. Apos 24h,
as células foram tripsinizadas, contadas para o ajuste da concentracdo das células,
e em seguida semeadas em uma placa de cultura repelente de 96 pocos (1500
células/poco). A placa de cultura foi colocada sob drives magnéticos a fim de que
formassem esferoides através das forcas magnéticas dos imds. A placa foi
armazenada em estufa (37°C - 5% CO3) e a formagé&o e crescimento dos esferoides
foram acompanhados por um microscopio CELENA® S Digital Imaging System
(Logos Biosystems). Formados os esferoides, adicionou-se diferentes concentracbes
do complexo e acompanhou-se o efeito do composto sobre os esferoides por 6 dias.
No sexto dia, adicionou-se o0s marcadores fluorescentes contidos no Kit
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LIVE/DEAD® e as imagens de fluorescéncia também foram registradas com o

auxilio do microscopio CELENA®.

3.5 Anadlise estatistica

A analise estatistica foi conduzida no software GraphPad Prism 8.0.2.
As meédias e o0s desvios-padrdao dos grupos experimentais foram calculados e
submetidos a analise de variancia One-way (ANOVA) para comparacao entre o
grupo controle e os grupos tratados. Em seguida, aplicou-se o teste de Dunnett para

identificar diferencas estatisticamente significativas em relagcéo ao controle.
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4. Resultados e discussoes

4.1 Sinteses dos ligantes

Os ligantes do tipo tiossemicarbazona foram sintetizados por meio de
uma reagdo de condensagdo, realizada em etanol, entre a 4-metil-3-
tiossemicarbazida e derivados do 2-hidroxibenzaldeido, monosubstituidos na
posicdo 5 ou dissubstituidos nas posicées 3 e 5, conforme ilustrado no Esquema
4.1. Os ligantes obtidos a partir dos aldeidos monosubstituidos constituem a série M,

enquanto aqueles derivados dos aldeidos dissubstituidos compdem a série D.

(0] H
H H
/'
Etanol R\ X N/N NG
g0 SN S 0
l Rel‘luxo S
%\ 70 °C OH
R

M1: R = 5-Cl D1: R = 3,5-Cl

M2: R = 5-NO2 D2: R = 3,5-NO2

M3: R = 5-F D3: R=3,5-F

ESQUEMA 4.4.1 — Rota sintética para a obtencdo dos ligantes tiossemicarbazonas.

4.2 Sintese dos complexos de Paladio

Os complexos de Pd(Il) foram sintetizados a partir de um complexo
precursor trans-[PdCIl2(PPhs)2], juntamente com os ligantes sintetizados em uma
solugdo de acetonitrila. A trietilamina foi utilizada para que ocorresse a
desprotonacdo do ligante, e dessa forma, o ligante se coordenar de forma

tridentada. A rota sintética esta ilustrada no Esquema 4.2.
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R R = N H
\"—" C,H;N \\/q\N - \’/ ~
PRSP 11,y WNE \ ¢ N\ N—NH Et;N 04@‘3
/@\ + OH %NH Refluxo P
cl PPhs, J N\ 70°c24n ©/ \©
PdM1: R = 5-CI PdD1: R = 3,5-Cl
PdM2: R = 5-NO2 PdD2: R = 3,5 NO2
PAM3: R = 5-F PdD3: R = 3,5-F

ESQUEMA 4.4.2 — Rota sintética para a obtencdo dos complexos de Pd(ll).

4.3 Condutividade molar

As medidas de condutividade molar dos complexos obtidos foram
realizadas em DMSO, e os resultados indicaram que todos se comportam como nao
eletrélitos, de acordo com a faixa sugerida na literatura *?! (eletrélitos 1:1 entre 20 e
62 Q1 cm2 mol?). Esses resultados sdo compativeis com a formacdo de complexos
neutros, em que o ligante se coordena ao centro de Pd(ll) apdés dupla

desprotonacao, envolvendo o oxigénio fendlico e a por¢ao tioamidica..

TABELA 4.1 — Dados de condutividade molar, em DMSO.

Complexos Condutividade molar (Q*cm2 mol?)
PdM1 0,68
PdM2 0,68
PdM3 0,60
PdD1 1,08
PdD2 1,07
PdD3 0,58

4.4 Espectroscopia de absorgéo na regido do infravermelho

Outro método utilizado para a caracterizagcdo dos complexos foi a
espectroscopia de absorcéo na regiao do infravermelho, empregada para analisar os
modos vibracionais das ligacdes quimicas nas moléculas quando submetidas a
radiacdo e para obter evidéncias da presenca de grupos funcionais em suas

estruturas.
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Os ligantes livres apresentam duas bandas -caracteristicas
correspondentes as vibracdes v(N-H), localizadas entre 3200 e 3500 cm™, além de
uma banda atribuida as vibragbes v(O-H) em 3100 cm™ Nos complexos
coordenados, observa-se apenas uma banda v(N-H), o que indica a desprotonacao
do grupo hidroxila, que passa a se coordenar diretamente ao centro metalico, bem
como a desprotonagdo do grupo hidrazina. A participagdo do nitrogénio na
coordenacéao foi evidenciada pelo deslocamento da banda v(C=N) para frequéncias
mais baixas nos espectros dos complexos (de aproximadamente 1560 para 1530
cm?). Esse efeito é apoiado pelo deslocamento da banda v(N-N) para valores
inferiores, em comparacdo com a posi¢cdo observada no ligante livre, indicando a
alteracao eletronica resultante da ligacdo ao centro metélico. Além do deslocamento
da banda v(C=N), os espectros dos complexos exibem alteracbes adicionais na
regido associada ao sistema azometinico, coerentes com a redistribuicdo eletrénica
decorrente da coordenacdo. Em paralelo, o deslocamento de v(C=S) para valores
menores de onda (de aproximadamente 720 para 690 cm) sustenta a participacdo
do atomo de enxofre na coordenacdo ao paladio, fendmeno tipico do
enfraquecimento da ligacdo carbono—enxofre, indicando que os tio-ligantes neutros
se converteram em ligantes aniénicos durante o processo de coordenacdo ao ion
metalico. 122,123,124

Nos espectros dos complexos também podem ser observados modos
vibracionais caracteristicos dos estiramentos v(P-C), localizados em torno de 1100
cm™, que indicam a presenca do ligante fosfinico 125, Além disso, bandas na regido
de 550 a 450 cm™ podem ser atribuidas aos estiramentos v(Pd-N) e v(Pd-0) 126, A

Figura 4.1 apresenta os espectros do ligante M1 e do complexo PdML1.
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FIGURA 4.1 — Espectro de absorcao na regido do infravermelho do ligante M1 e do

complexo PdM1.

Os demais complexos apresentaram perfil espectroscopico analogo,
indicando que o mesmo modo de coordenacao foi preservado em toda a série. As
Tabelas 4.2 e 4.3 mostram os valores, em numero de onda, das principais bandas
observadas nos espectros, bem como suas tentativas de atribuicéo.

Em resumo, as alteracdes observadas nos espectros de IV indicam que
a coordenacdo promove reorganizacdo eletrbnica ao longo da estrutura do ligante
TSC, consistente com a desprotonacdo do grupo fendlico e da funcdo tioamidica,
bem como com a ligacédo do ligante ao Pd(ll) de modo tridentado via O, N e S. A
presenca das bandas atribuidas ao fragmento fosfinico reforca ainda a manutencéo

da trifenilfosfina na esfera de coordenacao

39



Tamara Teixeira

TABELA 4.2 — Atribuicbes dos principais estiramentos observados para o0s

complexos e ligantes da série 1.

Atribuicdes M1 PdM1 M2 PdM2 M3 PdM3
vNH 3394 m 3416 m 3335 f 3417 m 3373 m 3422 m
vNH 3271 f - 3253 f - 3226 m
vOH 3123 m - 3077 f - 3114 m

VC-Haromatico 2984 m 3049 2947 f 3056 f - 3094 f
vC=N 1560 F 1531 F 1569 F 1528m 1564 F 1532 F
vC=N - 1597 F - 1595 F - 1596 F

vC=Caromatico =~ 1477 m 1442 m 1521 F 1486 m 1494 F 1458 F
vN-N 1431 f 1401 m 1433 m 1370 f 1445 F 1421 F
vC-N 1274 F 1303 m 1279 F 1308 F 1277 F 1301 F
vP-C - 1091 m - 1099 m - 1097 m
vC=S 720 m 691 m 740 f 698 m 719 F 690 F

F- forte; m- média; f- fraca; v - vibrac@o de estiramento, 0 - vibracéo de deformacao; - Nao identificado
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TABELA 4.3 - Atribuicbes dos principais estiramentos observados para o0s

complexos e ligantes da série 2.

Atribuicdes D1 PdD1 D2 PdD2 D3 PdD3
vNH 3576 m 3428 m 3324 m 3372 m 3373 m 3418 m
vNH 3375 f - - - 3224 f -
vOH 3139 m - 3106 m - 3095 f -

VC-Haromatico 2997 m 3058 f 2946 f 3067 f 3021 f 3058 f
vC=N 1545 F 1532 F 1542 F 1530 F 1559 F 1532 F
vC=N - 1597 F - 1602 F - 1596 F

vC=Caromatico =~ 1453 m 1431 m 1502 F 1431 m 1486 F 1449 F
vN-N 1327 f 1307 m 1344 F 1322 F 1366 F 1292 m
vC-N 1268 F 1255 m 1243 F 1229 m 1227 F 1245 F
vP-C - 1097 m - 1100 m - 1106 m
vC=S 731m 694 m 714 m 691 m 709 m 690 F

F- forte; m- média; f- fraca; v - vibrac@o de estiramento, 0 - vibracéo de deformacao; - N&o identificado
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4.5 Espectroscopia eletrbnica na regido do ultravioleta e visivel

A espectroscopia eletrbnica na regido do ultravioleta e visivel (UV-vis)
foi realizada com o intuito de avaliar os tipos de transicfes eletrbnicas presentes nos
complexos e nos ligantes livres. O DMSO foi utilizado como solvente para a
obtencao de todos os espectros.

Os ligantes livres da série monossubstituida (série 1) exibiram bandas
intraligantes em torno de 340 e 360 nm, atribuidas as transi¢des T—T* € n—T1~,
associadas aos grupos aromaticos, azometinicos e tioamidicos. ?71?, J4a o ligante
M2 apresentou uma nova banda em 459 nm devido a presenca do grupo cromaoforo -
NO2, além das suas bandas caracteristicas das transicdes T—1* e n—T1* sofrerem
um efeito batocrémico, comparados aos ligantes M1 e M3. Essa nova banda pode
ser atribuida & ocorréncia de um processo de transferéncia de carga intramolecular,
promovido pela interacédo do sistema conjugado da tiossemicarbazona com o grupo -
NOz2, que € um forte aceitador de elétrons, devido a ressonancia e a inducdo. Dessa
forma, o NO:2 estabiliza significativamente o orbital LUMO do sistema, reduzindo o
gap HOMO-LUMO e deslocando a absorgéo para comprimentos de onda maiores
129130,131,132.133  pgra os ligantes da série dissubstituida (série 2), todas as bandas
sofrerem um efeito batocrébmico devido ao aumento do numero de grupos
substituintes no anel aromatico.

Nos espectros dos complexos coordenados, observa-se a banda
intraligante T—T* mais alargada quando comparada aos dos ligantes,
provavelmente também pela presenca do ligante fosfinico, aumentando o nimero
dessas transi¢cdes eletrénicas. Além disso, o surgimento de uma nova banda em
aproximadamente 400 nm é compativel com uma transicdo de transferéncia de
carga metal-ligante (MLCT), possivelmente envolvendo contribuicdo do centro Pd(ll)
em direcao aos orbitais T* da tiossemicarbazona e/ou orbitais associados ao
ambiente fosfinico 34135, Na Figura 4.2, sdo apresentados os espectros de absorcdo
eletrbnica na regido do UV-vis para o ligante M1 e para o complexo PdM1 e na
Tabela 4.4 sdo apresentados os dados de absortividade molar e tentativa de
atribuicdo das bandas dos complexos.

O deslocamento e o alargamento das bandas ap0s a coordenacgdo
indicam que a complexacao altera o sistema eletrénico do ligante, tornando-o mais

deslocalizado. Esse comportamento € coerente com a formacédo do anel quelato e
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com a interacdo do sistema 1 da tiossemicarbazona com o centro metalico e o co-

ligante fosfinico.

0.5
— M1
— PdMA1
0.4 -
S
2 034
«©
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2
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0.0-L, , | . , . , .
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Comprimento de onda (nm)
FIGURA 4.2 — Espectros de absor¢ao eletronica na regido do UV-vis para o ligante
M1 e complexo PdM1, em DMSO.
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TABELA 4.4 — Dados de absortividade molar (¢) e tentativa de atribuicdo das

bandas.
Complexos A (nm) € (moltcm?tlL) Transicdo provavel
PdM1 308 20837 IL (17 —1%)
343 12615 IL (n —TT*)
412 11684 MLCT
PdM2 306 25900 IL (17 —1%)
339 25210 IL (n —>1%)
396 28341 MLCT
PdM3 306 18083 IL (T —11%)
341 11432 IL (n —1%)
413 10093 MLCT
PdD1 - - -
344 17247 IL (7 —1%)
399 13423 MLCT
PdD2 316 18219 IL (T —1%)
350 12656 IL (n —1%)
403 11389 MLCT
PdD3 313 21359 IL (T —1%)
348 14344 IL (n —1%)
403 11425 MLCT

4.6 Ressonancia Magnética Nuclear

A espectroscopia de ressonancia magnética nuclear de fésforo (RMN
31P{1H}) é uma técnica interessante para monitorar a coordenacédo dos ligantes
tiossemicarbazonas, além de avaliar a pureza dos compostos sintetizados, em
relacdo a subprodutos de fosforo que eventualmente podem vir a ser formados.

Os espectros de RMN 3P{'H} dos complexos sintetizados
apresentaram um singleto com deslocamento quimico ligeiramente diferente do
complexo precursor (& 23,20 ppm, em DMSO/D20), indicando a coordenacao dos
ligantes tiossemicarbazonas, mas sem promover alteracbes significativas no
ambiente quimico do atomo de fésforo. Além disso, ndo foram observados sinais
referentes a subprodutos contendo atomos de fésforo, como trifenilfosfina livre (8 -5
ppm) e trifenilfosfina oxidadada (& 27 ppm). Na Figura 4.3, sdo apresentados 0s
espectros de todos os complexos coordenados, e na Tabela 4.5, seus respectivos

valores de deslocamento quimico.
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FIGURA 4.3 — Espectro de RMN 3'P{'H} para os complexos coordenados em
DMSO/D20.

TABELA 4.5 — Dados de d para os complexos e sintetizados em DMSO/D20.

Complexo S (ppm)
PdM1 25,14
PdM2 25,66
PdM3 25,13
PdD1 22,84
PdD2 23,79
PdD3 21,90

Nos espectros de RMN de !H, os sinais correspondentes a cada préton
do ligante livre e do ligante coordenado foram atribuidos conforme as distribuicbes

apresentadas na Figura 4.4.
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FIGURA 4.4 — Esquemas de distribuicbes dos sinais referentes aos protons dos

ligantes livres e complexos coordenados.

As atribuicbes para os ligantes e complexos da série 1 e 2 sao
apresentadas nas Tabelas 4.6 e 4.7, respectivamente. Todos os espectros foram
obtidos em DMSO-ds como solvente, com excecao do complexo PdD3, cuja andlise
foi realizada em CDCls, a fim de obter uma melhor resolucdo e separacéo dos sinais
espectrais. Nas Figuras 4.5 e 4.6, sdo apresentados 0s espectros referentes ao

ligante M1 e ao complexo PdM1, respectivamente.

46



Tamara Teixeira

TABELA 4.6 — Deslocamentos quimicos de RMN de 'H para os ligantes e complexos da Série 1.

Atribuicbes M1 PdM1 M2 PdM2 M3 PdM3

H-a 11,50 (s, 1H) - 11,60 (s, 1H) - 11,56 (s, 1H) -
H-b 10,23 (s, 1H) - 11,60 (s, 1H) - 9,99 (s, 1H) -
H-c 8,59 (d, 1H) 7,17 (d, 1H) 8,71 (d, 1H) 7,35 (d, 1H) 8,63 (d, 1H) 7,15 (d, 1H)
H-d 8,30 (s, 1H) 8,43 (d, 1H) 8,37 (s, 1H) 8,64 (s, 1H) 8,35 (d, 1H) 8,42 (d, 1H)
H-e 8,07 (d, 1H) 7,66 (d, 1H) 8,83 (d, 1H) 8,61 (d, 1H) 7,93 (dd, 1H) 7,34 (dd, 1H)
H-f 7,22 (dd, 1H) 7,15 (dd, 1H) 8,12 (dd, 1H) 7,99 (dd, 1H) 7,10 (td, 1H) 7,05 (td, 1H)
H-g 6,87 (d, 1H) 6,51 (d, 1H) 7,06 (d, 1H) 6,52 (d, 1H) 6,91 (dd, 1H) 6,49 (dd, 1H)
H-h 3,01 (d, 3H). 2,77 (d, 3H) 3,03 (d, 3H) 2,78 (d, 3H). 3,06 (d, 3H) 2,76 (d, 3H)

H — PPhs - 7,58 (m, 15H) - 7,60 (M, 15H) - 7,60 (m, 15H)
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TABELA 4.7 — Deslocamentos quimicos de RMN de 'H para os ligantes e complexos da Série 2

Atribuicbes D1 PdD1 D2 PdD2 D3 PdD3
H-a 11,66 (s, 1H) - 11,63 (s, 1H) - 11,60 (s, 1H) -
H-b 10,20 (s, 1H) - - - 10,04 (s, 1H) -
H-c 8,71 (d, 1H) 7,29 (d, 1H) 8,71 (d, 1H) 7,55 (d, 1H) 8,63 (d, 1H) 4,65 (d, 1H)
H-d 8,39 (s, 1H) 8,49 (d, 1H) 8,43 (s, 1H) 8,75 (d, 1H) 8,35 (d, 1H) 8,22 (d, 1H)
H-e 7,60 (d, 1H) 7,60 (d, 1H) 8,65 (d, 1H) 8,84 (d, 1H) 7,79 (ddd, 1H), 6,77 (d, 1H)
H-f 8,09 (d, 1H) 7,43 (d, 1H) 8,90 (d, 1H) 8,53 (d, 1H) 7,25 (ddd, 1H) 6,86 (m, 1H)
H-g 3,08 (d, 3H) 2,75 (d, 3H). 3,03 (d, 3H) 2,78 (d, 3H). 3,01 (d, 3H) 2,96 (d, 3H).
H — PPhs - 7,59 (m, 15H). - 7,57 (m, 15H). - 7,57 (m, 15H).
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FIGURA 4.5 — Espectro de RMN de 'H para o ligante M1, em DMSO-ds.
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FIGURA 4.6 — Espectro de RMN de 'H para o ligante PdM1, em DMSO-ds.

Com relacdo ao espectro de RMN de 'H do ligante M1 (Figura 4.5), foi
observado a presenca de 10 hidrogénios de acordo com as integrais de cada sinal
apresentado. Na regido menos desblindada, observa-se a presenca de um dubleto
em & 3,08 ppm referente aos hidrogénios do grupo metil -CHs presente na posicao 4
da tiossemicarbazida, com constante de acoplamento igual a J = 4,5 Hz. Os sinais
em & 2,5 e 3,34 ppm séao caracteristicos do DMSO-ds € da 4gua presente nesse
mesmo solvente deuterado. JA4 na regido mais desblindada do espectro, sao
encontrados 2 singletos em 6 11,50 e 10,23 ppm atribuidos aos hidrogénios Ha e Hb
do grupo hidrazinico e da hidroxila, respectivamente. Um dubleto em & 8,59 ppm foi
atribuido ao Hc do grupo NH-CH3, com constante de acoplamento igual a J = 4,5
Hz, e um singleto em & 8.30 ppm, referente ao préton do grupo imina. Ja os protons
aromaticos, o Hf teve como sinal um duplo dubleto em & 7,23 ppm, com constante
de acoplamento igual a J = 8,7 e 2,7 Hz uma vez que ele acopla aos demais
hidrogénios presentes no anel aromatico. Por fim, o hidrogénio He apresentou um
dubleto com deslocamento quimico em & 8.08 ppm (J = 2.7 Hz), indicando que seu

acoplamento com o Hf € menor comparado ao Hg (6 6.88 ppm e J = 8.7 Hz), visto
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gue o Hg esta mais proximo ao Hf, apresentando um acoplamento mais efetivo. No
geral, todos os ligantes apresentaram resultados proximos e condizentes com
moléculas similares presentes na literatura'?®. Algumas diferencas sdo apresentadas
nos ligantes M3 e D3, por apresentarem o atomo de flior como grupo substituinte, e
como consequéncia, os hidrogénios aromaticos podem acoplar com esse grupo e
apresentarem sinais de multiplicidade triplo dubleto (td) e duplo duplo dubleto (ddd).
De acordo com o espectro de RMN de 'H para o complexo PdM1
(Figura 4.6), observa-se nitidamente a auséncia dos sinais referentes para o proton
da hidroxila e do grupo hidrazinico, indicando a coordenacédo do ligante ao paladio
através do atomo de oxigénio fendlico e do enxofre na forma tiolato. Além disso, o
sinal atribuido ao hidrogénio da imina apresentou multiplicidade de um dubleto, com
constante de acoplamento de 13,8 Hz. Esse acoplamento reforca a proximidade
espacial e eletrdnica entre a porcdo azometinica e o fésforo coordenado, em
concordancia com o arranjo estrutural proposto!36122, Além do desaparecimento dos
sinais de OH e NH, o deslocamento dos demais sinais do ligante apdés a
complexacéo evidencia alteragcbes no ambiente eletrdnico da molécula, consistentes
com sua coordenacdo ao centro metalico. Vale ressaltar também a presenca de um
multipleto em aproximadamente 7,60 ppm, referente aos prétons aromaticos do co-

ligante fosfinico.
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FIGURA 4.7 — Comparativo entre os espectros de RMN H do ligante M1 e do
complexo PdM1, em DMSO.
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FIGURA 4.8 — Mapa de correlacdo H -*H COSY do complexo PdM1, em DMSO-
ds.
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De forma geral, os espectros de RMN de '3C{!H} dos complexos
apresentaram sinais dos carbonos tiolatos em cerca de 171 ppm e dos carbonos
fenolicos em cerca de 161 ppm. Os sinais dos carbonos ligados ao grupo imina
foram encontrados préximos a 148 ppm. Os carbonos arométicos dos grupos
salicialdeidos e da trifenilfosfina encontram-se na faixa entre 134 ppm e 118 ppm.
Os carbonos dos grupos metil estdo localizados em cerca de 33 ppm. As atribuicdes
exatas dos carbonos do ligante M1, coordenado ao complexo, foram obtidas com o
auxilio dos espectros HSQC e HMBC (Figuras 4.10 e 4.11, respectivamente).

—170.92
160.55
148.18

34

32

Jr 131

'+ 129

29

29

28

22

19

17
—32.91

Qo

=

m

b f‘gh
il

T 7 T T — ——————T— —— — T
190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0
f1 (ppm)

FIGURA 4.9 — Espectro de RMN 13C{'H} para o complexo PdM1, em DMSO-ds.
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FIGURA 4.10 — Mapa de correlagdo *H — 3C HSQC do complexo PdM1, em DMSO-

ds.
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FIGURA 4.11 — Mapa de correlagédo *H — 3C HMBC do complexo PdM1, em DMSO-
de.
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4.7 Difracao de raios X por monocristal

As estruturas propostas para 0s complexos de paladio foram
confirmadas através da formacdo de monocristais, obtidos por meio de difusao lenta
de solucdes 1:1 de diclometano/etanol, com o auxilio da técnica de difracao de raios
X. Os principais dados de valores de distancia [A] e angulos [°] de ligacdes para os
complexos obtidos séo indicados na Tabela 4.8 e na Figura 4.12 é mostrada a

estrutura cristalografica para o complexo PdM1.
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TABELA 4.8 — Principais distancias [A] e angulos [0] de ligacio para os complexos.

Fragmento PdM1 PdM2 PdM3 PdD1 PdD2 PdD3
Pd1-S1 2,2405(5) 2,2391(16) 2,2425(6) 2,2388(5) 2,2405(5) 2,2397(5)
Pd1-P1 2,2810(5) 2,2840(16) 2,2801(6) 2,2892(4) 2,2860(5) 2,2817(5)
Pd1-N3 2,0278(14) 2,035(5) 2,0252(18) 2,0329(15) 2,0278(17) 2,0314(16)
Pd1-01 2,0348(12) 2,039(5) 2,0322(16) 2,0363(13) 2,0513(16) 2,0314(14)

C2-S1 1,7566(17) 1,755(7) 1,752(2) 1,758(2) 1,773(2) 1,7577(19)

C3-N3 1,290(2) 1,285(9) 1,294(3) 1,293(2) 1,291(3) 1,296(3)

C2-N2 1,299(2) 1,307(9) 1,302(3) 1,308(3) 1,303(3) 1,345(3)
N3-Pd1-S1 84,21(4) 84,20(16) 84,21(5) 83,99(5) 84,38(6) 84,17(5)
N3-Pd1-01 92,64(5) 92,3(2) 92,69(7) 92,46(6) 92,20(7) 92,85(6)
P1-Pd1-S1 92,221(19) 92,96(6) 91,91(2) 92,125(16) 97,084(19) 92,358(17)
P1-Pd1-0O1 90,93(4) 90,65(13) 91,20(5) 91,44(4) 86,30(4) 90,60(4)
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FIGURA 4.12 - Estrutura cristalografica do complexo PdM1, com os elipséides a
30% de probabilidade.

Conforme os dados e estruturas obtidos, é possivel confirmar a
coordenacao do ligante tiossemicarbazona ao paladio de forma tridentada, por meio
do oxigénio fendlico, do nitrogénio da imina e do atomo de enxofre, formando um
complexo de geometria quadratica planar e anéis quelatos de quatro e cinco
membros. Completando a esfera de coordenacdo, observa-se a presenca da
trifenilfosfina em posigcdo trans ao nitrogénio iminico. Além disso, os angulos de
ligacdo em torno do centro metdlico ndo sdo de 90°, indicando a formacédo de um
arranjo quadratico planar distorcido.

Adicionalmente, foram obtidos monocristais adequados para analise
por difracédo de raios X do ligante livre M1 (Figura 4.13). Dessa forma, a comparacao

dos comprimentos de ligagdo entre o ligante ndo coordenado e o complexo metélico
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forneceu evidéncias estruturais consistentes acerca do modo de coordenacéo e das

possiveis alteracoes eletronicas decorrentes da complexacéo.

FIGURA 4.13 — Estrutura cristalografica do complexo PdM1, com os elipséides a
30% de probabilidade.

De acordo com os valores de distancia de ligacéo, todos os complexos
apresentaram um comprimento de ligacdo C(2)-S(1) em aproximadamente 1,75 A,
que é um valor mais proximo do caracteristico de ligacdo simples C-S (1,82 A)137,
Comparando esses valores com a distancia de ligacdo C(2)-S(1) do ligante livre M1
(1,69 A), é possivel observar a diminuicio do carater de ligacdo dupla C=S,
confirmando a coordenacao do enxofre ao paladio na forma tiolato. Além disso, as
distancias para a ligacdo C(2)-N(2) para o ligante M1 é de 1,451 A , e para todos os
complexos sdo proximos de 1,30 A, valores esses que sdo bem proximos dos
valores das ligacdes iminas C(3)-N(3), evidenciando maior deslocalizacéo eletronica
no fragmento N-C-S apods a complexagcdo, em concordancia com a coordenacéo do

enxofre na forma tiolato.

4.8 Espectrometria de massas

Através da técnica de espectrometria de massas, foi possivel confirmar
a obtencdo da estrutura proposta por meio da analise do ion molecular dos

complexos. O sistema LC Q-TOF MS em modo MS full Scan permitiu obter
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informacéo sobre a massa monoisotopica da molécula, a qual foi encontrada em sua

forma protonada (M+H)* em todas as amostras.

TABELA 4.9 — Dados tedricos e experimentais obtidos através da espectrometria de

massas.
Composto Tedrico Experimental Erro (ppm)

PdM1 610,0097 610,0096 0,16 ppm
PdM2 621,0336 621,0335 0,16 ppm
PdM3 594,0391 594,0399 1,35 ppm
PdD1 643,9706 643,9705 0,15 ppm
PdD2 666,0187 666,0188 0,15 ppm
PdD3 612,0297 612,0297 0 ppm

Com base nos dados apresentados na Tabela 4.9, verifica-se que os
valores experimentais obtidos por espectrometria de massas estdo em concordancia
com os valores tedricos, apresentando erros inferiores a 5 ppm, o que confirma a
atribuicdo correta das espécies observadas.

A Figura 4.14 apresenta o cromatograma em modo full scan e o
respectivo espectro de massas (MS) do complexo PdM1. No espectro, observa-se
claramente o padrdo isotépico caracteristico do paladio, corroborando a presenca do
centro metéalico. Além disso, a predominancia do pico correspondente ao ion
molecular sugere boa integridade da espécie sob as condi¢cbes de ionizagdo

empregadas, com baixa tendéncia a fragmentacao no experimento.
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FIGURA 4.14 — Espectro de massas para o composto PdM1 em m/z.

4.9 Estabilidade em solugcéao

A estabilidade dos complexos em solvente DMSO e em DMSO/meio de
cultura foi analisada em um periodo de 48 horas com a obtencdo de espectros de
31P{IH} RMN. Esse estudo é importante uma vez que 0s ensaios biolégicos séo
realizados sob essas duas condigdes. Conforme os espectros obtidos (Figuras 4.15
e 4.16), o complexo PdM1 ndo apresentou modificagbes, mantendo-se estavel ao
longo de todo o periodo analisado. Os mesmos comportamentos foram observados
nos demais complexos.

Esse resultado é particularmente relevante no contexto de complexos
de Pd(Il), uma vez que esses sistemas sao geralmente associados a maior
labilidade em comparacdo com andélogos de Pt(ll). A observacdo do mesmo perfil
espectral ao longo de 48 h sugere que a combinacéo entre a coordenacéo tridentada
O,N,S e a presenca da trifenilfosfina confere estabilizacdo significativa ao centro
metalico nas condi¢des avaliadas. Tal comportamento é especialmente importante
para a interpretacdo dos ensaios biologicos, pois indica que as espécies testadas
provavelmente permanecem majoritariamente intactas durante o periodo

experimental.
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FIGURA 4.15 — Espectros de 3!P{*H} RMN do complexo PdM1 em DMSO, nos

periodos de 0, 24 e 48h de incubacéo.
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FIGURA 4.16 — Espectros de 3'P{*H} RMN do complexo PdM1 em DMSO/meio de
cultura DMEM (90:10, v/v), nos periodos de 0, 24 e 48h de incubacéao.

4.10 Viabilidade celular

As atividades citotoxicas dos complexos sintetizados, dos ligantes
livres e da cisplatina foram inicialmente avaliadas frente as linhagens tumorais de
ovario (A2780 e A2780cis), de mama (MDA-MB-231 e MCF-7) e de pulméao (A549),
bem como frente a linhagem ndo tumoral de pulmédo (MRC-5). A viabilidade celular
foi determinada com base em medidas de absorbancia, e a analise dos dados foi
realizada no software GraphPad Prism 8.0.2. Os valores obtidos estdo apresentados
na Tabela 4.10.
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TABELA 4.10 — Valores de ICso e indice de seletividade (IS) para os complexos obtidos, ligantes livres, complexo precursor e
cisplatina nas linhagens A2780cis, A2780, MDA-MB-231, MCF-7, A549 e MRC-5, ap06s 48 h de incubacao.

ICs0 (nM)

Compostos A2780cis A2780 MDA-MB-231 MCF-7 A549 MRC-5 ISt 1S?
PdM1 >50 >50 >50 >50 >50 >50 - -
PdM2 >50 >50 >50 >50 >50 >50 - -
PdM3 >50 >50 >50 >50 >50 >50 - -
PdD1 >50 >50 >50 >50 >50 >50 - -
PdD2 3,42 £ 0,22 0,96 + 0,02 >50 >50 >50 >50 > 14,61 > 52,08
PdD3 > 50 > 50 >50 >50 >50 >50 - -

M1 >50 >50 >50 >50 >50 >50 - -
M2 >50 >50 >50 >50 >50 >50 - -
M3 >50 >50 >50 >50 >50 >50 - -
D1 >50 >50 >50 >50 >50 >50 - -
D2 >50 >50 >50 >50 >50 >50 - -
D3 >50 >50 >50 >50 >50 >50 - -
Prec Pd >25 >25 >25 >25 >25 >25 - -
Cisplatina 37,02+510  11,80+0,80 1243+020 13,98+202 11,54+1,19 2909+078 0,78 2,46

IS = IC50MRC-5/IC50A2780cis e 1S2 = IC5oMRC-5/1Cs50A27
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Como observado na Tabela 4.10, apenas o complexo PdD2 apresentou
atividade frente as linhagens tumorais de ovario (A2780cis e A2780). Os demais
complexos e seus respectivos ligantes livres ndo apresentaram atividade citotoxica até
a maxima concentragdo testada (50 uM). Esses resultados indicaram a clara tendéncia
do complexo contendo 2 grupos nitro (um na posicédo 3 e outro na posi¢cdo 5 do anel
aromatico do salicialdeido) em apresentar atividade citotoxica nas linhagens tumorais
de ovario estudadas. Dessa forma, ao analisar-se a viabilidade celular desse complexo
frente a linhagem ndo tumoral utilizada (MRC-5), observa-se um alto indice de
seletividade, indicando maior sensibilidade das linhagens tumorais de ovario ao
tratamento com PdD2, em comparacédo com a linhagem nao tumoral avaliada.

A comparagdo entre PdD2 e o ligante livre D2 evidencia que a
coordenacdo ao centro de Pd(Il) foi determinante para o surgimento da atividade
citotoxica, uma vez que o ligante isolado permaneceu inativo até a maxima
concentracao testada. Esse comportamento sugere que a complexacao altera de forma
relevante propriedades como a distribuicdo eletronica, a estabilidade e a interagdo com
o ambiente celular, o que favorece a resposta biolégica observada. Quando comparado
a cisplatina nas condicbes avaliadas, o complexo PdD2 apresentou maior atividade
frente as linhagens A2780 e A2780cis, além de indices de seletividade mais favoraveis.
Embora esses dados ndo permitam extrapolacdes diretas para o desempenho in vivo,
eles indicam que PdD2 constitui um candidato de interesse para estudos biolégicos
mais aprofundados.

Com base nos resultados de estudos recentes publicados pelo nosso
grupo de pesquisa, observa-se que complexos de paladio contendo
tiossemicarbazonas bidentadas associados a um ligante abandonador apresentam
elevada atividade citotdxica frente as linhagens tumorais de ovario, além de exibirem
boa seletividade em relagcdo a linhagem n&o tumoral avaliada. Contudo, essa alta
citotoxicidade também se estende a outras linhagens tumorais, indicando que tais
complexos ndo apresentam marcada preferéncia por linhagens tumorais de ovario
13892 Em contraste, os complexos investigados neste trabalho demonstraram um
comportamento mais inerte, o que pode ser atribuido a maior rigidez estrutural e a
auséncia de ligantes labeis.

Em continuidade aos estudos desenvolvidos pelo grupo, outra
investigacdo descreveu complexos de paladio contendo ligantes bisfosfinicos

associados a tiossemicarbazidas, o0s quais também exibiram elevada atividade
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citotoxica frente as linhagens tumorais de ovario3. Entretanto, diferentemente do
complexo PdD2, esses compostos apresentaram menor seletividade bioldgica,
mantendo atividade significativa contra distintas linhagens celulares. Tal
comportamento sugere que, embora a presenca de dois ligantes quelantes confira
maior rigidez estrutural ao sistema, essa caracteristica, por si sO, ndo foi suficiente para
restringir a acao citotéxica a um tipo celular especifico. Assim, os resultados reforcam
que as particularidades estruturais do complexo PdD2 desempenham papel
fundamental na modulacdo da seletividade, distinguindo-o dos sistemas previamente
relatados. Dessa forma, essas comparacdes sugerem que o equilibrio entre labilidade e
rigidez estrutural pode ser determinante para modular ndo apenas a poténcia, mas
também o alcance do efeito citotoxico entre diferentes linhagens.

Adicionalmente, visando aprofundar a avaliacdo da seletividade do
complexo PdD2 em relacao as linhagens tumorais de ovario A2780 e A2780cis, foram
realizados ensaios de viabilidade celular frente a linhagem de melanoma humano
(A375), a queratinécitos humanos (Hacat) e a linhagem de ovario saudavel de hamster
chinés (CHO-K1).

TABELA 4.11 — Valores de ICso para o complexo PdD2, ligante D2 livre, complexo

precursor e cisplatina nas linhagens A375, Hacat e CHO-K1, apés 48 h de incubacao.

ICs0 (UM)
Compostos A375 Hacat CHO-K1
PdD2 >50 >50 31,75+4,9
D2 >50 >50 >50
Prec Pd >25 >25 >25
Cisplatina 16,45 + 0,2 14,2 +0,3 29,06 £5,9

Conforme os dados apresentados na Tabela 4.11, o complexo PdD2 né&o
exibiu atividade citotéxica frente as linhagens de pele avaliadas. Em contrapartida,
observou-se efeito citotoxico sobre a linhagem de ovario ndo tumoral murina, sugerindo
gue a sensibilidade ao complexo pode estar associada, ao menos em parte, ao
contexto celular de linhagens de origem ovariana. Embora atividade citotoxica também

tenha sido observada em CHO-K1, os valores de ICso permaneceram substancialmente
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superiores aos obtidos para A2780 e A2780cis, resultando em indice de seletividade

significativamente superior ao da cisplatina (Tabela 4.12).

TABELA 4.12 — Valores de ICso e indice de seletividade (IS) para o complexo PdD2 e

Cisplatina, nas linhagens tumorais e ndo tumoral de ovario.

ICs0 (uM)
Compostos A2780cis A2780 CHO-K1 1S3 IS*
PdD2 3,42+ 0,22 0,96 = 0,02 31,75+4)9 9,28 33,07
Cisplatina 37,02+5,10 11,80+0,80 29,06+5,9 0,78 2,46

IS® = IC50CHO-K1/IC50A2780cis e 1S* = ICs0CHO-K1/IC50A2780

Estudos prévios da literatura indicam que complexos de paladio contendo
ligantes tiossemicarbazonas tridentadas do tipo O,N,S podem apresentar atividade
citotoxica associada a perfis de seletividade dependentes da natureza do ligante.
Haribabu et al.’?® relataram complexos dessa classe, associados a trifenilfosfina, com
seletividade frente a linhagens tumorais de mama, em relagéo a linhagem ndo tumoral,
enquanto Munikumari et al.'4® observaram que a introducdo de um grupo nitro no
ligante esteve associada a menores valores de ICso em complexos analogos. Nesse
contexto, os resultados obtidos para PdD2 reforcam a hipétese de que a introducéo de
substituintes nitro no anel aroméatico pode alterar de forma significativa a distribuicéo
eletrénica do ligante e, consequentemente, o comportamento biolégico do complexo.
No entanto, como os demais derivados desta série permaneceram inativos, os dados
também indicam que a atividade observada ndo depende exclusivamente da presenca
do grupo nitro, mas provavelmente do conjunto de caracteristicas estruturais e
eletrbnicas especificas do sistema PdD2.

Em resumo, as viabilidades celulares mostraram que a atividade bioldgica
desta série é altamente dependente da estrutura do ligante e do arranjo de
coordenacdo ao centro de Pd(ll), uma vez que pequenas modificagcbes estruturais
resultaram em perfis drasticamente distintos de citotoxicidade. O destaque de PdD2
frente as linhagens tumorais de ovario, aliado a sua baixa atividade nas demais
linhagens avaliadas, sugere que esse complexo apresenta um perfil seletivo incomum
dentro da série estudada. Embora 0s mecanismos responsaveis por esse

comportamento ainda demandem investigacao adicional, os dados indicam que fatores
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como a modulacéo eletrdnica do ligante, a rigidez estrutural e a estabilidade do sistema

coordenado podem estar diretamente relacionados ao efeito observado.

4.11 Sintese, caracterizacao e viabilidade celular dos complexos de
Niquel e Platina

Considerando que apenas o complexo de paladio coordenado ao ligante
D2 apresentou atividade citotoxica significativa, procedeu-se a sintese de complexos
anélogos contendo Ni(ll) e Pt(ll), com o objetivo de investigar a influéncia do centro
metélico nas propriedades antitumorais desses sistemas de coordenacdo. Dessa
forma, os complexos de Ni(ll) e Pt(ll) foram sintetizados a partir dos precursores
[NICl2(PPh3)2] e cis-[PtCl2(PPhs)2], respectivamente, na presenca do ligante D2. A
trietilamina foi empregada para promover a desprotonac¢ao do ligante, favorecendo sua
coordenacdo tridentada aos centros metalicos. As rotas sintéticas correspondentes
estéo representadas no Esquema 4.3.

H
PPhs AN N~ N\ N ~
CH,Cl,/EtOH
Et O—{$’——S
”“”CI N—'NH +N>
PhsP NH Refluxo,70°C P
s 24, ©/ \O

H
EtOH N N/NY N
Cl /I///,”I \‘\\\\\\\PPhB \ N—NH Et3N (o] S
/®\ + OH )—-NH - a
cl PPhs d \. Refluxo, 70°C

50

ESQUEMA 4.4.3 — Rotas sintéticas para a obtencédo dos complexos de Ni(ll) e Pt(ll),

respectivamente.

As medidas de condutividade molar dos complexos obtidos foram
realizadas em diclorometano e DMSO para os complexos de niquel e platina,
respectivamente. Os baixos valores de condutividade molar observados para NiD2 e
PtD2 sdo compativeis com espécies ndo eletroliticas, em consonancia com a formagéo

de complexos neutros. Esse comportamento reforca a proposta estrutural desses
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sistemas e esta de acordo com a coordenacdo do ligante tiossemicarbazona em sua

forma desprotonada.

TABELA 4.13 — Dados de condutividade molar

Complexos Condutividade molar (Q*cm2 mol1)*
NiD2 0,26
PtD2 0,94

*(eletrélitos 1:1 entre 12 — 77 para diclorometano e 20 — 62 Q-1 cm2 mol-1 para DMSQ)12!

A andlise dos espectros de infravermelho dos complexos de Ni(ll) e Pt(ll)
derivados do ligante D2 revela um comportamento espectroscopico consistente com
aquele previamente observado para os analogos de paladio, corroborando o0 mesmo
modo de coordenacéao.

O ligante livre D2 apresenta duas bandas atribuidas aos estiramentos
v(N-H) em 3324 cm™, bem como uma banda correspondente ao estiramento v(O-H)
em 3106 cm™. ApOs a complexacdo, observa-se a presenca de apenas uma das
bandas v(N-H), evidenciando a desprotonacdo do grupo hidroxila e da hidrazina
durante a coordenacédo aos centros metalicos.

Nos complexos NiD2 e PtD2, o deslocamento da banda v(C=S) para
menores numeros de onda € compativel com o enfraquecimento da ligacdo C—S e com
a coordenacdo do enxofre na forma tiolato. Em paralelo, alteracbes na regido
associada ao sistema azometinico indicam redistribuicdo eletrbnica ap6s a
complexacdo. Adicionalmente, bandas atribuidas aos estiramentos v(P—C), localizadas
em torno de 1100 cm™, confirmam a presenca do ligante fosfinico. Bandas observadas
na regido de 550-450 cm™ podem ser associadas aos estiramentos v(Metal-N) e
v(Metal-0), fornecendo evidéncias adicionais da coordenacdo dos ligantes aos ions
metalicos. A Figura 4.17 apresenta os espectros de infravermelho do ligante D2 e dos
complexos NiD2 e PtD2, enquanto a Tabela 4.14 reune os principais niumeros de onda

observados e suas respectivas atribuigoes.
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Figura 4.17 — Espectro de absorcao na regido do infravermelho do ligante D2 e dos
complexos NiD2 e PtD2.

69



Tamara Teixeira

TABELA 4.14 — Atribuicbes dos principais estiramentos observados para o ligante D2

livre e para os complexos NiD2 e PtD2.

Atribuicdes D2 NiD2 PtD2
vNH 3324 m 3413 m 3382 m
vOH 3106 m - -
VC-Haromatico 2946 f 3057 f 3056 f
vC=N 1542 F 1606 F 1603 F
vC=N - 1521 F 1528 F
vC=Caromatico 1502 F 1437 m 1435 m
vN-N 1344 F 1329 F 1324 F
vC-N 1243 F 1230 m 1227 m
vP-C - 1097 m 1101 m
vC=S 714 m 692 m 693 m

Os espectros de RMN de 3P{*H} dos complexos de Ni(ll) e Pt(ll)
sintetizados apresentaram um singleto, com deslocamentos quimicos distintos
daqueles observados para os respectivos complexos precursores, evidenciando a
coordenacao efetiva do ligante ao centro metalico. Ademais, a auséncia de sinais
adicionais na regido caracteristica do fosforo indica a auséncia de subprodutos
fosforados, confirmando a pureza dos complexos obtidos. Na Figura 4.18 séo
apresentados 0s espectros correspondentes, juntamente com os valores de

deslocamento quimico observados.
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FIGURA 4.18 — Espectro de RMN 3'P{'H} para o complexo PtD2 em DMSO/D20 e para
o complexo NiD2 em CH2Cl2/D20.

Nos espectros de RMN de H, os sinais correspondentes aos diferentes
protons do ligante livre e dos ligantes coordenados foram devidamente atribuidos,
conforme as distribui¢cdes indicadas nas respectivas figuras (Figuras 4.19 a 4.21). As
atribuicbes realizadas para o ligante D2 e para os complexos PtD2 e NiD2,
pertencentes as séries 1 e 2, encontram-se resumidas na Tabela 4.15. Os espectros do
ligante livre e do complexo PtD2 foram registrados em DMSO-dg, enquanto o complexo
NiD2 foi analisado em CDCls. Os espectros representativos do ligante D2, do complexo
PtD2 e do complexo NiD2 s&o apresentados nas Figuras 4.19, 4.20 e 4.21,

respectivamente.

TABELA 4.15 — Deslocamentos quimicos de RMN de !H para o ligante D2 e complexos
PtD2 e NiD2.

Atribuicdes D2 PtD2 NiD2

H-a 11,63 (s, 1H) - -

71



Tamara Teixeira

H—b 8,90 (d, 1H) 8.95 (d, 1H) 8.42 (d, 1H)
H-c 8,65 (d, 1H) 8,63 (d, 1H) 8,33 (d, 1H)
H-d 8,71 (d, 1H) 7,66 (d, 1H) 4,78 (d, 1H)
H-e 8,43 (s, 1H) 9,04 (d, 1H) 8,31 (s, 1H)
H—f 3,03 (d, 3H) 2,84 (d, 3H) 2,92 (d, 3H)
H — PPhs i 7,59 7,52 (m, 16H) 7,73 — 7,43 (3 dd, 15H)
7 RGP 0
a d
b SN \“/ ™ ¢
OH s
f
e
a
b d
| c )
= SRR h

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
13.5 12.5 115 10.5 95 9.0 85 80 75 f7.(0 6).5 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 1.0 05 0.0
1 (ppm

FIGURA 4.19 — Espectro de RMN de H para o ligante D2, em DMSO-de.

No espectro de RMN de 'H do ligante D2, foram identificados oito
hidrogénios, em concordancia com as integrais relativas dos sinais observados. O sinal
atribuido ao proton da hidroxila ndo foi detectado, possivelmente em razdo de sua
elevada acidez e da consequente troca protbnica com o solvente. Na regido mais
blindada do espectro, observa-se um dubleto em & 3,11 ppm, atribuido aos hidrogénios
do grupo metila. Na regidao mais desblindada, identifica-se um singleto em & 11,72 ppm,
atribuido ao préton do grupo hidrazinico. O dubleto observado em & 8,79 ppm foi

atribuido ao proton do grupo NH-CH;, com constante de acoplamento J = 4,5 Hz,
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enquanto o singleto em & 8,51 ppm corresponde ao préton do grupo iminico. Por fim,
0S proétons aromaticos apresentaram sinais do tipo dubleto, com deslocamentos

quimicos em & 8,99 e 8,74 ppm e com constante de acoplamento J = 3,0 Hz
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FIGURA 4.20 — Espectro de RMN *H para o complexo PtD2, em DMSO- ds.
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FIGURA 4.21 — Espectro de RMN 'H para o complexo NiD2, em CDCls.

A analise dos espectros de RMN de H dos complexos evidencia a
auséncia dos sinais atribuidos ao préton da hidroxila e ao préton do grupo hidrazinico,
0 que indica a coordenacdo do ligante ao centro metalico por meio do atomo de
oxigénio do grupo fendlico e do enxofre, na forma de tiolato. Observa-se, ainda, que
todos os sinais associados ao ligante D2 sofrem deslocamentos quimicos em relacao
ao ligante livre, o que refor¢ca a coordenacédo efetiva com o centro metélico. Por fim, a
presenca de um multipleto em torno de & 7,60 ppm é atribuida aos prétons aromaticos
do co-ligante fosfinico, corroborando a presenca da trifenilfosfina a esfera de
coordenacao do complexo.

As estruturas propostas para os complexos de niquel e platina foram
confirmadas por difragdo de raios X em monocristal, obtidos por difusdo lenta de
solvente a partir de solugbes 1:1 (v/v) de diclorometano/etanol. Os principais
parametros estruturais, incluindo comprimentos de ligacdo (A) e angulos de ligacio (°),
encontram-se resumidos na Tabela 4.16, enquanto as representacbes das estruturas

cristalograficas dos complexos NiD2 e PtD2 sédo apresentadas na Figura 4.22.
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TABELA 4.16 — Principais distancias [A] e angulos [°] de ligacdo para os complexos.

Fragmento NiD2 PtD2
M-S1 2,1170(3) 2,2412(8)
M-P1 2,2016(4) 2,2669(8)
M-N3 1,8912(11) 2,029(3)
M-O1 1,8741(9) 2,051(2)
C8-S1 1,7542(14) 1,763(3)
C7-N3 1,2934(18) 1,290(4)
C8-N4 1,3049(19) 1,297(4)

N3-M-S1 87,33(4) 84,04(8)

N3-M-01 95,23(5) 92,21(10)

P1-M-S1 90,651(14) 98,65(3)

P1-M-01 86,64(3) 85,09(6)
M = Ni e Pt.

\ NiD2 PtD2 J

FIGURA 4.22 — Estrutura cristalografica dos complexos NiD2 e PtD2, com os

elipsoides a 30% de probabilidade.
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Com base nos dados estruturais obtidos, confirma-se que o ligante
tiossemicarbazona coordena-se aos centros metéalicos de forma tridentada, envolvendo
0 atomo de oxigénio do grupo fendlico, o nitrogénio iminico e o atomo de enxofre. Essa
coordenacdo resulta na formagdo de complexos com geometria quadratica planar,
estabilizados por anéis quelatos de cinco e seis membros. A estereoquimica €
completada pela coordenacéo do ligante fosfinico ao centro metalico, posicionando-se
trans ao &tomo de nitrogénio. Ademais, os angulos de ligacdo ao redor do metal
desviam-se dos valores ideais de 90°, evidenciando uma geometria quadratica planar
levemente distorcida.

A espectrometria de massas de alta resolucdo foi empregada para
corroborar as estruturas propostas dos complexos, por meio da identificacdo dos
respectivos ions moleculares. A andlise dos espectros (Figuras 4.23 e 4.2) revelou
concordancia entre as massas experimentais observadas e o0s valores teoricos

calculados, com desvios inferiores a 5 ppm (Tabela 4.17).

TABELA 4.17 — Dados tedricos e experimentais obtidos através da espectrometria de

massas.
Composto Tedrico Experimental Erro (ppm)
NiD2 618,0505 618,0517 1,94 ppm
PtD2 755,0800 755,0796 0,52 ppm

6200424
5190543
' 621 0493
622 0466
618 -:'_'1/
396 9863
7211493
T [, 7% 517.9260 l 654 9923 {
" L b .

FIGURA 4.23 — Espectro de massas para o composto NiD2 em m/z.
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FIGURA 4.24 — Espectro de massas para o composto PtD2 em m/z.

Considerando que o complexo PdD2 apresentou atividade citotdxica
restrita as linhagens tumorais de ovario A2780 e A2780cis, os complexos analogos de
platina e niquel foram avaliados frente a essas mesmas linhagens, bem como a
linhagem nado tumoral de pulmdo MRC-5, com o objetivo de investigar o perfil de
seletividade dos compostos. Os resultados obtidos encontram-se apresentados na
Tabela 4.18.

TABELA 4.18 — Valores de ICso e indice de seletividade (IS) dos complexos obtidos e
da cisplatina nas linhagens A2780cis, A2780 e MRC-5, apés 48 h de incubacéao.

1Cs0 (ULM)
Complexos A2780cis A2780 MRC-5 ISt IS?
NiD2 19,84 £ 1,25 9,36 £ 1,05 >50 >2,52 >5,34
PtD2 25,93 + 2,87 10,36 £ 1,49 >50 >1,92 >4,82
PdD2 3,42+ 0,22 0,96 + 0,02 >50 >14,61 >52,08
D2 >50 >50 >50 - -
[NiCl2(PPhs)] >50 >50 >50 - -
cis-[PtCly(PPhs)] >50 >50 >50 - -
trans-[PtCl>(PPhs)] >50 >50 >50 - -
Cisplatina 37,02 +5,10 11,80 £ 0,80 29,09+ 0,78 0,78 2,46

|Sl = |C50MRC-5/|C50A278OCiS e |S2 = |C50|\/|RC-5/|C50A2780

Conforme apresentado na Tabela 4.18, os complexos NiD2 e PtD2

demonstraram atividade citotoxica frente as linhagens tumorais de ovario A2780 e
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A2780cis. Em contraste, a avaliacdo da viabilidade celular na linhagem nao tumoral
MRC-5 indicou um perfil favoravel de seletividade, pois ndo foi observada citotoxicidade
nem na maior concentracdo testada (50 pM). Esses resultados indicam uma
preferéncia dos compostos por células tumorais de ovério, evidenciando um potencial
seletivo relevante.

Em comparacdo com a cisplatina, os complexos apresentaram valores de
ICs0 semelhantes aos observados para o farmaco de referéncia empregado neste
estudo na linhagem A2780 e resultados menores na linhagem resistente. Contudo, ao
contrario da cisplatina, os complexos néo exibiram citotoxicidade frente a linhagem néo
tumoral avaliada, o que resultou em indices de seletividade superiores.

Com base nos resultados obtidos para a série de complexos contendo o
ligante D2, observa-se que o complexo com centro metalico de paladio apresentou a
maior atividade citotéxica frente as linhagens tumorais de ovario, exibindo baixos
valores de ICso e indices de seletividade maiores. Em contraste, os complexos
contendo niquel e platina apresentaram desempenhos biolégicos semelhantes entre si.
Dessa forma, os dados indicam que o paladdio é mais eficiente em promover efeitos
citotoxicos em concentracdes mais baixas, destacando-se como o centro metélico mais

promissor no design estrutural inicialmente proposto.

4.12 Ensaio morfologico

Com base no conjunto de resultados obtidos ao longo deste estudo, o
complexo PdD2 foi selecionado para investigacdes bioldgicas adicionais por apresentar
a maior atividade citotoxica associada ao perfil seletivo mais favoravel entre os
compostos avaliados. Dessa forma, este complexo foi selecionado para a realizagao de
ensaios celulares adicionais e mais aprofundados, com o objetivo de ampliar a
compreensao de seu comportamento biologico e de seus possiveis mecanismos de
acao.

Inicialmente, foi realizado um estudo morfolégico com o objetivo de avaliar
a capacidade do complexo PdD2 em promover alteragdes morfolégicas nas linhagens
celulares A2780 e MRC-5. Para esse fim, ambas as linhagens foram tratadas com
diferentes concentragcbes do complexo, definidas com base no valor de ICso
previamente determinado para a linhagem A2780 pelo ensaio de MTT, e imagens

foram adquiridas nos tempos de 0, 24 e 48 horas (Figura 4.25).
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FIGURA 4.25 - Efeito do composto PdD2, em diferentes concentracbes, na
morfologia celular da linhagem tumoral A2780, durante 48 horas de incubagao. As
imagens foram obtidas através do microscopio CELENA®, utilizando objetiva de 10

X,

Conforme ilustrado na Figura 4.25, para as células A2780, na
concentragdo correspondente ao ICso, a morfologia celular manteve-se, globalmente,
semelhante a do controle, embora tenha sido observada reducéo da densidade celular,
achado compativel com um efeito antiproliferativo relevante e possivelmente associado

a um componente citostatico. Em concentracdes superiores ao ICso, observaram-se
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alteracdes mais pronunciadas, como arredondamento celular, reducdo da adeséo
celular, presenca de detritos celulares e diminuicdo acentuada da densidade celular,
caracteristicas sugestivas de dano celular mais intenso e compativeis com efeito
citotoxico. Em células aderentes, o arredondamento e a perda de adesdo sé&o
frequentemente associados a desorganizacdo do citoesqueleto e ao comprometimento
da integridade celular, podendo anteceder ou acompanhar processos de morte celular.
Os dados morfolégicos preliminares corroboram os resultados de viabilidade celular,
demonstrando que a reducdo da atividade metabdlica observada no ensaio de MTT
estd acompanhada de alteracBes fenotipicas compativeis com o comprometimento

funcional e estrutural das células tumorais.
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FIGURA 4.26 — Efeito do composto PdD2, em diferentes concentracbes, na
morfologia celular da linhagem nao tumoral MRC-5, durante 48 horas de incubacéo.
As imagens foram obtidas através do microscopio CELENA®, utilizando objetiva de
10 x.

Para a linhagem nao tumoral MRC-5 (Figura 4.26), observa-se que o
complexo ndo promove alteracbes morfologicas significativas, mesmo na maior
concentragéo avaliada, uma vez que as células mantém caracteristicas semelhantes as
do controle ao longo de todo o periodo analisado. Esses achados reforcam o perfil

seletivo favoravel de PdD2, uma vez que alteracdes morfoldgicas expressivas foram
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observadas apenas na linhagem tumoral A2780, enquanto MRC-5 permaneceu
relativamente preservada nas condi¢des avaliadas.

Adicionalmente, foi realizado um ensaio morfolégico empregando os
marcadores fluorescentes Green Plasma (CellMask™) e DAPI. O Green Plasma
incorpora-se a bicamada lipidica, emitindo fluorescéncia verde e permitindo a
visualizacdo da membrana plasmatica. O DAPI, por sua vez, liga-se especificamente

ao DNA, possibilitando a marcacgéo e a andlise da morfologia nuclear das células. 141142

DAPI Green Plasma Overlay

Controle

1 x 1Cso

FIGURA 4.27 — Efeito do composto PdD2, em diferentes concentracdes, na morfologia
celular da linhagem tumoral A2780, ap6s 48 horas de incubagdo, com os marcadores
Green Plasma e DAPI. As imagens foram obtidas através do microscopio CELENA®,

utilizando objetiva de 10 x.
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Conforme a Figura 4.27, apo6s 48 h de tratamento, o aumento da
concentracdo do composto promoveu um encolhimento acentuado da membrana
plasmética, com evidente comprometimento de sua morfologia original. Em contraste, o
ndcleo celular ndo apresentou alteragfes significativas, mantendo-se semelhante ao
observado no controle. Esse padréo difere daquele classicamente associado a agentes
cujo efeito se manifesta por meio de alteracdes nucleares mais evidentes, sugerindo
gue PdD2 possa atuar por mecanismo distinto ou adicional ao observado com a
cisplatina.

Em conjunto, a viabilidade celular da linhagem A2780 foi investigada por
meio do ensaio LIVE/DEAD®, com o objetivo de complementar os dados obtidos nos
ensaios morfoldgicos e de citotoxicidade. Esse método permite distinguir
simultaneamente células vidveis e ndo viadveis com base em dois marcadores
fluorescentes complementares. A calceina AM, permeavel a membrana plasmatica e
inicialmente pouco fluorescente, é convertida por esterases intracelulares em calceina
altamente fluorescente em células metabolicamente ativas, resultando em emisséo
verde. Por outro lado, o homodimero-1 de etidio é excluido por membranas integras e
penetra apenas em células com comprometimento de membrana, ligando-se ao DNA e
emitindo fluorescéncia vermelha. Dessa forma, o ensaio permite avaliar,
simultaneamente, a atividade metabdlica e a integridade da membrana plasmética ap6s

o tratamento com o complexo.
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FIGURA 4.28 — Efeito do composto PdD2, em diferentes concentracdes, sobre a
viabilidade celular da linhagem tumoral A2780, apds 48 horas de incubacdo, com o
kit LIVE/DEAD®. As imagens foram obtidas através do microscopio CELENA®,

utilizando objetiva de 4 x.

De acordo com a Figura 4.28, o aumento da concentracdo de PdD2
promoveu elevagao progressiva da fluorescéncia vermelha, concomitante a reducgéo da
fluorescéncia verde. Esse padrdo é compativel com perda gradual da integridade da
membrana plasmética e diminuicdo da atividade metabdlica celular, evidenciando
comprometimento crescente da viabilidade em funcéo da concentracdo do composto.

Esses resultados corroboram os achados morfolégicos anteriormente observados, nos
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quais foram identificados arredondamento celular, perda de aderéncia e alteracfes
evidentes de membrana. Em conjunto, os dados reforcam que a acdo de PdD2 sobre a
linhagem A2780 envolve n&o apenas reducdo da proliferagdo e da atividade
metabdlica, mas também dano estrutural celular associado ao comprometimento da
membrana plasmatica. A predominancia crescente da fluorescéncia vermelha nas
maiores concentracfes sugere, ainda, que a perda de integridade de membrana

constitui um evento relevante na resposta celular induzida pelo complexo.

4.13 Ensaio clonogénico

O ensaio de sobrevivéncia clonogénica foi realizado com o propésito de
investigar se a exposicdo ao complexo PdD2 compromete, de forma duradoura, a
capacidade das células de manter seu potencial proliferativo e originar colénias apos o
tratamento!43144, | Trata-se de uma abordagem particularmente relevante, pois permite
avaliar a sobrevivéncia reprodutiva celular e fornecer informacdes complementares aos
ensaios de Vviabilidade metabdlica de curto prazo. Nesse contexto, diferentes
concentracfes de PdD2 foram testadas frente as linhagens A2780 e MRC-5, sendo

analisados tanto o nUmero quanto a area das col6nias formadas.
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FIGURA 4.29 — Efeito do complexo PdD2 sobre a capacidade clonogénica de
células tumorais A2780. (A) Imagens representativas das colonias formadas apés o
tratamento com diferentes concentraces do composto. (B) Analise quantitativa do
namero e da area (%) das colénias em relacdo ao controle. Os dados séao
apresentados como média + desvio padrdo. ***p < 0,0007 e **p < 0,0001 em
comparacao ao controle.
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FIGURA 4.30 — Efeito do complexo PdD2 sobre a capacidade clonogénica de
células tumorais MRC-5. (A) Imagens representativas das colbnias formadas apds o
tratamento com diferentes concentracdes do composto. (B) Analise quantitativa do
namero e da area (%) das coldénias em relacdo ao controle. Os dados séo

apresentados como média + desvio padrao.

Os resultados obtidos (Figura 4.29) mostram que PdD2 reduziu
significativamente a capacidade clonogénica da linhagem tumoral A2780 ja na
concentracdo correspondente ao ICso. Em concentragcdes superiores, a formacao de
colonias foi praticamente suprimida, indicando um comprometimento acentuado da
sobrevivéncia reprodutiva celular. A diminuicdo simultanea do nimero e da area das
colénias sugere que o composto interfere ndo apenas na fracdo de células capazes de
sobreviver ao tratamento, mas também na expansdo proliferativa das células
remanescentes. Esses dados reforcam que a acdo de PdD2 sobre A2780 ultrapassa
um efeito agudo na viabilidade, resultando em uma limitagc&o persistente da capacidade
de repovoamento tumoral.

Em contraste, na linhagem n&o tumoral MRC-5, o tratamento com o
complexo nédo resultou em alteracdes relevantes no niumero ou na area das colonias
formadas, apresentando comportamento semelhante ao do controle, mesmo na maior

concentragdo avaliada (Figura 4.30). Esse resultado corrobora a marcada preferéncia
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do complexo por células tumorais, confirmando sua elevada seletividade e
concordando com os dados previamente observados nos ensaios de viabilidade

celular.

4.14 Analise do ciclo celular

O ciclo celular € um processo altamente regulado, responsavel por
coordenar o crescimento, a duplicacdo do material genético e a divisdo celular. Ele &
composto pela interfase, subdividida nas fases G1, S e G2, e pela fase mitética (M)
(Figura 4.31). Durante a fase G1, a célula cresce e se prepara para a sintese do DNA;
na fase S, ocorre a replicagcdo do material genético; e, na fase G2, a célula realiza
ajustes finais antes de entrar em mitose. Em determinadas condi¢cdes, as células
podem sair temporariamente do ciclo celular e entrar em quiescéncia (G0). De modo
distinto, a fragdo SubG1 corresponde a células com contetdo de DNA inferior ao da
fase G1, sendo frequentemente associada a fragmentacdo de DNA e morte celular. A
progressdo ordenada entre essas fases € controlada por uma complexa rede de
reguladores moleculares e pontos de checagem, que garantem a integridade do DNA e
a divisao celular adequada. Alteracdes nesses mecanismos de controle podem levar a
desregulacéo do ciclo celular, resultando em proliferacdo descontrolada, caracteristica

central das células tumorais. 145:146.147
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FIGURA 4.31 — Esquema ilustrativo da progresséo do ciclo celular, destacando as
fases da interfase (Gi, S e G2) e a fase mitotica (M).

Nesse contexto, a analise da distribuicdo celular ao longo das diferentes
fases do ciclo celular constitui uma ferramenta fundamental para avaliar a capacidade
de um composto de interferir nos mecanismos regulatérios da proliferacdo celular,
contribuindo para a compreensdo de seu potencial antitumoral. Assim, esse ensaio
permitiu investigar se o complexo PdD2 é capaz de promover altera¢des na distribuicdo
do ciclo celular da linhagem tumoral A2780. Na Figura 4.32 sao apresentados o0s
histogramas e graficos referentes a porcentagem de células em cada fase do ciclo

celular apods o tratamento com diferentes concentragdes do complexo.
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FIGURA 4.32 — Efeito do complexo PdD2 na distribuigcdo das fases do ciclo celular de
células tumorais A2780 apd6s 48 h de tratamento. As células foram expostas a
diferentes concentracdes do complexo, e a distribuicdo percentual foi determinada por
citometria de fluxo apos coloracdo com iodeto de propidio. Os dados representam a
média + desvio padrdo de experimentos independentes. ****p < 0,0001 em

comparacao ao controle.

A andlise dos histogramas de conteudo de DNA e dos graficos
guantitativos mostra que o aumento da concentracdo de PdD2 promove um acumulo
progressivo e estatisticamente significativo da populacdo SubG1, fracdo reconhecida
como indicativa de fragmentacdo do DNA e associada a morte celular 14,
Simultaneamente, observa-se reducéo das populagées em G1, S e G2/M, evidenciando
a diminuicdo da proporgéo de células nas fases proliferativas. Esse perfil, marcado pela
auséncia de acumulo expressivo em um checkpoint especifico, sugere que, nas
condi¢cles avaliadas, PdD2 n&o atua predominantemente por bloqueio pontual do ciclo

celular, mas por inducéo progressiva de eventos compativeis com morte celular.
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4.15 Apoptose por Anexina V

Existem diferentes tipos de morte celular, sendo a apoptose e a necrose
entre os principais mecanismos (Figura 4.33). A apoptose caracteriza-se como um
processo de morte celular programada, altamente regulado, no qual as células sofrem
retracdo, condensacdo nuclear e fragmentacdo em corpos apoptéticos, que s&o
posteriormente removidos por fagocitose. Em contraste, a necrose € um processo de
morte celular ndo programada, geralmente desencadeado por agressfes externas,
resultando na ruptura da membrana plasmatica, na liberacédo do conteudo intracelular e

na consequente ativacdo de processos inflamatdrios. 149150151
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FIGURA 4.33 — Esquema ilustrativo dos mecanismos celulares envolvidos nos

processos de apoptose e necrose.

Com o objetivo de investigar o tipo de morte celular induzida por PdD2,

realizou-se o ensaio de Anexina V/7-AAD por citometria de fluxo. A Anexina V detecta a
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externalizacdo de fosfatidilserina, evento caracteristico das fases iniciais do apoptose,
enquanto o 7-AAD atua como marcador de perda de integridade de membrana. Dessa
forma, a combinacdo desses marcadores permite distinguir células viaveis, em
apoptose inicial, em apoptose tardia e em estagios avancados de morte celular 152153,
Para isso, células A2780 foram tratadas com diferentes concentracdes de
PdD2 por 24 h, utilizando-se cisplatina (50 pM) como controle positivo. Apdés o
tratamento, as células foram coradas com Anexina V conjugada ao fluorocromo PE e
com 7-aminoactinomicina D (7-AAD). A Figura 4.34 apresenta os diagramas de
dispersdo organizados em quatro quadrantes: o quadrante Q1 (Anexina V7/7-AAD")
corresponde as células viaveis; o quadrante Q2 (Anexina V*/7-AAD") indica células em
apoptose inicial; o quadrante Q3 (Anexina V*/7-AAD") representa células em apoptose
tardia / morte apoptética avancada; e o quadrante Q4 (Anexina V~/7-AAD") engloba

células em necrose primaria ou células com perda severa de membrana.
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FIGURA 4.34 — Efeitos do complexo PdD2 e da cisplatina na inducédo de apoptose em
células tumorais A2780. A apoptose foi avaliada por citometria de fluxo apés tratamento

com 0s compostos, e 0s resultados sao apresentados como a porcentagem de células
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apoptoéticas. Os dados estdo expressos como média + desvio padrdo. Diferencas
estatisticamente significativas em relacédo ao controle sdo indicadas por *p < 0,05, ***p
< 0,001 e ****p < 0,0001.

A analise por citometria de fluxo evidencia que o tratamento com PdD2
promove aumento acentuado da populacdo Anexina V*/7-AAD* nas maiores
concentragbes, perfil compativel com apoptose tardia. Na concentracao
correspondente ao ICso, a fracdo apoptdtica detectavel apés 24h permaneceu
relativamente baixa, sugerindo que, nessa condicdo experimental, a reducdo da
viabilidade celular pode estar mais relacionada a comprometimento proliferativo e/ou a
eventos de morte ainda ndo plenamente estabelecidos nesse intervalo. Em contraste,
nas concentragdes de 2 x ICso e 4 x |Cso0, observa-se um aumento expressivo da fragéo
apoptdtica total, evidenciando uma progressdo acentuada para morte celular por
apoptose. O predominio da populacdo Anexina V*/7-AAD* nessas condicfes esta em
consonancia com os achados morfolégicos e com o ensaio LIVE/DEAD®, reforcando
gue o comprometimento de membrana observado anteriormente ocorre em associagao
a um processo de morte celular com importante componente apoptotico. Nas condi¢ces
avaliadas, PdD2 induziu porcentagem de células apoptéticas superior a observada com
a cisplatina a 50 pM, indicando elevada capacidade de inducdo de apoptose nesse
modelo celular, ainda que essa comparacdo deva ser interpretada no contexto
especifico do tempo de exposicao e das concentragdes utilizadas.

Portanto, os ensaios de ciclo celular e Anexina V indicam que a resposta
bioldgica induzida por PdD2 evolui de um comprometimento inicial da proliferacéo para
um quadro de morte celular progressiva, com aumento da populacdo SubG1 e acumulo

de células em apoptose tardia nas maiores concentracdes.

4.16 Potencial de membrana mitocondrial (AY¥Wm)

A compreensdo dos mecanismos de apoptose é fundamental para
elucidar sua participacdo em diversas doencas associadas a sua desregulacdo, aléem
de subsidiar o desenvolvimento de farmacos direcionados a vias ou genes apoptoticos
especificos. Nesse processo, as caspases desempenham papel central, atuando tanto
na fase de iniciacdo quanto na execuc¢do da morte celular programada. Sua ativacao
pode ocorrer principalmente pelas vias intrinseca (mitocondrial) e extrinseca (mediada

por receptores de morte celular). 154155
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A integridade do potencial de membrana mitocondrial (AWM) é essencial
para o funcionamento adequado das mitocondrias e para a sobrevivéncia celular.
Quando ha abertura dos poros na membrana interna mitocondrial, diminui-se o
potencial, promovendo a liberagéo de citocromo ¢ no citosol e desencadeando a via
apoptotica intrinseca. 156

Dessa forma, o potencial de membrana mitocondrial das células A2780
apos o tratamento com o complexo PdD2 foi avaliado por microscopia de fluorescéncia
utilizando o corante JC-1. Esse marcador permite monitorar a integridade mitocondrial
por meio da variagdo do padrdao de fluorescéncia: mitocéndrias com potencial
preservado exibem fluorescéncia vermelha, enquanto a despolarizacdo mitocondrial,

caracteristica de células em apoptose, predomina a fluorescéncia verde. %7

i -

FIGURA 4.35 — Efeito do complexo PdD2, nas concentracdes de 0,5 x ICso e ICso,

sobre o potencial de membrana mitocondrial (AWYm) em células tumorais A2780, apds
24 h de incubacéo, utilizando o corante JC-1. As imagens foram obtidas através do

microscopio CELENA®, utilizando objetiva de 4 x.
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Conforme observado na Figura 4.35, o tratamento com PdD2 promoveu
reducédo da fluorescéncia vermelha, acompanhada de aumento da fluorescéncia verde,
padrdo compativel com despolarizagdo mitocondrial. Esses resultados sugerem
comprometimento da integridade funcional das mitocondrias e reforgam a possibilidade
de envolvimento da via apoptética intrinseca na resposta celular induzida pelo
complexo. Em conjunto com os dados de ciclo celular, Anexina V e alteracbes
morfoldgicas, esses achados indicam que a acdo de PdD2 pode envolver, a0 menos
em parte, eventos associados a disfuncdo mitocondrial e & progressdo para morte

celular.

4.17 Uptake Celular

Com o objetivo de investigar a eficiéncia de internalizacdo celular do
complexo PdD2, foram conduzidos ensaios de uptake celular nas linhagens A2780 e
MRC-5. A avaliacdo da captacdo intracelular € fundamental para compreender se a
atividade antiproliferativa observada esta diretamente relacionada a quantidade de
metal efetivamente internalizada, uma vez que a permeacdo pela membrana
plasmatica constitui etapa importante no mecanismo de acdo de metalofarmacos.

Para isso, as células foram incubadas com PdD2 a 10 uM por 6 h, e o teor
intracelular de paladio foi quantificado por espectrometria de absor¢cdo atémica com
forno de grafite (GFAAS), uma técnica de elevada sensibilidade para a determinacao
de metais-traco. Os resultados obtidos, conforme apresentados na Tabela 4.19,
demonstraram maior acumulo do metal na linhagem ndo tumoral MRC-5 do que em
A2780. Apesar disso, 0s ensaios bioldgicos mostraram maior sensibilidade da linhagem
tumoral ao tratamento. Esse resultado indica que a quantidade total de paladio
internalizada, isoladamente, ndo se correlaciona diretamente com a citotoxicidade
observada. Assim, a atividade diferencial de PdD2 entre as linhagens provavelmente
depende também de fatores como destino subcelular do complexo, capacidade de
adaptacao metabdlica, resposta a estresse e interacdo com alvos intracelulares. Dessa
forma, os dados sugerem que a acao biolégica de PdD2 ndo é determinada apenas
pela captacéao celular global, mas pela forma como cada linhagem processa e responde

ao composto apos sua internalizacao.

TABELA 4.19 — Porcentagem de absorcdo de Pd nas células A2780 e MRC-5
determinada por HR-CS GFAAS.
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Pd (ng) Uptake (%)
PdD2 5630 + 512
1 - PdD2 (MRC-5) 784 + 6,9 1,4
2 - PdD2 (MRC-5) 722 + 49 1,3
1 - PdD2 (A2780) 376 + 19 0,7
2 - PdD2 (A2780) 39,7 £ 43 0,7

4.18 Ensaio de cultura 3D

Considerando a atividade observada nos ensaios em cultura celular 2D,
realizou-se a avaliagdo de PdD2 em modelo tridimensional, com o objetivo de verificar
se 0 composto manteria sua atividade em um sistema de maior complexidade
biologica. Modelos tridimensionais reproduzem de forma mais adequada caracteristicas
do microambiente tumoral, como gradientes de oxigénio e nutrientes, heterogeneidade
proliferativa e maior interagdo célula—célula, constituindo um sistema mais robusto para
a avaliacdo da atividade antitumoral.

Nesse experimento, esferoides da linhagem tumoral A2780 foram
formados por meio da técnica de levitacdo magnética e, posteriormente, tratados com
diferentes concentragcdes do complexo PdD2, sendo monitorados ao longo de 144 h.
Conforme apresentado na Figura 4.36, a analise do crescimento dos esferoides,
baseada na variacdo do diametro, revelou que o tratamento passou a comprometer o
crescimento celular a partir da concentracdo de 5 pM. Nessa condi¢cdo, observou-se
apenas um discreto aumento do didmetro nas primeiras 48 h, seguido de estabilizacéo
no restante do periodo experimental. Para concentracbes superiores a 5 uUM, 0s
diametros dos esferoides permaneceram praticamente constantes ao longo de todo o
acompanhamento, indicando inibicdo do crescimento.

Adicionalmente, em concentracfes iguais ou superiores a 10 uM,
observou-se a desagregacao progressiva dos esferoides, possivelmente associada a
interferéncia do complexo nas interacdes célula—célula e na integridade estrutural do
modelo tridimensional. Enquanto a estabilizacdo do diametro sugere limitacdo da
expansdo proliferativa dos esferoides, a desagregacdo observada nas maiores
concentragbes indica comprometimento estrutural mais profundo, possivelmente
associado a perda de coeséo celular e de viabilidade celular.

Em contraste, na concentracdo de 1 pM (proxima ao valor de ICso

determinado nos ensaios em cultura 2D), o comportamento dos esferoides foi
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semelhante ao do controle, sem impacto significativo no crescimento. Esse
comportamento evidencia a menor sensibilidade do modelo 3D ao tratamento, em
comparacdo com o0 sistema 2D, o que € compativel com a maior complexidade
estrutural e funcional dos esferoides, que impdem barreiras adicionais a difusdo do

composto e reproduzem condi¢cées mais préximas do microambiente tumoral.
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FIGURA 4.36 — Efeito do composto PdD2, em diferentes concentracdes, na morfologia
celular dos esferoides da linhagem tumoral A2780, durante 144 horas, e gréafico da
relacdo entre o didametro dos esferoides e tempo de tratamento. As imagens foram
obtidas através do microscopio CELENA®, utilizando objetiva de 4 x.

Para uma melhor analise, apés 144h de tratamento, adicionou-se o0s
marcadores fluorescentes Calceina AM e EthD-1, contidos no Kit LIVE/DEAD®, para
analisar a capacidade do composto de afetar a viabilidade celular dos esferoides e
obter indicativos de morte celular.
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FIGURA 4.37 — Efeito do composto PdD2, em diferentes concentracbes, na
viabilidade celular dos esferoides da linhagem tumoral A2780, apdés 144 horas,
através de microscopia de fluorescéncia com o kit LIVE/DEAD®. As imagens foram
obtidas através do microscopio CELENA®, utilizando objetiva de 4 x.

A analise das imagens apresentadas na Figura 4.37 revela um aumento
expressivo da fluorescéncia vermelha associada ao marcador EthD-1 & medida que a
concentracdo do composto aumenta, indicando perda da integridade da membrana
plasmatica e, consequentemente, morte celular. Esse padréo de fluorescéncia confirma
gue as alteracbes observadas no crescimento e na morfologia dos esferoides estéo
acompanhadas de perda efetiva de viabilidade, e ndo apenas de reorganizacao
estrutural do modelo.

Paralelamente, observa-se uma reducdo da fluorescéncia verde,
associada as células viaveis, evidenciando a diminuicdo da viabilidade celular dos
esferoides. Esses resultados demonstram que 0 composto € capaz de exercer
atividade citotéxica sobre a linhagem tumoral A2780 mesmo em um modelo
tridimensional, que apresenta maior complexidade estrutural e relevancia fisiologica.
Assim, os dados indicam que PdD2 mantém atividade antitumoral relevante em um
modelo tridimensional, sustentando seu interesse para investigacdes bioldgicas mais

avancadas.
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5. Conclusoes

Os resultados deste trabalho demonstram que a combinacdo entre metais
d8, tiossemicarbazonas derivadas do salicilaldeido e trifenilfosfina constitui uma
estratégia consistente para a modulacdo das propriedades quimicas e biolégicas de
complexos com potencial antitumoral. As diferentes técnicas de caracterizagédo
empregadas confirmaram a obtencdo de complexos neutros de Pd(ll), Pt(ll) e Ni(ll),
com geometria quadratico-planar e coordenacao tridentada via O,N,S, corroborando a
hip6tese de que esse arranjo estrutural constitui um elemento central para a
estabilizacdo dos sistemas em solucdo e para a definicho de seu comportamento
guimico. Nesse sentido, os dados obtidos evidenciam que a coordenacao tridentada,
aliada a presenca da trifenilfosfina, constitui um ambiente favoravel a formacédo de
espécies organizadas e suficientemente estaveis.

No que tange sua aplicacdo bioldgica, os resultados confirmam de forma
clara que a atividade da série estudada depende ndo apenas da natureza do ligante,
mas também, de maneira decisiva, da identidade do centro metalico. Embora os
complexos de Pd(ll), Pt(ll) e Ni(ll) apresentem arquitetura estrutural semelhante, suas
respostas celulares foram substancialmente distintas, o que valida a hip6tese de que
pequenas variacbes no ambiente de coordenacdo podem influenciar de forma
significante na atividade citotoxica e na seletividade. Entre os sistemas avaliados, o
complexo PdD2 destacou-se, apresentando maior atividade frente as linhagens
tumorais de ovério, incluindo a linhagem resistente A2780cis, e um perfil seletivo mais
favordvel nas condicbes experimentais adotadas. Os ensaios mecanisticos
aprofundaram essa interpretacdo ao indicar que sua acao envolve comprometimento
da viabilidade celular, perda da capacidade proliferativa, reducdo da sobrevivéncia
clonogénica, aumento da populacdo SubG1, inducédo de apoptose e despolarizacéo do
potencial de membrana mitocondrial, sugerindo participacéo relevante da via intrinseca
de morte celular. De modo igualmente importante, os estudos de uptake mostraram
gue a citotoxicidade observada nédo pode ser explicada exclusivamente pela quantidade
total de metal internalizada, indicando que o efeito biologico do complexo também
depende do processamento intracelular e da susceptibilidade especifica de cada
linhagem.

A avaliagdo em modelo tridimensional acrescenta especial relevancia a

esse conjunto de dados, ao demonstrar que, mesmo diante de um sistema mais
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complexo e fisiologicamente mais representativo do microambiente tumoral, PdD2
mantém atividade antitumoral significativa. Embora concentracbes mais elevadas
tenham sido necessarias para comprometer o crescimento e a viabilidade dos
esferoides, a limitacdo da expanséo celular, a desagregacéo estrutural observada nas
maiores concentracdes e a perda de viabilidade, confirmada por LIVE/DEAD®, indicam
gue a resposta identificada em monocamada ndo se restringe ao modelo
bidimensional. Assim, os resultados obtidos validam as hip6teses centrais que
orientaram este estudo, demonstrando que variagdes no centro metalico e no ambiente
de coordenacdo se refletem diretamente na estabilidade quimica, na atividade
citotoxica, na seletividade e no comportamento biolégico dos complexos investigados.
Por fim, este trabalho ndo apenas amplia a compreenséo da relacdo entre
estrutura e atividade em complexos metélicos contendo tiossemicarbazonas, como
também fornece bases sélidas para o delineamento racional de novos metalofarmacos,
posicionando o complexo PdD2 como um candidato particularmente relevante para
investigacOes futuras em sistemas biolégicos de maior complexidade e mais préximos

das condi¢des tumorais in vivo.
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7. Apéndice

[Pd(M1-TSC)PPhs3)] (PdM1): rendimento 82%. Condutividade molar (Q*cm?mol?,
DMSO): 0.68. UV-Vis (DMSO, 1.0 x 105 M) Mnm (¢/M1 cm') = 308 (20837); 343
(12615); 412 (11684). Infravermelho (cm™): 3416 (vNH), 1537 e 1597 (vC=N), 1091
(vP-C), 691 (vC-S). m/z [M]* experimental (tedrica): 610.0096 (610.0097). 3P{*H} NMR
(162 MHz, DMSO, 298 K): 8(ppm) 25.14 (s). *H NMR (400 MHz, DMSO-ds, 298 K):
S(ppm) 8.49 (d, J = 13.8 Hz, 1H, HC=N), 7.66 (d, J = 2.8 Hz, 1H, ArH), 7.65 — 7.52 (m,
15H, PPha), 7.17 (d, J = 5.0 Hz, 1H, NH) 7.15 (dd, J = 9.1, 2.8 Hz, 1H, ArH), 6.51 (d, J =
9.0 Hz, 1H, ArH), 2.77 (d, J = 4.6 Hz, 3H, CHs). 3C{*H} NMR (100 MHz, DMSO-ds, 298
K): &(ppm) 170.92 (S-C=N), 160.55 (C-OH), 148.18 (HC=N), 134 — 117 (C aromatico
TSC e PPhs) e 32.91 (CHa).

[Pd(M2-TSC)PPh3)] (PdM2): rendimento 69%. Condutividade molar (Q*cm?mol?,
DMSO): 0.68. UV-Vis (DMSO, 1.0 x 10° M) Mnm (¢/M1 cm') = 306 (25900); 339
(25210); 396 (28341). Infravermelho (cm™): 3417 (vNH), 1528 e 1595 (vC=N), 1099
(vP-C), 698 (vC-S). m/z [M]* experimental (tedrica): 621.0335 (621.0336). 3P{*H} NMR
(162 MHz, DMSO, 298 K): (ppm) 25.66 (). *H NMR (400 MHz, DMSO-ds, 298 K):
S(ppm) 8.64 (s, 1H, HC=N), 8.61 (d, J = 3.2 Hz, 1H, ArH), 7.99 (dd, J = 9.3, 2.9 Hz, 1H,
ArH), 7.66 — 7.55 (m, 15H, PPhs), 7.35 (d, J = 4.6 Hz, 1H, NH), 6.52 (d, J = 9.4 Hz, 1H,
ArH), 2.78 (d, J = 4.5 Hz, 3H, CHa). 3C{*H} NMR (100 MHz, DMSO-ds, 298 K): &(ppm)
171.45 (S-C=N), 166.84 (C-OH), 148.26 (HC=N), 136 — 118 (C aromético TSC e PPhs)
e 32.95 (CHa).

[Pd(M3-TSC)PPh3)] (PdM3): rendimento 71%. Condutividade molar (Q*cm?mol?,
DMSO): 0.60. UV-Vis (DMSO, 1.0 x 105 M) Mnm (¢/M1 cm') = 306 (18083); 341
(11432); 413 (10093). Infravermelho (cm™): 3418 (vNH), 1532 e 1596 (vC=N), 1106
(vP-C), 690 (vC-S). m/z [M]* experimental (teérica): 594.0399 (594.0391). 3P{*H} NMR
(162 MHz, DMSO, 298 K): &(ppm) 25.13 (s). *H NMR (400 MHz, DMSO-ds, 298 K):
S(ppm) 8.42 (d, J = 13.8 Hz, 1H, HC=N), 7.66 — 7.54 (m, 15H, PPhs), 7.34 (dd, J =
10.0, 3.2 Hz, 1H, ArH), 7.15 (d, J = 4.6 Hz, 1H, NH), 7.05 (td, J = 8.9, 3.2 Hz, 1H, ArH),
6.49 (dd, J = 9.2, 4.9 Hz, 1H, ArH), 2.76 (d, J = 4.5 Hz, 3H, CH3). *C{*H} NMR (100
MHz, DMSO-ds, 298 K): 8(ppm) 170.74 (S-C=N), 158.44 (C-OH), 148.26 (HC=N), 134 —
117 (C aromatico TSC e PPh3) e 33.04 (CH3).

120



Tamara Teixeira

[Pd(D1-TSC)PPh3)] (PdD1): rendimento 83%. Condutividade molar (Q*cm?mol?,
DMSO): 1.08. UV-Vis (DMSO, 1.0 x 105 M) Mnm (¢/M1 cm™) = 344 (17247); 399
(13423). Infravermelho (cm™): 3428 (vNH), 1532 e 1597 (vC=N), 1097 (vP-C), 694 (vC-
S). m/z [M]* experimental (tedrica): 643.9705 (643.9706). 3'P{*H} NMR (162 MHz,
DMSO, 298 K): &(ppm) 22.84 (s). *H NMR (400 MHz, DMSO-ds, 298 K): &(ppm) 8.49 (d,
J =13.7 Hz, 1H, HC=N), 7.68 — 7.52 (m, 15H, PPhs), 7.60 (d, J = 1.9 Hz, 1H, ArH), 7.43
(d, J = 2.7 Hz, 1H, ArH), 7.29 (d, J = 4.7 Hz, 1H, NH), 2.75 (d, J = 4.6 Hz, 3H, CHa).
13C{*H} NMR (100 MHz, DMSO-ds, 298 K): &(ppm) 171.20 (S-C=N), 155.43 (C-OH),
148.21 (HC=N), 134 — 117 (C aromatico TSC e PPhs) e 32.91 (CHa).

[Pd(D2-TSC)PPhs3)] (PdD2): rendimento 65%. Condutividade molar (Q*cm’mol?,
DMSO): 1.07. UV-Vis (DMSO, 1.0 x 105 M) Mnm (¢/M1 cm’) = 316 (18219); 350
(12656); 403 (11389). Infravermelho (cm™): 3372 (vNH), 1530 e 1602 (vC=N), 1100
(vP-C), 691 (vC-S). m/z [M]* experimental (teérica): 666.0188 (666.0187). 3P{*H} NMR
(162 MHz, DMSO, 298 K): d(ppm) 23.79 (s). 'H NMR (400 MHz, DMSO-ds, 298 K):
S(ppm) 8.84 (d, J = 3.0 Hz, 1H, ArH), 8.75 (d, J = 13.7 Hz, 1H, HC=N), 8.54 (d, J = 3.0
Hz, 1H, ArH), 7.62 — 7.52 (m, 16H, PPhs + NH), 2.78 (d, J = 4.6 Hz, 3H, CHs). 13C{tH}
NMR (100 MHz, DMSO-ds, 298 K): &(ppm) 172.22 (S-C=N), 157.88 (C-OH), 147.46
(HC=N), 134 — 122 (C aromatico TSC e PPhs) e 32.97 (CH3).

[PA(D3-TSC)PPhs3)] (PdD3): rendimento 75%. Condutividade molar (Q*cm’mol?,
DMSO): 0.58. UV-Vis (DMSO, 1.0 x 105 M) Mnm (¢/M1 cm) = 313 (21359); 348
(14344); 403 (11425). Infravermelho (cm™): 3372 (vNH), 1530 e 1602 (vC=N), 1100
(vP-C), 691 (VC-S). m/z [M]* experimental (tedrica): 612.0297 (612.0297). 3'P{*H} NMR
(162 MHz, DMSO, 298 K): &(ppm) 21.90 (s). 'H NMR (400 MHz, CDCls, 298 K): &(ppm)
8.22 (d, J = 13.7 Hz, 1H, HC=N), 7.62 — 7.52 (m, 15H, PPhs), 6.90 — 6.82 (m, 1H, ArH),
7.62 — 7.52 (m, 16H, PPhs + NH), 6.77 (d, J = 9.2 Hz, 1H, ArH), 4.65 (d, J = 4.8 Hz, 1H,
NH), 2.96 (d, J = 5.0 Hz, 3H, CHa). 3C{tH} NMR (100 MHz, CDCls, 298 K): &(ppm)
171.49 (S-C=N), 148.58 (HC=N), 134 — 106 (C aromatico TSC e PPhs) e 33.01 (CH3).

[Ni(D2-TSC)PPh3)] (NiD2): rendimento 73%. Condutividade molar (Q'cm?mol?,
DMSO): 0.26. Infravermelho (cm™): 3413 (vNH), 1521 e 1606 (vC=N), 1097 (vP-C), 692
(vC-S). m/z [M]* experimental (teérica): 618.0517 (618.0505). 3'P{*H} NMR (162 MHz,
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CH2Clz, 298 K): 8(ppm) 19.36 (s). *H NMR (400 MHz, CDCls, 298 K): 8(ppm) 8.35 (d, J
= 2.8 Hz, 1H, ArH), 8.26 (d, J = 2.8 Hz, 1H, ArH), 8.24 (s, 1H, HC=N), 7.66 (dd, J =
11.3, 7.5 Hz, 6H, PPhs), 7.44 (dd, J = 7.9, 6.2 Hz, 3H, PPhs), 7.36 (dd, J = 10.5, 4.5 Hz,
6H, PPhs), 4.71 (d, J = 4.7 Hz, 1H, NH), 2.84 (d, J = 5.0 Hz, 3H, CHzs). 13C{:H} NMR
(100 MHz, CDCls, 298 K): 8(ppm) 173.54 (S-C=N), 157.44 (C-OH), 148.31 (HC=N), 134
— 122 (C aromatico TSC e PPhs) e 32.40 (CH5).

[Pt(D2-TSC)PPhs)] (PtD2): rendimento 64%. Condutividade molar (Q'cm?mol?,
DMSO): 0.94. Infravermelho (cm™): 3382 (vNH), 1528 e 1603 (vC=N), 1101 (vP-C), 693
(vC-S). m/z [M]* experimental (teérica): 755.0796 (755.0800). 3P{*H} NMR (162 MHz,
DMSO, 298 K): &(ppm) 6.55 (s). 'H NMR (400 MHz, DMSO-ds, 298 K): (ppm) 9.04 (d,
J = 11.5 Hz, 1H, HC=N) 8.95 (d, J = 2.9 Hz, 1H, ArH), 8.63 (d, J = 2.9 Hz, 1H, ArH),
7.66 (d, J = 4.4 Hz, 1H, NH), 7.59 — 7.52 (m, 15H, PPha), 2.84 (d, J = 4.5 Hz, 3H, CH3).
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FIGURA Al — Espectros de absorcédo na regido do infravermelho do ligante M2 e do

complexo PdM2.
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FIGURA A2 — Espectros de absorcdo na regido do infravermelho do ligante M3 e do

complexo PdM3.
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FIGURA A3 — Espectros de absorcao na regido do infravermelho do ligante D1 e do

complexo PdD1.
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FIGURA A4 — Espectros de absor¢do na regido do infravermelho do ligante D2 e do

complexo PdD2.
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FIGURA A5 — Espectros de absor¢do na regido do infravermelho do ligante D3 e do

complexo PdD3.
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FIGURA A6 — Espectros de absorcdo eletronica na regidao do UV-vis para os ligantes
M1, M2 e M3, em DMSO.
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FIGURA A7 — Espectros de absorcdo eletronica na regido do UV-vis para os ligantes

D1, D2 e D3, em DMSO.
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FIGURA A8 — Espectros de absorcado eletronica na regido do UV-vis para o complexo

PdM2 em DMSO.
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FIGURA A9 — Espectros de absorcado eletrbnica na regido do UV-vis para o complexo

PdM3 em DMSO.
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FIGURA A10 — Espectros de absorcao eletrénica na regido do UV-vis para o complexo

PdD1 em DMSO.
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FIGURA All — Espectros de absorcao eletrénica na regido do UV-vis para o complexo

PdD2 em DMSO.

1.2

1.0

0.8 4

0.6 4

Absorbancia

0.4 4

0.2

0.0 - T T
300 400 500 600

Comprimento de onda (nm)

FIGURA Al12 — Espectros de absorcao eletronica na regidao do UV-vis para o complexo
PdD3 em DMSO.
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FIGURA A13 — Espectro de massas para o composto PdM2 em m/z.
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FIGURA A14 — Espectro de massas para o composto PdM3 em m/z.
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FIGURA A15 — Espectro de massas para o composto PdD1 em m/z.
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FIGURA A16 — Espectro de massas para o composto PdD2 em m/z.
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FIGURA A19 — Espectro de RMN de 'H para o ligante M3, em DMSO-ds.
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FIGURA A20 — Espectro de RMN de 'H para o ligante D1, em DMSO-ds.
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FIGURA A23 — Espectro de RMN !H para o complexo PdM2, em DMSO-ds.
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FIGURA A24 — Espectro de RMN 13C{*H} para o complexo PdM2, em DMSO-ds.
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FIGURA A25 — Mapa de correlagdo *H -'H COSY do complexo PdM2, em DMSO-ds.
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FIGURA A26 — Mapa de correlagdo *H — 13C HSQC do complexo PdM2, em DMSO-ds.
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FIGURA A27 — Espectro de RMN *H para o complexo PdM3, em DMSO-ds.
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FIGURA A28 — Espectro de RMN 3C{'H} para o complexo PdM3, em DMSO-de.
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FIGURA A29 — Mapa de correlagdo *H -'H COSY do complexo PdM3, em DMSO-ds.

20
30
40
50
60
F70
80
90
100
F110
120
130
140
150

r170
180

L ]
= =
]
vy "a g
* e . -
'y | a
+
-
g
f1 (ppm)

190

T T T T T T T T T T T T T T
9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0
f2 (ppm)

FIGURA A30 — Mapa de correlagdo *H — 3C HMBC do complexo PdM3, em DMSO-ds.
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FIGURA A31 - Espectro de RMN !H para o complexo PdD1, em DMSO-ds.
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FIGURA A33 — Mapa de correlagéo *H -'H COSY do complexo PdD1, em DMSO-ds.
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FIGURA A34 — Mapa de correlagdo *H — 3C HSQC do complexo PdD1, em DMSO-ds.
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FIGURA A35 — Mapa de correlacédo *H — 13C HMBC do complexo PdD1, em DMSO-de.
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FIGURA A36 — Espectro de RMN *H para o complexo PdD2, em DMSO-ds.
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FIGURA A37 — Espectro de RMN 13C{*H} para o complexo PdD2, em DMSO-ds.
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FIGURA A38 — Mapa de correlagéo *H -'H COSY do complexo PdD2, em DMSO-ds.
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FIGURA A39 — Mapa de correlagédo *H — 13C HSQC do complexo PdD2, em DMSO-ds.
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FIGURA A40 — Espectro de RMN *H para o complexo PdD3, em CDCls.
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FIGURA A41 — Espectro de RMN 3C{'H} para o complexo PdD3, em em CDCls.
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FIGURA A42 — Mapa de correlagdo *H -'H COSY do complexo PdD3, em CDCls.
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FIGURA A43 — Mapa de correlagdo *H — 3C HSQC do complexo PdD3, em CDCls,
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FIGURA A44 — Mapa de correlagdo *H — 3C HMBC do complexo PdD3, em CDCls.
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FIGURA A45 — Espectro de RMN 3C{'H} para o complexo NiD2, em em CDCls,
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FIGURA A46 — Mapa de correlagdo *H -'H COSY do complexo NiD2, em CDCls.
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FIGURA A47 — Mapa de correlagdo *H — 3C HSQC do complexo NiD2, em CDCls.
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FIGURA A48 — Mapa de correlagdo *H — 13C HMBC do complexo NiD2, em CDCls.
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FIGURA A49 — Espectros de 'P{*H} RMN do complexo PdM2 em DMSO, nos periodos
de 0, 24 e 48h de incubacéo.
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FIGURA A50 — Espectros de *'P{*H} RMN do complexo PdM2 em DMSO/meio de
cultura DMEM (90:10, v/v), nos periodos de 0, 24 e 48h de incubacéo.
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FIGURA A51 — Espectros de 3'P{*H} RMN do complexo PdM3 em DMSO, nos periodos
de 0, 24 e 48h de incubacéo.
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FIGURA A52 — Espectros de 3'P{*H} RMN do complexo PdM3 em DMSO/meio de
cultura DMEM (90:10, v/v), nos periodos de 0, 24 e 48h de incubacéo.
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FIGURA A53 — Espectros de 3'P{*H} RMN do complexo PdD1 em DMSO, nos periodos
de 0, 24 e 48h de incubagéo.
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FIGURA A54 — Espectros de 3'P{*H} RMN do complexo PdD2 em DMSO/meio de
cultura DMEM (90:10, v/v), nos periodos de 0, 24 e 48h de incubacéo.
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FIGURA A55 — Espectros de 3'P{*H} RMN do complexo PdD2 em DMSO, nos periodos
de 0, 24 e 48h de incubagéo.
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FIGURA A56 — Espectros de 3'P{*H} RMN do complexo PdD2 em DMSO/meio de
cultura DMEM (90:10, v/v), nos periodos de 0, 24 e 48h de incubacéo.
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FIGURA A57 — Espectros de 3'P{*H} RMN do complexo PdD3 em DMSO, nos periodos
de 0, 24 e 48h de incubacéo.
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FIGURA A58 — Espectros de 3'P{*H} RMN do complexo PdD3 em DMSO/meio de

cultura DMEM (90:10, V/v),

nos periodos de 0, 24 e 48h de incubacao.
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TABELA Al — Dados cristalograficos e refinamento de estrutura dos complexos.

PdM1 PdM2 PdM3 PdD1 PdD2 PdD3
Formula C27H32CIN3OPPdS C27H23N403PPdS C27H23FN3OPPdS C27H22CI2N3OPPdS C27H22Ns05PPdS C27H22F2NsOPPdS
Dcac/ g cm® 1.643 1.642 1.630 1.660 1.660 1.667
Wmm-t 1.037 0.924 0.954 9.268 7.337 7.926
Formula Weight 610.411 620.92 593.91 644.80 665.92 611.90
Size/mms3 0.09x0.07x0.02 0.13 x 0.102 x 0.045 0.10x0.09x0.04 0.194 x 0.068 x 0.026 0.173 x 0.019 x 0.0140.20x0.07%0.03
TIK 99.99(11) 99.99(10) 100(2) 100(2) 100(2) 100(2)
Crystal System  monoclinic monoclinic monoclinic monoclinic monoclinic monoclinic
Space Group P2i/c P2./c P2i/c P2./c P2i/n P2i/c
alA 13.9759(2) 13.8805(4) 14.0308(3) 13.75070(11) 14.87475(14) 14.12270(10)
b/A 10.8671(1) 10.9848(3) 10.8646(2) 11.18877(5) 9.00577(9) 10.79360(10)
c/A 17.4067(3) 17.4559(5) 17.1197(4) 17.70954(14) 20.6317(2) 17.20800(10)
al 90 90 90 90 90 90
b/ 111.065(2) 109.339(3) 111.981(3) 108.7049(9) 105.3890(10) 111.6430(10)
7a 90 90 90 90 90 90
VIA3 2467.02(7) 2511.41(13) 2420.00(10) 2580.76(3) 2664.70(5) 2438.17(4)
Z 4 4 4 4 4 4
VA 1 1 1
Wavelength/A  0.71073 0.71073 1.54184
Radiation type Mo Ko Mo Ka MoK, CuKa CuKa CuK,
Qmin/” 2.43 4.84 2.442 9.502 8.89 4.943
Qmax!’ 25.68 51.362 25.680 148.99 140.138 70.059
Measured Refl. 78147 30848 28990 49976 23183 27049
Independent Refl.4679 4767 4596 5261 4959 4629
Reflections with | 4399 4767 4055 5261 4959 4416
> 2(1)
Rint 0.0345 0.0482 0.0339 0.0539 0.0537 0.0398
Parameters 342 335 317 326 362 326
Restraints 0 0 0 0 0 0
Largest Peak 0.3903 4.90 0.580 0.90 0.91 0.610
Deepest Hole -0.2725 -1.50 -0.321 -0.77 -0.67 -0.375
GooF 1.0465 1.152 1.045 1.069 1.044 1.068
wR: (all data) 0.0436 0.1821 0.0556 0.0720 0.0776 0.0569
WR> 0.0430 0.1751 0.0521 0.0709 0.0758 0.0562
R; (all data) 0.0195 0.0752 0.0295 0.0273 0.0327 0.0235
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R: 0.0178 0.0669 0.0232 0.0262 0.0302 0.0224
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TABELA A2 — Dados cristalograficos e refinamento de estrutura dos ligantes M1 e

D2.

M1 D2
Formula CoH10CIN3OS CoHoN50sS
Dcac/ g cm 1.542 1.642
m/mm-1 4.896 2.699
Formula Weight 243.71 299.27
Colour clear light white yellow
Shape prism plate
Size/mm? 0.18x0.14x0.06 0.15x0.05x0.05
T/IK 100.00(10) 100.00(11)
Crystal System triclinic monoclinic
Space Group P-1 P2i/c
a/lA 6.7491(2) 11.9693(3)
b/A 7.2206(2) 5.28721(16)
c/A 11.5963(4) 19.6536(6)
al’ 80.504(3) 90
b/ 84.905(2) 103.203(3)
al 70.423(3) 90
VIA3 524.81(3) 1210.88(7)
Z 2 4
VA 1 1
Wavelength/A 1.54184 1.54184
Radiation type CuK, Cu Ka
Qmin/’ 3.867 3.793
Qmax/’ 79.539 79.406
Measured Refl. 11899 11351
Independent Refl. 2262 2569
Reflections with | > 2(1) 2101 2248
Rint 0.0531 0.0525
Parameters 138 183
Restraints 0 0
Largest Peak 0.601 0.473
Deepest Hole -0.424 -0.365
GooF 1.202 1.057
WR: (all data) 0.1590 0.1338
WR2 0.1581 0.1278
R: (all data) 0.0566 0.0537
R: 0.0546 0.0472
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FIGURA A59 — Curvas de concentracdo—resposta das células tumorais A2780cis

tratadas com o composto PdD2 apds 48 horas de incubacéao.
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FIGURA A60 — Curvas de concentracdo—resposta das células tumorais A2780
tratadas com o composto PdD2 apds 48 horas de incubacéao.
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FIGURA A61 — Curvas de concentracdo—resposta das células tumorais CHO-K1

o
o

tratadas com o composto PdD2 apds 48 horas de incubacéo.
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FIGURA A62 — Curvas de concentracdo—resposta das células tumorais A2780cis

tratadas com o composto NiD2 apds 48 horas de incubacéo.
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FIGURA A63 — Curvas de concentracdo—resposta das células tumorais A2780

tratadas com o composto NiD2 apés 48 horas de incubacao.
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FIGURA A64 — Curvas de concentracdo—resposta das células tumorais A2780cis
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tratadas com o composto PtD2 apds 48 horas de incubacao.
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FIGURA A65 — Curvas de concentracdo-resposta das ceélulas tumorais A2780

tratadas com o composto PtD2 apdés 48 horas de incubacao.
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