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RESUMO

SINTESE E CARACTERIZACAO DE COMPLEXOS DE PLATINA (1) COM
LIGANTES FOSFINICOS E CLOROQUINA: ESTUDO DE SUAS
INTERACOES COM O DNA E AVALIACAO DE SUAS ATIVIDADES
CITOTOXICAS. Neste trabalho, realizou-se as sintese e caracterizagbes dos
complexos de formula geral [Pt(P-P)Cl;] e [Pt(P-P)(CQ)CI]PFs (onde P-P=
trifenilfosfina (PPhs), 1,3-bis(difenilfosfino)propano (dppp), 1,4-
bis(difenilfosfino)butano (dppb), 1,1"-bis(difenilfosfino)ferroceno (dppf), e
CQ=Cloroquina). As caracterizacbes foram realizadas por meio de analise
elementar, condutividade, espectroscopia de absorcdo na regido do
infravermelho (IV), de RMN H, BC{*H}, ®N{*H}, 3P{*H}, °°Pt{‘H},
espectroscopia de absorcédo na regido do UV-Visivel, voltametria ciclica e pulso
diferencial, e espectrometria de massas (no caso dos complexos com CQ).
Também foi avaliada a interacdo dos complexos sintetizados com o ADN, com a
finalidade de estimar a magnitude da interacdo dos complexos sintetizados com
esta importante macromolécula, obtendo se que 0s complexos sintetizados
apresentam constantes de interacdo similares e superiores as apresentadas pela
CQ e CQDF, e diminuem viscosidade relativa do DNA. Também foi avaliada a
atividade citotoxica dos complexos com CQ nas linhagens celulares tumorais
MCF-7 e MDA-MB-231 (tumor de mama humano), DU-145 (tumor de prostata
humano), A549 (adenocarcinoma de pulm@o humano) e ndo tumorais V79-4
(fibroblasto de pulmédo de hamster chinese) e L929 (células ndo tumorais de
camundongo), 0s quais apresentarem atividade promissoria, principalmente 0s

complexos 5 e 8.



ABSTRACT

SYNTHESIS AND CHARACTERIZATION OF PLATINUM (II)
COMPLEXES WITH PHOSPHINIC AND CHLOROQUINE LIGANDS:
STUDY OF THEIR INTERACTION WITH THE DNA AND EVALUATION
OF THEIR CYTOTOXIC ACTIVITIES. In this work were synthesized and
characterized complexes of general formule [Pt(P).Cl;] and [Pt(P).(CQ)CI]PFs
(where (P).= triphenylphosphine (PPhs), 1,3-bis (diphenylphosphino ) propane
(dppp), 1,4-bis  (diphenylphosphino)  butane  (dppb), 1,1  '-bis
(diphenylphosphino) ferrocene (dppf) and CQ = Chloroquine). The
characterization of the complexes was performed by means of elemental
analysis, conductivity, absorption spectroscopy in the infrared and UV-Visible
regions (IR and UV-Vis), NMR H, BC{*H}, ®N{'H}, 3P{*H}, %Pt{ H},
cyclic voltammetry and differential pulse, and mass spectrometry (in the case of
chloroquine complexes). Also, the interaction of the chloroquine complexes
with DNA was evaluated for calculate to the magnitude of the interaction with
this important macromolecule, obtaining that the complexes showed interaction
constants similar and higher than those presented by CQ and CQDP, and
decrease the relative viscosity of DNA. We also evaluated the cytotoxic activity
of the chloroquine complexes in the cell lines MCF-7 and MDA-MB-231
(human breast tumor cell lines), DU-145 (the human prostate tumor cell line),
A549 (the human lung adenocarcinoma epithelial cell line), V79-4 (the Chinese
hamster lung fibroblast cell line), and the L929 (nontumor cell line from mice),

showed promissory activity, mainly of the complexes 5 and 8.
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1. INTRODUCAO

A aplicacdo da quimica inorganica na medicina € um campo de
pesquisa em rapido desenvolvimento, e novos complexos metalicos terapéuticos
e de diagnostico tem apresentado um grande impacto na pratica médica, no
tratamento de véarias enfermidades.

O descobrimento das propriedades anticancerigenas da cisplatina
representa o0 maior fato na histéria dos bem-sucedidos farmacos
anticancerigenos, por muitos motivos, dentro das quais podemos destacar que
foi o descobrimento que deu e continua dando aos pacientes que padecem dos
distintos tipos de céncer, a esperanca de uma prolongagcdo e uma melhor
qualidade de vida, assim como uma oportunidade de cura. Vale lembrar que
quando os ensaios clinicos com & cisplatina foram iniciados no ano de 1971, o
diagnostico de cancer testicular significava praticamente uma sentenca de morte.

A descoberta de Rosenberg deu origem ao que foi chamado de
renascimento da quimica inorganica medicinal, e também deu origem ao termo
de quimica de bio-coordenacdo. Hoje em dia é dificil achar um melhor exemplo
do sucesso no casamento da quimica inorganica com as outras disciplinas das
ciéncias da vida — a medicina, a farmacologia, a bioquimica e a biologia
molecular — que a historia de sucesso da quimica da cisplatina, quimica
bioinorganica, em seu melhor momento. Em terceiro lugar, o descobrimento de
Rosenberg € um exemplo maravilhoso do que a investigacdo basica pode lograr
e é um compromisso para o apoio da ciéncia basica. E importante destacar hoje
exemplos deste tipo, agora que se torna cada vez mais dificil obter
financiamento para projetos cientificos para os quais as aplicacdes ndo sejam

imediatamente previsiveis.

1.1- Quimica Bioinorganica
Os ions metalicos sdo necessarios para muitas funcdes vitais nos
seres humanos (Figura 1.1). A auséncia de alguns deles pode conduzir a diversos

tipos de doencas. Os exemplos mais conhecidos incluem a anemia perniciosa



resultante da deficiéncia de ferro, retardo no crescimento, oriundo da dieta
insuficiente de zinco e doencas do coracdo em criancas devido a deficiéncia de
cobre. A capacidade de reconhecer e entender a nivel molecular estes
comportamentos e mecanismos de acédo para o tratamento de doencas causadas
pela inadequada funcdo de ions metélicos constitui um aspecto importante da
quimica bioinorganica medicinal. Os ions metalicos também podem induzir a
toxicidade em humanos. Exemplos classicos sdo venenos de metais pesados
como o mercurio e o chumbo. Inclusive ions metalicos vitais podem ser toxicos
quando se apresentam em excesso: 0 ferro € um veneno caseiro comum nos
Estados Unidos como resultado da ingestdo acidental, geralmente por criancas,
dos suplementos dietéticos de sulfato ferroso!. A compreensdo da bioquimica e
biologia molecular dos mecanismos naturais de desintoxicagdo, assim como o
desenho e aplicacdo de agentes quelatantes de ions especificos para tratar as
sobrecargas de metais, sdo dois componentes importantes da nova ciéncia que
evolui na interface da quimica bioinorganica e da medicina, navegando pela
biologia e a bioguimica.

A guimica bioinorganica € um campo em rapido desenvolvimento,
que tem um enorme potencial para aplicacbes na medicina, ndo so para 0s 24 ou
mais elementos essenciais, como também para os elementos ndo essenciais e
inclusive os radiativos. Oferece possibilidades reais para as industrias
farmacéuticas, que tradicionalmente tém sido dominadas pela quimica organica.
A quimica inorganica medicinal é uma nova area importante da quimica. Ela
proporciona o potencial para o desenho de novos agentes terapéuticos e de
diagnosticos para o tratamento e compreensdo de doencas que sdo atualmente
dificeis de serem tratadas. Elementos inorganicos desempenham um papel
fundamental nos processos biologicos e biomédicos, e é evidente que muitos
compostos organicos utilizados na medicina ndo tém um modo de acdo
puramente organico; alguns deles se ativam ou biotransformam mediante a

interagdo com ions metalicos, incluindo metaloenzimas. Outros tém um efeito



direto ou indireto sob o metabolismo de ions metélicos. Este campo tem sido
estimulado principalmente pelo sucesso da cisplatina, o qual € o farmaco
anticancerigeno mais vendido mundialmente?. A auranofina (Figura 1.2),
farmaco antiartritico de grande eficacia, também € bem aceito no mercado. Os
farmacos de terceira geracdo da cisplatina, os quais séo de toxicidade reduzida,
uso oral e apresentam atividade contra tumores resistentes a cisplatina sdo outros

exemplos de fA&rmacos inorgéanicos encontrados e bem difundidos na medicina.

Agentes de Diagnostico
Ressonancia Magnética
(Gd, Mn)

Raios X (Ba, 1)

N\ >

Elementos essenciais
Suplementos minerais
(Fe,Cu, Zn, Se)

Terapia de Quimica Inorganica Medicinal: Inibidores
Quelacdo Focalizacdo dos elementos de enzimaticos
controle da toxicidade

_— e

Agentes terapéuticos Radio farmacos:
(L', Pt, Au, BI) Diagnéstico (99mTc)
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Figura 1.1: Classificacdo dos ions metalicos.
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Figura 1.2: Complexos inorganicos que impulsionaram a bioinorgéanica.



Recentes avancos na compreensdo da quimica de coordenacdo e
bioquimica de metalof&rmacos como os antiartriticos de ouro e farmacos
antiulcerosas de bismuto, levaram ao uso mais eficaz destas, devido ao
conhecimento de seu mecanismo de acdo. Atuais areas com potencial clinico
incluem compostos de manganés e de cobre miméticos da superoxido dismutase,
complexos de vanadio insulinomiméticos, complexos de ruténio coletores de
residuos de oxido nitrico, fotossensibilizadores baseados em lantanios e agentes
metalicos dirigidos a alvos organicos. O crescente conhecimento da bioquimica
dos metais proporciona a base para o desenho de novos medicamentos
(inorganicos e organicos) em muitos outros ambitos, por exemplo,
neurofarmacéuticos e agentes anti-infecciosos. Avan¢os na quimica de
coordenacdo medicinal sdo fortemente dependentes da compreensdo nédo s6 da
termodinamica (equilibrios e estruturas) bem como da cinética e mecanismos de
reacdo dos complexos metalicos, especialmente em condi¢Ges biologicamente
relevantes®.

O campo da quimica inorganica, Util na medicina, pode dividir-se
em duas categorias principais: farmacos que tem como objetivo ions metalicos
em alguma forma, sejam livres ou ligados a proteinas, e em segundo lugar,
farmacos metalicos onde o ion metalico central € a caracteristica chave do
mecanismo de acdo. Medicamentos baseados em metais € um setor comercial
importante da indudstria farmacéutica. As aplicacdes continuam crescendo e 0s
focos clinicamente uteis séo cada vez mais sofisticados. Por esta raz&o, a seguir
serdo descritas as caracteristicas mais importantes de uma das doengas com
maior interesse cientifico, devido ao seu grande impacto mundial, como é o

cancer.

1.2- Cancer
Na medicina, o termo cancer é usado para identificar uma entidade
clinica e anatomopatoldgica de carater maligno, a qual afeta o paciente, e cujas

caracteristicas histopatoldgicas séo a alteracdo morfoldgica e funcional, seguida



pela proliferacdo descontrolada —n&o sempre acelerada— das células de um
tecido que invadem, deslocam e destroem, localmente e remotamente, outros
tecidos sadios do organismo, formando o que comumente se denomina tumor ou
neoplasia.

Sua causa primaria continua sendo desconhecida, porém
fundamentalmente € um anormal e incontrolado crescimento das células do
organismo, produzindo a destruicdo de tecidos e o mau funcionamento dos
diferentes 6rgaos aos quais afetam®. E a segunda causa de morte no mundo, atras
das doencas cardiacas, porém, estima-se que ao longo do século XXI, o cancer
seja a primeira causa de morte nos paises desenvolvidos, pelo qual muito dos
estudos realizados nas diversas instituicdes no mundo tem como area principal o

desenvolvimento de novos compostos com atividade anticancerigena.

1.2.1- Origem do cancer

A ocorréncia de certos fatores (endogenos e exdgenos) incrementa
0 risco de originar cancer em alta porcentagem dos individuos expostos a eles.
Diversos grupos de pesquisa avaliam a relevancia da interacdo destes agentes de
uma maneira multifatorial e sequencial para produzir tumores®, entre estes

fatores podemos mencionar:

(@) Heranca: O cancer em esséncia € um processo genético, e as alteracfes
genéticas podem ser herdadas. Entre 5 a 10 % dos canceres tém origem
hereditaria. Algumas formas de cancer sdo mais frequentes em algumas familias,

como por exemplo, o cancer de mama.

(b) Substancias quimicas: Tem sido comprovada a atividade cancerigena de

diversos compostos, como por exemplo: alquitran, benzopireno e arsénico entre
outros. O cigarro é muito pernicioso, devido as sustancias que contém: nicotina,
alquitran, acidos e Oxidos de carbono. O alcool é também um importante
causador, seu abuso cronico incrementa de maneira importante o risco de

canceres, que sao induzidos por outros agentes.



(c) Radiacdes: As radiagdes ionizantes sdo um dos fatores mais reconhecidos de
promover diversos tipos de cancer. A radiacdo produz mudancas no DNA, como
rupturas ou transposicdes cromossdmicas, onde as fitas fragmentadas de dois
cromossomos podem interligar-se. Os raios ultravioletas do sol e os raios X

aumentam a propensao de adquirir cancer de pele e leucemia.

(d) Infeccbes ou virus: Existem cada vez mais evidencias dos efeitos de algumas

infeccdes no organismo, as quais podem provocar cancer e, em concreto,
aquelas relacionadas com os canceres de estomago, figado, cérvix e sarcoma de

Kaposi (um tipo especial de cancer que aparece em pacientes com AIDS).

(e) Traumas: Se considera prejudicial a irritacdo mecanica produzida sobre uma
porcdo de pele e a friccdo exercida sobre pintas. O cancer de labio nos fumantes
de cachimbos € associado com a irritacdo cronica produzida pelo cachimbo

sobre um grupo de células nos labios.

1.2.2.- Tratamento do cancer
Os meios terapéuticos disponiveis atualmente para tratar o cancer,
de forma independente ou com terapias estratégicas combinadas sao multiplos.

Os mais destacados s@o 0s seguintes:

(a) Cirurgia: util para realizar o estudo histologico definitivo do tumor e permite
o0 diagnostico final do tumor primario e sua extensdo aos ganglios regionais. A
cirurgia permite extirpar totalmente o tumor primario e as metastases regionais.
Entretanto, muitos canceres podem estar demasiado disseminados no momento

do diagndstico para o0 sucesso da cirurgia como tratamento.

(b) Radioterapia: terapia usada para tumores radiosensiveis localizados. A
sensibilidade dos tumores as radiacdes € muito varidvel, pelo que se podem
denominar tumores sensiveis aqueles cuja sensibilidade é superior a dos tecidos
vizinhos normais. A propriedade da radiacdo de respeitar até certo ponto os

tecidos normais permitem o tratamento de tumores em lugares onde ndo é



possivel a pratica da cirurgia pela proximidade de tecidos vitais, ou porque 0s
tumores ja se infiltram em estruturas adjacentes que ndo podem ser sacrificadas.
A radioterapia também se emprega com frequéncia como tratamento paliativo,

sobre tudo nas metastases.

(c) Terapia hormonal: muitos canceres procedentes de tecidos, 0s quais séo
sensiveis a acdo hormonal, como por exemplo, o cancer de mama, prostata,
endométrio e tiredides, respondem ao tratamento hormonal. Esta terapia consiste
na administracdo de diferentes horménios ou anti-hormonios, ou na anulagéo do

hormonio estimulante correspondente.

(d) Quimioterapia: consiste na administracdo, oral e/ou intravenosa, de

medicamentos anticancerigenos. A quimioterapia tem a capacidade de atuar
sobre canceres disseminados, proporcionando uma maior estabilidade aos
resultados da cirurgia e radioterapia, permitindo melhorar a duracéo e qualidade
de vida do enfermo®. Devido a distribuicdo dos farmacos no organismo através
do sistema circulatorio, a quimioterapia € uma técnica atil para aqueles tumores
cuja disseminacdo os faz inacessiveis a cirurgia, ou radioterapia. Existem muitos
farmacos anticancerigenos, a maior parte dos quais atuam interferindo na sintese
ou funcdo do DNA. Portanto, as células em divisdo sdo mais sensiveis a
quimioterapia. Os dois principais problemas que limitam a utilizacdo da
quimioterapia sdo a toxicidade e a resisténcia. As técnicas que evitam ou
controlam a toxicidade e diminuem o risco de resisténcias tém sido
aperfeicoadas ao longo do tempo. E importante a instaura¢io o mais cedo do
tratamento; a utilizacdo de doses 6timas do farmaco, a repeti¢do dos ciclos com
intervalos curtos, e sempre que seja possivel, permitir realizar a recuperagédo do
paciente dos efeitos toxicos. A sintese de novos complexos, 0s quais possam ser
usados no futuro como antineoplasicos, forma parte dos objetivos deste trabalho,

pelo qual sera dada énfase complexos metalicos no cancer.



1.2.3.- Antineoplasicos

O tratamento por antineoplésicos se fundamenta na utilizacdo de
farmacos, os quais provocam uma alteracdo catastréfica no ciclo de divisdo
celular. As investigacfes nesta area ttm como objetivo principal conseguir um
método com uma alta seletividade a células cancerosas e ndo as sadias. A
seletividade (para tecidos neoplasicos e ndo para sadios, ou para determinados
tipos de neoplasia) estd intimamente relacionada com questdes de
farmacocinética e propriedades dos tecidos.

A classificacdo usada para os diversos antineoplasicos atende ao
alvo de acdo do mesmo. Para a maioria dos antineoplasicos o principal alvo € o
DNA, afetando a integridade das cadeias de acidos nucleicos e impedindo desta
maneira a replicagdo normal. A acdo pode ser especifica de fase ou mais
geralmente ocorre em qualguer momento do ciclo celular, porém o efeito s6 se
faz presente onde as células com cadeias defeituosas sofrem um processo de
apoptoses ou “morte programada”. A este grupo pertencem os complexos
metélicos, os quais tem demonstrado possuir um amplo espectro de acdo contra
diversos tipos de cancer, com respeito a sua atividade biologica e a diminuicéo

de resisténcia, dados os resultados in vitro e in vivo.

1.2.4 - Agentes anticancerigenos baseados em platina

O  desenvolvimento  bem-sucedido dos  metalofarmacos
anticancerigenos foi iniciado claramente com a cisplatina. Embora o complexo
fosse inicialmente descrito no ano de 1845 pelo pesquisador italiano Michelle
Peyrone, suas propriedades anticancerigenas ndo foram descobertas até o ano de
1965 pelo cientista americano Barnett Rosenberg, quando pesquisava as
aplicacOes da radiagéo eletromagnética sobre células bacterianas de mamiferos,
para estudar a influéncia dos campos magneticos e elétricos na divisédo celular.
No ano de 1968 depois de superar varias provas com diversas bactérias, o cis-
diaminodicloroplatina (I1) (Figura 1.3a), foi administrado a camundongos com

tumores induzidos observando-se uma marcante diminuicdo no tamanho do
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tumor. Baseando-se nos resultados obtidos o primeiro paciente foi tratado em
1971 e finalmente no ano de 1978 a cisplatina foi aprovado pela FDA (Food and
Drug Administration) para o tratamento de cancer testicular e de bexiga. A
cisplatina foi o primeiro complexo metalico utilizado como antineoplasico’.
Atualmente é empregado para o tratamento de neoplasias de ovario e de
testiculo, principalmente ¢ um componente dos protocolos utilizados no
tratamento de cancer de pulméo e tem um papel paliativo em outras neoplasias;
€ mielosupressor e produz alopecia ligeira, além de ser composto de referéncia
na avaliacdo da atividade anticancerigena de outros compostos®. Este sucesso
originou um renascimento da quimica inorganica medicinal, levando a sintese e
avaliacdo biologica de muitos analogos da cisplatina, e uma investigacdo de
outros elementos proximos da tabela periodica (por exemplo, paladio e ouro).
Grande parte do esforco inicial na concepcdo de novos farmacos de platina foi
destinada a fazer terapias mais seguras para 0s pacientes, com base no cisplatina,
em particular, diminuir ou eliminar a nefrotoxicidade grave e imprevisivel e/ou
o fornecimento de biodisponibilidade oral, os quais estdo dentre os maiores
problemas apresentado pelo cisplatina. Outra grande iniciativa em curso € a de
ultrapassar a resisténcia do tumor ao cisplatina, ou a adquirida durante os ciclos
de tratamento (como ocorre em pacientes com, por exemplo, cancer de ovario)
ou resisténcia intrinseca (tal como o observado em doentes com, por exemplo,
colo retal, prostata, pulmao ou cancer de mama).

Tem-se procurado as sinteses de analogos, entre os que destacam a
substituicdo dos ligantes cloretos por ligantes labeis mais estaveis diminuindo a
toxicidade sem afetar a eficacia antitumoral, como o ciclobutanodicarboxilato
resultando no que se conhece com o nome de carboplatina® (cis-[Pt(1,1-
ciclobutanodicarboxilato)(NHs).]), (Figura 1.3b), comparado com a cisplatina,
apresenta uma nefrotoxicidade menor, é menos toxico para o0 trato
gastrointestinal e menos neurotoxico, em contraste €& mielosupressor,

principalmente a trombocitopenia, sendo a responsavel da limitacdo da dose.
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Outro dos compostos desse tipo é a nedaplatina®® ([Pt(glicolato)(NHs).]) (Figura
1.3c) o qual também contém um ligante quelato no lugar dos dois cloretos como
na cisplatina, tem sido reportado a efetividade desta droga para canceres tanto de
ovario como cervicais. Seu uso tem sido exclusivo ao Japdo, devido a
legislacBes da industria farmacéutica internacional. A manipulacdo das
estruturas e em muitos casos a troca dos grupos labeis influencia na distribuicdo
intracelular dos complexos de platina, porém também tem se realizado
modificacdes sobre 0s grupos amina, como a incluséo do 1,2-diaminocicloexano
no lugar dos NH; na oxaliplatina!?!  (cis-[Pt(oxalato)(1R,2R-
diaminocicloexano),]) (Figura 1.3d), o qual é o complexo com maior
solubilidade em agua, dos anélogos da cisplatina (Pt (11)). Existe evidéncia na
similaridade em relacdo ao mecanismo de agdo com a cisplatina, mas este
composto retém a atividade contra células cancerigenas que apresentam
resisténcia ao cisplatina. Também tem se a lobaplatina'? ([Pt(lactato)(1, 2-
dimetilaminociclobutano)] (Figura 1.3e) o qual foi introduzido em ensaios
clinicos em 1992, se encontra em fase Il para o tratamento de cancer de ovario
resistente ao cisplatina'® e canceres avancados de cabeca e de pescoco, sendo
usado na atualidade exclusivamente na China. A Satraplatina (bis-acetato-
amino-dicloro-cicloexilamina platina (1V)) (Figura 1.3f), foi originalmente
desenvolvido como uma versdo oralmente ativa do carboplatina, sendo o primer
farmaco de platina (1V). Estudos pré-clinicos mostraram que apresenta uma boa
atividade antitumoral por via oral, comparavel com os resultados obtidos com a
administracdo intravenosa do cisplatina e do carboplatina, em camundongos
com xendgrafos de cancer de ovario humano. In vivo o satraplatina €
biotransformado em aproximadamente seis produtos. O maior deles JM118 (cis-
aminodicloro-cicloexilamina platina (1)), retém a atividade celular e apresenta
uma ligagdo com o DNA, muito similar a apresentada pelo cisplatina. Além
disso tem-se avaliado complexos impedidos estericamente como o Picoplatina®

([PtCI2(NHz3)((2-Metilpiridina)] (Figura 1.3g) o qual é ativo (por meio das duas
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vias intraperitional e oral) contra carcinomas humanos resistentes ao cisplatina,
e devido a seus excelentes resultados em fase pré-clinica, entrou na fase clinica
em 1997. A desvantagem deste complexo € a menor reatividade quando
comparado com a cisplatina, devido possivelmente a menor velocidade de
ligacdo as fitas do DNA e as proteinas contidas no plasma. Em 2004 foram
reportados dois complexos de platina, os quais apresentarom resultados

interesantes em varias linhagens tumorais (Figuras 1.3h e 1.3i).
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Figura 1.3: Compostos de platina usados como agentes anticancerigenos (a)
cisplatina, (b) carboplatina, (c) nedaplatina, (d) oxaliplatina, (e) lobaplatina, (f)

satraplatina, (g) picoplatina, (h) aroplatina e (i) ProLindac.

Tem sido aceito como um paradigma da farmacologia bioquimica
dos farmacos antitumorais de platina, a necessidade da configuracdo cis dos
grupos labeis nos compostos de platina (1) para a eficacia de suas atividades
antitumorais. Embora se tenha avaliado certos complexos trans platina (I11) os
quais possuem atividade antitumoral in vitro e in vivo, possivelmente devido a
que 0s mesmos tém distinta forma de se ligar ao DNA, comparado com a
cisplatina, o qual confere uma alta atividade contra células cancerigenas

resistentes.
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Uma diferenca entre a cisplatina e seu anadlogo transplatina, é a
maior reatividade em termos cinéticos do transplatina comparado com a
cisplatina®® e esta caracteristica o faz mais suscetivel a desativagdo®®. O desenho
cuidadoso de complexos trans-Pt os quais tem ligantes volumosos, para produzir
repulséo estérica, pode reduzir a reatividade cinetica destes complexos, porém se
tem observado a capacidade do isbmero trans em formar diversos adutos Pt-
DNA, e desta maneira se espera diferencas nas atividades dos complexos trans-
Pt frente ao cisplatina em certos tumores.

Os primeiros complexos trans-Pt foram desenvolvidos por Farrell e
colaboradores!’, os quais sintetizaram uma série de compostos com a formula
geral [PtCly(L)(L")], onde L=L"=piridina (Figura 1.4a), L=L"=N-metilimidazol
(Figura 1.4b), L=L"=tiazol (Figura 1.4c), L= quinolina e L’= RR’SO imidazol
(Figura 1.4d), L= quinolina e L= NH3 (Figura 1.4e). Estes compostos foram
efetivos em linhagens celulares resistentes ao cisplatina e apresentaram maior

atividade, comparado com a transplatina e seus analogos cis.
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Figura 1.4: Estruturas de alguns complexos de trans-[PtCl,(L)(L")]. (a) trans-
[PtCl(piridina)] (b) trans-[PtCl,(N-metilimidazol),;] (c) [PtCly(tiazoll);] (d)
trans-[PtCl,(quinolina)(RR"SO imidazol)], (e) trans-[PtClx(quinolina)(NHs)].
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Outros exemplos de complexos de platina com atividade

antitumoral:

v' Complexos de platina (IV) com formula trans-
[PtCIoX2(L)(L)] com X=hidréxido ou carboxilato, L=amina®®,

v' trans-[PtCly(L)(L)] com L=alquil-aminas substituidas e
L =isopropilamina®®.
v' trans-[PtCl,(L).] com L=iminoeter®,

v' Complexos de platina binucleares

[(PtX2(am)),H,N(CH2)NNH,]%.

Aproximadamente 10.000 complexos de platina séo testados
anualmente em fase pré-clinica, e s6 uns 30 sdo levados para ensaios clinicos.
Desta maneira atualmente a investigacao esta dirigida para melhorar os farmacos
ja existentes, estudando sua bioquimica e suas relagfes estrutura atividade, para
lograr modifica-los, para que sejam totalmente efetivos contra varios tipos de
cancer, e ndo originem os indesejaveis efeitos secundarios, produzidos pelos
farmacos atuais.

Devido a toxicidade neuroldgica, nefrotoxica e mielosupressora dos
complexos de platina, somado com sua resisténcia em relacdo a certas linhagens
celulares, tem-se desenvolvido novos complexos metalicos, com a finalidade de
melhorar a atividade e evitar a resisténcia do cisplatina. Em virtude deste novo
enfoque e com o entendimento de sua bioguimica comecam a surgir oS

complexos de paladio e ruténio como promissores anticancerigenos.
1.3 — Ligantes com atividade biologica conhecida

1.3.1- Ligantes fosfinicos
As monofosfinas e bifosfinas cumprem um papel importante no
estudo de citotoxicidade de complexos, pois no mecanismo de ac¢do destes pode

estar envolvida a formacdo de sitios vagos pela perda de ligantes, ou abertura do
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anel quelato. E relatado na literatura que os ligantes bifosfinicos, apresentam
atividade citotéxica e antitumoral®.

As fosfinas sdo ligantes neutros que possuem um par de elétrons
capaz de formar ligagdes o, e orbitais do tipo o* (antiligante) e dx vazios com
simetria disponivel para uma sobreposi¢do construtiva com os orbitais tyy do
metal, capazes de receber elétrons w, provenientes do centro metalico,
possibilitando a retrodoacédo. Este sinergismo de ligacdes é capaz de estabilizar
as valéncias mais altas e as mais baixas dos metais de transicdo®. A seguir
mostram-se varios complexos, 0s quais contém este tipo de ligantes os quais
apresentam interessantes atividades antitumorais.

Foram avaliados complexos de paladio derivados do enantidmero
S de N,N-dimetil-1-fenatilamina e de bis(difenilfosfina)ferroceno. Barbosa e
colaboradores®, observaram que os complexos i6nicos e mononucleares de
paladio [Pd(C?N-S.,dmpa)(dppf)]CI, mostrados na Figura 1.5, tém uma grande
atividade nos lisossomas. Este descobrimento tem uma importancia especial no
desenvolvimento de novos farmacos contra o cancer com diferentes modos de
acdo, ja que ¢ a chave na superacao da resisténcia na terapia clinica.

Por outro lado, os estudos toxicolégicos demonstraram que o0
complexo apresenta baixo nivel de toxicidade para os tecidos normais, 0 que

sugere uma alta seletividade a células tumorais.
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Figura 1.5: Estrutura do complexo de paladio i6nico [Pd(C?N-S,.
ydmpa)(dppf)]CI**
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Como foi reportado nos trabalhos de Sadler e Berners-Price, ha
interesse na comunidade quimica por examinar as atividades anticancerigenas de
diversos complexos de ouro (I e 111), devido a abertura destes em fase clinica.

Derivados de ouro tém sido utilizados clinicamente no tratamento
da artrite reumatoide. Adicionalmente estes também tem mostrado boa atividade
como agentes antitumorais. Entre os complexos de ouro investigados por suas
possiveis propriedades antitumorais, podem-se mencionar os derivados de ouro
(D-fosfina, os quais tém mostrado atividade tumoral significativa em modelos
murinos in vivo®.

Outros complexos de interesse sdo cloreto de trietilfosfina de ouro
() (Figura 1.6a), auronofina (Figura 1.6b), cloreto de bis[1,2-bis
(difenilfosfina)etanojouro (1) (Figura 1.6¢c) e cloreto de bis[1,2-bis(di-n-
piridilfosfino)etanojouro (1) (Figura 1.6d), os quais tém mostrado excelente
atividade antitumoral e um espectro de acdo amplo em modelos murinos in vivo.

O estudo da atividade destes complexos de ouro (I) sugere como possivel sitio
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Figura 1.6: Estrutura quimica dos complexos antitumorais de ouro (I) fosfina:
(@) cloreto de trietilfosfina de ouro (I), (b) auronofina, (c) cloreto de bis[1,2-
bis(difenilfosfino)etano]ouro (I), (d) cloreto de bis [1,2-bis(di-n-piridilfosfino)

etano] ouro (1)
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A auranofina é potencialmente citotdxica para células de cancer
humano?’ e também incrementa o tempo de sobrevivéncia de camundongos com
leucemia P388%. Contudo, é ativa s6 contra leucemia P388 em camundongos.
Este farmaco ndo modifica o ciclo de divisdo celular, mas logra inibir as sinteses
de DNA, RNA e proteinas, em concentracGes que sdo letais para as células?.

Um grande numero de complexos monodentados de ouro fosfina-
tiolatos tem sido testado em quanto a sua atividade antitumoral, com variacédo de
ambos ligantes: fosfina e tiolato, como se observa na tabela 1.1. A comparacéo
dos complexos Au (1) tiolatos com fosfina e Au (I) tiolatos sugere ser a fosfina o
agente toxico, e desta maneira 0 metal pode ser o responsavel da entrega dos
ligantes ao sitio de acdo. Em comparacdo, o complexo ouro trietilarsina,

EtsAsAuCI, mostra uma potente citotoxicidade in vitro, mas é inativo in vivo®,

Tabela 1.1: Atividade antitumoral dos analogos de auronofina em camundongos

com leucemia P388, e citotoxicidade in vitro contra células de melanoma B16.

a C
Compostos (pmlt\)/llll:l)(; /dia) %ILSh® (C;l Ils/lo)
Et;PAUSGIU(AC). 18 70 15
EtsPAUGIuU 24 68 2
EtsPAuUCI 14 36 1
Et;PAUCH; 36 55 1
Et;PAUCN 17 68 0.4
EtsPAUNO; 13 41 2
AuSGlu >300 15 166
AuSCH,CH,0OH 500 9 140
AuSCH(COOH)CH,COOH 350 24 60
AuUSCH,CH,0GlIu(Ac), 106 0 >100
Et;AsAuCl 40 18 8
Et,SAuUCI 500 50 >200

aMaximas doses toleradas para camundongos num regime de 5 dias, PAumento maximo no
tempo de vida produzido em camundongos com relacdo a leucemia P388 intraperitoneal.

CConcentragdo na qual se inibe o crecimento das células de melonoma B16 em 50%.
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Compostos binucleares de ouro (1) lineares com uma bisfosfina em
ponte (Figura 1.7a), tal como o Au,CIl,PR,(CH,), € também citotoxico in vitro, e
exibe atividade anticancerigena in vivo contra uma ampla gama de tumores, em

comparacgdo com a auranofina®:,

(a) (b) (©)
Figura 1.7: Estrutura geral dos complexos de ouro (1) difosfina citotoxicos.

Os complexos de Au (1) tais como [Au(Ph,PCH,CH,PEt;).Cl;]
(Figura 1.7b), séo tri-coordenados, com um centro trigonal de ouro 0s quais séo
provavelmente estabilizados pela curta ligacdo Au...Au. A relacdo estrutura
atividade para esta serie, revela a importancia da fosfina. Quando o fosforo é
substituido por arsénio ou sulfeto, resulta na inatividade de tais complexos.
Também a substituicdo por um grupo fenil na fosfina, pode alterar sua atividade
bioldgica. Estes complexos sdo rapidamente convertidos em complexos
tetraédricos no plasma sanguineo, ou em reagfes com tiois ou sulfetos.

Os complexos de ouro (I) com duas bifosfinas (Figura 1.7c),
também tém demonstrado um grande potencial como anticancerigenos, contudo,
sua eficacia tem sido limitada por sua alta toxicidade, e falta de seletividade para
celulas cancerosas. Neste sentido, foi pesquisada a atividade anticancerigena de
uma nova familia de complexos de Au(l) (Figura 1.8), com ligante fosfina de
forma bidentada [1,3-bis(di-2-piridilfosfino)propano (d2pypp)], 0s quais sdo
soluveis em agua. Estes complexos de ouro [Au(d2pypp).]Cl, induzem a
apoptoses de maneira seletiva, em células cancerosas de mama, mas ndo em

células normais de mama32.
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Figura 1.8: Estrutura quimica do complexo de ouro (1) [Au(d2pypp).]Cl e

analogos®2,

1.3.2 - Cloroquina

A cloroquina é uma 4-aminoquinolina®, farmaco mais eficaz e bem
sucedido no tratamento e profilaxia da malaria, usada pela primeira vez em
1940, tinha poucos efeitos secundarios quando era tomada na dose indicada,
além de ser de baixo custo. Desafortunadamente, a maioria das cepas de P.
falciparum tem desenvolvido resisténcia a este medicamento e recentemente tem
se reportado casos de P. vivax resistentes a cloroquina. Por isto muitos grupos de
pesquisa tém tentado modificar sua estrutura, ou mais recentemente coordenéa-la
a metais, com a finalidade de evitar esta resisténcia e aumentar sua atividade
bioldgica.

O grupo de Navarro e colaboradores®3¢ tém desenvolvido
estratégias alternativas que conduzem a agentes metalicos quimioterapéuticos
contra doencas tropicais, baseada na coordenacdo de compostos organicos com
conhecida atividade bioldgica a metais de transicdo, para tentar produzir um
efeito sinérgico com respeito a sua atividade. Os complexos metalicos tém sido
avaliados como potenciais farmacos em uma variedade de doengas, e tém
apresentado aplicagdes como agentes antitumorais, agentes antiinflamatérios® e
antiparasitarios®.

Varios destes complexos resultaram serem muito mais efetivos contra

parasitos malaricos, comparados com a CQDF de maneira isolada: o0 complexo
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[Au(PPh3)(CQ)]PFs, € 0 mais tdxico em cepas de P. falciparum resistentes a
CQDF, numa relacdo da atividade complexo/CQDF de 9.2%, seguido pelo
complexo [RuCIl»(CQ)]. com relacdo 4.2% e por Gltimo o complexo
[Cu(CQ),]CI com relacdo 2.2, mostrando um aumento muito importante da
atividade antiparasitaria da CQ ao formar estes complexos inorganicos (Figura
9).
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Figura 1.9: Complexos de cloroquina com atividade bioldgica3*3’.

Nos ultimos anos Navarro e colaboradores desenvolveram uma
série de complexos de platina (I11) com duas moléculas de cloroquina em posi¢édo
trans, 0s quais apresentaram excelentes atividades antitumorais em seis
linhagens celulares (Tabela 1.2), inclusive melhores que as apresentadas pela

cisplatina®’.
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Tabela 1.2: Efeitos citotoxicos e citostaticos dos complexos trans cloroquina,

em seis linhagens celulares.

Linhagens 1 2 3 CQ | CQDF |CDDP*|TDDP*

Gls 13 10 7 20 17 >30 >30
PC-3 TGI >30 >30 19 >30 >30 >30 >30
LCso | >30 >30 >30 >30 >30 >30 >30

Gls >30 >30 8 >30 >30 26 >30
MCF-7 TGl >30 >30 22 >30 >30 >30 >30
LCs | >30 >30 >30 >30 >30 >30 >30

Glso | >30 >30 8 >30 >30 6 >30
SKBR-3 TGI | >30 >30 13 >30 >30 23 >30
LCso | >30 >30 24 >30 >30 >30 >30

Glso 16 15 7 23 20 >30 >30
HT-29 TGl 24 24 10 >30 29 >30 >30
LCs | >30 >30 24 >30 >30 >30 >30

Glso 7 7 6 10 8 >30 >30
LovVo TGl 20 >30 14 27 30 >30 >30
LCs | >30 >30 >30 >30 >30 >30 >30

Glso 16 12 9 28 20 25 >30
B16/BL6 TGI | >30 20 19 >30 >30 >30 >30
LCso | >30 28 >30 >30 >30 >30 >30

*CDDP= cis-platina, TDDP= trans-platina. Figura 1.d e 1.9¢.3” Glso: inibicédo do
50% do crescimento celular. TGI: inibicédo total do crescimento celular. LCso:

50% de citotoxicidade.

Na procura de novos complexos metalicos com potenciais
aplicacbes médicas, estudos tem se centrado em alvos de agédo especificos, com
a finalidade de incrementar sua atividade bioldgica, e reduzir os efeitos
secundarios causados pelos farmacos usados na atualidade. Neste trabalho
avaliou-se a interacdo dos complexos com o acido desoxirribonucleico. A seguir
sera feita uma breve descricdo das caracteristicas e formas de interacdo deste

importante alvo.
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1.4 — Acido desoxirribonucleico (DNA)

O DNA é uma molécula polimérica, a qual contém a informacao genética
de cada individuo. Sua estrutura e quimica foi tema de debate durante muitos
anos até que em 1953, James D. Watson e Francis H. C. Crick propuseram um
modelo molecular para 0 DNA, baseados em estudos de cristalografia de raios
X3, Os polinucleotideos constituem uma das mais elegantes estruturas quirais
encontradas na natureza, das quais a dupla hélice do DNA é a mais famosa®®. A
estrutura primaria do DNA é definida como a ordem ou sucessdao dos
desoxinucle6tideos, 0s quais possuem trés componentes: uma base nitrogenada,
uma pentose e um grupo fosfato (Figura 1.10). As bases nitrogenadas sao
derivadas de dois compostos principais: uma pirimidina e uma purina, as quais se
ligam covalentemente (N-1 das pirimidinas, N-9 das purinas) ao carbono 1" da
pentose (2-desoxi-D-ribosa), mediante uma ligacdo N-B-glicosilico, formando
um aduto chamado desoxirribonucleésido, ao que se une um grupo fosfato na

posicdo 57, para formar o desoxirribonucleétido®.
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Figura 1.10: (a) Nucleotideos do DNA. (b) Modelo da estrutura do DNA,

empilhamento de bases nitrogenadas.

Esta estrutura é caracterizada por ser formada por duas cadeias

poliméricas de desoxiribonucleotideos, enrolada em torno de um eixo comum
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com um giro a direita, que adota a forma de uma dupla hélice. A estrutura so6
acomoda dois tipos de pares nitrogenados, formados por adenina(A)-timina(T) e
os de citosina(C)-guanina(G). Esta especificidade de emparelhamento tem sua
origem na geometria dos pares. A superficie da molécula de DNA esta marcada
pela existéncia de dois sulcos de diferentes tamanhos como mostrado na Figura
1.10b. A origem destes sulcos € devido ao carater assimétrico da desoxirribosa,
adicionalmente ao fato que em cada par de bases a parte superior é diferente da
parte inferior.

Desde o descobrimento da estrutura helicoidal do DNA, a
construcdo de pequenas moléculas que reconhecam e reagem com sitios
especificos do DNA tem sido uma area de grande interesse. Em particular, o
estudo dos complexos de metais de transicdo que se unem ao DNA, com
especificidade, tem sido um campo em crescimento, devido em grande parte as
propriedades Uteis dos complexos metalicos, que possuem uma ampla gama de
atributos fotofisicos, e permitem o arranjo modular de um conjunto de elementos
de reconhecimento. Por esta razdo sera descrita as principais interacdes que

apresentam os complexos metalicos com o DNA.
1.4.1 — Interac6es dos complexos metalicos com 0 DNA

O DNA é a biblioteca da célula, simultaneamente armazena e
distribui informacdes necessarias para a vida. Moléculas que podem se ligar e
reagir com sitios especificos do DNA proporcionam um meio para acessar essas
informacgOes celulares e a esta importante biomolecula. Nas ultimas décadas,
pequenas moléculas que se ligam ao DNA tém demonstrado serem grandes
promessas como provas diagnosticas e agentes terapéuticos. Muita atencdo tem
se centrado no desenho de agentes organicos e inorganicos que se ligam ao DNA.
Os complexos metélicos apresentam uma grande variedade de interacdes com o
DNA, as quais se classificam em dois tipos: as covalentes e as ndo covalentes*.

As interagOes covalentes sdo as de maior magnitude e na maioria dos casos sao
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irreversiveis, baseam-se na superposicdo dos orbitais, no caso dos metais de
transicao se esperaria uma interacao dos orbitais “d” do metal com o DNA. Entre
as interacOes covalentes de complexos metalicos com o DNA, destacam-se as dos
compostos de platina, especificamente a interacdo do cisplatina com o DNA, o
qual apresenta interagdes covalentes de duas formas (1,2-intrafita e 1,2-interfita,

Figura 1.11) modificando drasticamente a estrutura do DNA.

1.2-Intratita 1.2-Interfita
Figura 1.11: Esquema dos adutos bifuncionais de platina intrafita e interfita.

Também se tem estudado interagGes covalentes, através dos grupos
fosfatos, observados em complexos de titanio com atividade anticancerigena,
assim como complexos de 6smio, com interagdes covalentes com 0S grupos
oxidrilas da desoxirribose (Figura 1.12).
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Figura 1.12: Complexos com interag0es covalentes com diferentes sitios da

estrutura do DNA, (a) complexo de titanio, (b) complexo de 6smio.
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As interacbes ndo covalentes, também denominadas interacdes
fracas ou reversiveis, sdo uma ordem de magnitude menos energéticas,
comparadas com as interacGes covalentes. Dentro das interages ndo covalentes
reportadas entre os complexos metalicos e 0 DNA, destacam-se interacdes por
intercalacdo, formacdo de pontes de hidrogénio e eletrostaticas. Podem-se citar
as interacOes de esfera externa, as quais incluem aqueles complexos os quais se
associam ao DNA, mediante forcas eletrostaticas entre os grupos fosfatos, ou
ligacOes de hidrogénio, entre as bases nitrogenadas e os ligantes do complexo
metalico. Um exemplo classico é o complexo [Co(NHs)e]**, o qual, de acordo
com estudos realizados usando o oligonucledtideo d(CG)s, estabelece pontes de

hidrogénio com uma molécula de guanina, e um grupo fosfato*? (Figura 1.13).

Figura 1.13: Fragmento da estrutura cristalografica do oligonucleotideo d(CG)3
onde se observa os pontes de hidrogénio entre os ligantes amino do complexo
[Co(NH3)e]®* e uma molécula de guanina (G10) e um grupo fosfato (P9). Na

figura R8, R9 e R10 s&o anéis da desoxirribosa; P10 é um grupo fosfato*?,

Os intercaladores podem se definir como ligantes que podem estar
empilhados (total ou parcialmente) entre os pares de bases nitrogenadas. Estes se
estabilizan por forcas do tipo Van der Waals. A intercalagdo de pequenas

moléculas com o DNA é uma interacdo ndo covalente que depende de um
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numero de fatores tais como a planaridade, aromaticidade, e extensdo da
superficie de interacdo®®. O primeiro intercalador do DNA, caracterizado por
difracdo de raios X, foi um composto de platina [Pt(SCH,CH,OH)(terpi)]" (terpi
= terpiridilo), o qual se mostra na figura 1.14, onde pode-se observar sua

intercalacdo entre as pares de bases do DNA.
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Figura 1.14: Intercalacdo do DNA®,

As interessantes propriedades fotofisicas dos complexos metalicos
intercaladores do DNA despertaram o interesse de muitos pesquisadores, pelo
que atualmente muitos cientistas tém focado suas pesquisas ao estudo e
desenvolvimento de diversos complexos metalicos que apresentem interacdes
deste tipo, embora nos ultimos 25 anos, o incremento do interesse tenha se
centrado em agentes que se liguem de forma ndo covalente ao DNA. E de
grande importancia conhecer o tipo da interagdo que pode apresentar cada um
dos complexos com 0 DNA, com a finalidade de desenvolver uma nova clase de
compostos 0s quais possam ser mais efetivos aos usados na atualidade para o
tratamento de diversas doengas, onde as interacbes com o DNA seja seu
principal alvo. A determinacdo dos diferentes tipos de interagdes que
apresentam o0s diversos complexos metalicos com o DNA é possivel ser
determinado através de diversas técnicas fisicas e espectroscdpicas, como se

descreve a seguir.
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1.4.2 — TitulacBes espectroscopicos dos complexos metalicos com 0 DNA

Um dos testes mais empregados para a avaliagdo da interagdo dos
complexos metélicos com o DNA, é o monitoramento das perturbacdes causadas
na regido de transferéncia de carga metal-ligante (MLCT) ou intraligante,
conforme se adicionam aliquotas de uma solucdo de DNA. Este método é
denominado titulacdo espectroscépica**. Em geral, se existe uma interacdo por
parte dos complexos com 0 DNA, é possivel observar mudancgas nos espectros,
devidos as variagcfes nas transicdes dos elétrons ndo ligantes (n) e # ao estado
excitado z* observando-se geralmente deslocamentos para comprimentos de
onda maiores (deslocamento batocromico), e diminuicdo na intensidade da
banda (hipocromismo, independente do efeito de diluicdo), como se observa no
exemplo da figura 1.15. Além da informacdo qualitativa obtida no espectro, €
possivel calcular valores de constantes de interacdo (K,) complexo/DNA, valor
este que pode ser relacionado diretamente com a magnitude da forca da
interacdo, e pela conjugacéo de outros métodos é possivel postular um modo de

interacdo complexo/DNA.
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Figura 1.15: Espectro de absorcdo na regido do UV-Visivel onde se observa os
deslocamentos batocrémicos e hipocromismo incorridos pela interacdo do
complexo [Au(CQ)(PPhs)]PFs com o DNA. [Complexo] 9.98 x 10* M, [DNA]
0-50 uM.
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1.4.3 — Medidas de viscosidade

Mediante a técnica de viscosidade, € possivel detectar mudanzas
estruturais e variagdes no tamanho do DNA, ocasionadas por algum tipo de
interacdo com os complexos, quando um complexo metalico intercala 0 DNA, a
estrutura tridimensional apresenta um aumento no volumen devido ao
estiramento da dupla hélice pela separacdo que ocorre nos pares de bases
nitrogenadas para permitir a entrada de um complexo intercalador (Figura 1.16),
aumentando a viscosidade da solucdo, ja no caso de complexos que interagem
covalentemente com o DNA, estes deformam ou fragmentam a estrutura

tridimensional do DNA, disminuindo sua viscosidade.*®

+ Complexo
metalico

Composto
metalico

Figura 1.16: Alongamento da dupla hélice do DNA pela intercalacéo de um

composto metalico.

Esta técnica € muito usada principalmente para verificar as propriedades

intercalativas dos complexos, plotando (n/no)*® vs [DNA]/[Complexo].

Em resumo, tem se observado nos compostos de coordenacdo, a
importancia tanto do centro metélico, como dos ligantes com respeito as

atividades bioldgicas em céancer, sendo que a escolha correta destes fatores € a
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chave do sucesso para 0 desenvolvimento de novos farmacos inorganicos 0s
quais substituam os complexos usados atualmente no tratamento desta
enfermidade, nesta dissertacdo, realizou-se uma estrita escolha de ambos os
fatores (metal e ligante), pelo qual se esperam resultados que possam aportar

solugdes a este grave problema de satde mundial como é o cancer.
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2. OBJETIVOS

O objetivo principal deste trabalho foi sintetizar e caracterizar
complexos de platina (II) contendo ligantes fosfinicos e cloroquina em sua
esfera de coordenacdo, além de avaliar sua interacio com o DNA e sua

citotoxicidade em linhagens celulares tumorais.

Os objetivos especificos para o desenvolvimento do projeto foram:

1. Sintetizar complexos do tipo [Pt(P).Cl;] e [Pt(P)(CQ)CI]PFs
(onde (P),= trifenilfosfina (PPhs), 1,3-bis(difenilfosfino)propano
(dppp), 1,4-bis(difenilfosfino)butano (dppb),
bis(difenilfosfino)ferroceno (dppf), e CQ=cloroquina).

2. Caracterizar por espectroscopia de RMN *H, BC{*H}, 3P{*H},
19pt{IH}, UV-Vis, 1V, condutividade, analise elemental,
voltametria ciclica e pulso diferencial os compostos obtidos, e

espectrometria de massas (no caso dos complexos com CQ).

3. Avaliar a interacdo dos complexos com o DNA, mediante
titulacbes espectroscopicas complexo/DNA timo de bezerro
(DNA Calf thymus - Aldrich) e medidas de viscosidade a

diferentes relagdes molares complexo/DNA.

4. Avaliar a atividade citotéxica dos complexos em linhagens
celulares tumorais MCF-7 e MDA-MB-231 (tumor de mama
humano), DU-145 (tumor de prostata humano), Ab549
(adenocarcinoma de pulmdo humano) e ndo tumorais V79-4
(fibroblasto de pulméo de hamster chinese) e L929 (células ndo

tumorais de camundongo).
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3. PARTE EXPERIMENTAL

3.1 — Tratamento do argdnio para sintese em atmosfera inerte.

Todas as sinteses foram realizadas sob atmosfera livre de oxigénio.
A atmosfera inerte foi obtida pela passagem de um fluxo de argbnio por um
sistema de colunas contendo silica gel, cloreto de calcio e catalisador BTS — R —
3 — 11 (Fluka Chemika, mantido a 60 °C, para aumentar a eficiéncia do
catalisador). Esses procedimentos foram necessarios para desoxigenar e secar o

gas comercial de procedéncia da AGA, ou White Martins.

3.2 — Solventes

Todos os solventes utilizados, Synth P.A. ou Merck P.A., foram
submetidos a purificacdo prévia, segundo métodos usuais da literatura. Os
principais solventes utilizados foram: diclorometano, eéter etilico, etanol,
metanol, hexano, cloroférmio e hidroxido de aménio. Os solventes deuterados
utilizados foram CD,Cl,;, DMSO, CD;COCDs, CDCl3 e D,0.

3.3 — Reagentes quimicos em geral

Cloroquina difosfato (CQDF), de procedéncia Sigma — Aldrich,
utilizada para a extracdo da cloroquina base (CQ), usada nas sinteses como
ligante bioativo. Os ligantes fosfinicos: trifenilfosfina (PPhs), 1,3-
bis(difenilfosfina)propano  (dppp),  1,4-bis(difenilfosfina)butano  (dppb),
bis(difenilfosfina)ferroceno (dppf), de procedéncia Aldrich e Fluka, o sal
tetracloroplatinato (I1) de potéssio (K,PtCl,), de procedéncia (precmet) foram
utilizados sem purificacdo previa. Perclorato de tetrabutilamonio (PTBA), de
procedéncia Fluka, utilizado no preparo de solugdes 0,1 M em acetonitrila, com
a finalidade de eletrolito para os procedimentos de analise eletroquimica, foram

também usados como recibidos.
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3.4 — Instrumentacao e conduta experimental

3.4.1 — Analise elementar
A determinacdo do teor de carbono, hidrogénio, nitrogénio, foi
realizada em um analisador CHN modelo EA 1108 da FISONS, no laboratorio

de microanalise do departamento de quimica da UFSCar.

3.4.2 — Espectroscopia vibracional na regido do infravermelho

Foi utilizado para obtencdo do espectro de absor¢do na regido do
infravermelho um espectrofotdmetro Bomen-Michelson FT, modelo MB-102
em pastilhas KBr (Merck P.A.) preparadas minuto antes da obtengdo dos
espectros. As analises foram feitas na proporcdo 1:100 da amostra/suporte. O

KBr foi triturado e mantido em estufa 120 °C, antes de ser utilizado.

3.4.3 — Espectroscopia de absorcéo na regido do Ultravioleta-Visivel

Os espectros de absorcdo na regido do ultravioleta-visivel foram
obtidos em um espectrofotometro de arranjo de diodo da Hewlett Packard (HP)
8452A, em solucdes em diclorometano e em varias dilui¢des, partindo de 1,0 x

10 M utilizando cubetas com caminho 6ptico de 1 cm.

3.4.4 — Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Os espectros de ressonancia magnética nuclear de 'H, BC{‘H},
SIp{1H}, ®Pt{’H}, COSY, HSQC e HMBC foram obtidos em um
espectrometro BRUKER DRX 400 MHz, pertencente ao laboratorio do Prof.

Antonio Gilberto Ferreira, do departamento de quimica da UFSCar.

3.4.5 — Eletroquimica

Os voltamogramas ciclicos e de pulso diferencial foram obtidos em
um potenciostato da Bioanalytical System, modelo BAS100W a temperatura de
25 °C. As medidas de voltametria dos complexos foram realizadas utilizando um
sistema convencional de trés eletrodos, consistindo de um eletrodo de platina,

como eletrodo de trabalho, um eletrodo auxiliar também de platina e um
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eletrodo de referencia de Ag/AgCl. Os voltamogramas foram obtidos em
acetonitrila, e como eletrélito suporte utilizou-se perclorato de tetrabutilamonio
(PTBA), 0,1 M.

3.4.6 — Condutimetria

As medidas de condutividade molar foram realizadas em um
condutivimetro Meter Lab., modelo CDM230, utilizando-se solu¢des de 1,0 mM
em CH,Cl,.

3.4.7 — Balanca
As pesagens dos reagentes foram realizadas em uma balanca

analitica Metler H 20T com cinco casas de preciséo.

3.4.8 — Evaporador Rotatoério
Nos processos de evaporacdo do solvente foi utilizado um

evaporador rotatorio Biichi RE 121.
3.5 — Sintese

3.5.1 - Extracéo da cloroquina base (CQ)

A cloroquina base foi obtida pesando-se 5,060 g (9,808 mmoles)
de cloroquina difosfato (CQDF), solubilizando-se em 60 mL de &4gua destilada e
adicionando-se 19 mL de NH,OH, A mistura foi extraida com cloroformio,
concentrando o solvente mediante rota-evaporacdo, obtendo-se um oOleo
amarelo, que foi dissolvido em acetonitrila quente (20 mL) e refrigerado durante
a noite, em geladeira. Observou-se a precipitacdo de um solido branco, que foi
filtrado e lavado com acetonitrila a frio e seco sob vacuo. Rendimento 85 %. IV
[Vmax €M (atribuicdo)]: 3237 (N-H), 1613 (C=C), 1573 (C=N). UV-Vis [g, A
(atribuicdo)]: 18635 e 21110 M cm?, 236 e 260 nm (v—=*); 11170 Mt cm™,
332 nm (n—n*). RMN 'H (CD,Cl,-d,) [ ppm, (integral; multiplicidade;
atribuicdo, J Hz)]: 0,97 (6H, t, H6", 3J = 7,12 Hz), 1,29 (3H, d, H1"", 3J = 6,32
Hz), 1,58 (2H, m, H3"), 1,72 (2H, m, H2"), 2,41 (2H, m, H4"), 2,48 (4H, m,
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H57), 3,69 (1H, m, H1"), 5,46 (1H, d, NH, 3J = 6,40 Hz), 6,45 (1H, d, H3, 3Joro =
5,44 Hz), 7,33 (1H, dd, H6, 3Joro = 8,94 HZ, “Jmeta = 2,10 Hz), 7,75 (1H, d, H5,
3Jorto = 8,94 Hz), 7,89 (1H, d, H8, “Jmeta = 2,10 Hz), 8,46 (1H, d, H2, 3Joro = 5,44
Hz). RMN BC{!H} (CD,Cl,-d,) [ ppm, (multiplicidade; atribuicdo, J Hz)]:
11,62 (C6), 20,20 (C17), 24,19 (C3'), 34,77 (C2), 47,18 (C5), 48,75 (C1"),
52,86 (C4), 99,67 (C3), 117,88 (C10), 122,14 (C5), 125,00 (C6), 128,81 (C8),
134,80 (C7), 149,65 (C9), 149,81 (C4), 152,28 (C2). RMN SN{*H} (CD,Cl,-d,)
[d ppm, atribuicdo]: 335,99 (N3), 340,60 (N2), 358,65 (N1).

3.5.2 - Sintese dos complexos [Pt(P).Cl2].XH20 (1-4)

A sinteses dos complexos 1-4 foram realizadas mediante
modificacdes da sintese reportada por Dopke e colaboradores®, realizando
sintese em sistemas convencionais, sem 0 uso do micro-ondas, e modificando os
solventes, relagbes estequiometricas e tempos de reacdo. Uma solucdo de
bifosfina (1,85 mmol ou 3,70 mmol no caso de PPhs) dissolvida em 50 mL de
metanol (1) ou etanol (2-4), foi colocada em refluxo, sob atmosfera inerte até
completa solubilizagdo. Em seguida, foi adicionado uma solucdo de K;[PtCls]
(1,81 mmol) em 120 mL de diclorometano (1 e 4) ou cloroférmio (2 e 3),
posteriormente adicionando-se 30 mL de &gua destilada, obtendo um sistema
bifasico. A mistura foi mantida em refluxo por 24 horas. Entdo, a mistura foi
concentrada e obteve-se um precipitado, que foi lavado com hexano e éter e

finalmente secou-se sob vacuo.

3.5.2.1 - Sintese do cis-[Pt(PPhs)2Cl;].1/-H20 (1)

Obteve-se um solido branco com rendimento de 96,4 % (2230,0
mg). 1V [Vmax cm?* (atribuicdo)]: v (C-H) 3053 cm™, (harmdnicas) 1970-1827cm-
1 (C-C aromatico) 1586 cm™, v (C=C) 1481 cm, v (P-C) 1097 cm, (Ph-P-Ph)
696 cm?, v (cis-Pt-P) 518 e 527 cm?, (cis-Pt-Cl) 319 e 294 cm™. UV-Vis [g, A
(atribuicdo)]: 33500 M cm?, 236 nm (n—=*); 10300 Mt cm™?, 272 nm (M-L);
8270 Mt cm, 280 nm (L-M); 587 M* cm™?, 332 nm (d-d). RMN H (CD,Cl,-
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d2) [& ppm, (integral; multiplicidade; atribuicdo, J Hz)]: 7,20 (2H, dt, Hc, 3Jmeta =
1,76 Hz and “Jore = 7,72 Hz), 7,36 (1H, m, Hd), 7,47 (2H, m, Hb). RMN
BC{*H} (CD,Cl,-d,) [6 ppm (multiplicidade; atribuicdo, J Hz)]: 128,29;128,35
(d, Cc, 3J C-P = 5,70;5,66 Hz), 130,14;129,46 (dd, Ca, 'J C-P = 67,56 Hz e 3]
C-P = 2,60 Hz), 131,25 (Cd), 135,13:135,18 (d, Ch, 2J C-P = 5,24:5,26 Hz).
RMN 3!P{*H} (CD,Cl,-d) [ ppm, (atribuicdo, multiplicidade)]: 13,72 (PPhs, s,
1J P-Pt = 3681,55 Hz). RMN **Pt{*H} (CD,Cl,-d,) [ ppm, (multiplicidade, J
Hz)]: -4414,02 (t, 1J Pt-P = 3670,24 Hz).

3.5.2.2 - Sintese do [Pt(dppp)Cl2].}/2H20 (2)

Obteve-se um soélido branco com rendimento de 83,2 % (1032,2
mg). 1V [Vmax cm? (atribuicdo)]: v (C-H) 3053 cm?, (harménicas) 1971-1813
cm?, (C-C aromético) 1586 cm™, v (C=C) 1481 cm?, v (P-C) 1101 cm?, (Ph-P-
Ph) 675 cm?, v (Pt-P) 515 cm?, (Pt-Cl) 309 e 291 cm?. UV-Vis
[¢, A (atribuicdo)]: 33000 M? cm?, 236 nm (n—n*); 16070 M* cm?, 252 nm
(M-L); 10275 e 6666 M-t cm?, 268 e 276 nm (L-M); 1403 M- cm2, 300 nm (d-
d). RMN H (CD:Cl-d;) [ ppm, (integral, multiplicidade; atribuicdo)]: 2,01
(2H, m, Hf), 2,52 (4H, m, He), 7,45 (8H, m, Hc), 7,49 (4H, m, Hd), 7,75 (8H, m,
Hb). RMN BC{!H} (CD.Cl,-dy) [ ppm (multiplicidade, atribuicdo, J Hz)]:
73,20 (d, Ce, 1 C-P = 70,56 Hz), 76,23;76,28 (d, Cf, 2] C-P = 5,09;5,11 Hz),
128,33;128,39 (d, Cc, 3J C-P = 5,66;5,64 Hz), 131,44 (d, Ca, 1J C-P = 67,34
Hz), 131,66 (Cd), 135,28;135,33 (d, Ch, 2J C-P = 5,42;5,39 Hz). RMN 3P{'H}
(CD,Cl-dy) [8 ppm, (atribuicdo, multiplicidade)]: -7,61 (dppp, s, J P-Pt =
3418,50 Hz).

3.5.2.3 - Sintese do [Pt(dppb)Cl.].2H20 (3)

Obteve-se um sélido branco com rendimento 96,3 % (1271,1 mg).
IV [Vmax cM™? (atribuicdo)]: v (C-H) 3053 cm™?, (harmonicas) 1967-1813 cm?,
(C-C aromatico) 1587 cm?, v (C=C) 1473 cm?, v (P-C) 1103 cm, (Ph-P-Ph)
700 cm?, v (Pt-P) 536 cm?, (cis-Pt-Cl) 312 e 291 cm™. UV-Vis [e, A
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(atribuicdo)]: 31220 Mt cm?, 234 nm (n—n*); 16076 M cm™, 252 nm (M-L);
9333 e 6978 M cm?, 268 e 276 nm respetivamente (L-M); 871 M cm, 306
nm (d-d). RMN *H (CD,Cl,-d;) [6 ppm, (integral; multiplicidade; atribuicdo)]:
1,83 (4H, m, Hf), 2,61 (4H, m, He), 7,51 (8H, dt, Hc, 3Jmeta = 1,60 Hz € *Joro =
7,60 Hz), 7,57 (4H, m, Hd), 7,76 (8H, m, Hb). RMN BC{*H} (CD,Cl,-d,) [5
ppm (multiplicidade, atribuicdo, J Hz)]: 73,20 (d, Ce, 1J C-P = 70,56 Hz),
76,23;76,28 (d, Cf, 2J C-P = 5,09;5,11 Hz), 128,33;128,39 (d, Cc, %J C-P =
5,66;5,64 Hz), 131,44 (d, Ca, 3J C-P = 67,34 Hz), 131,66 (Cd), 135,28;135,33
(d, Cb, 2J C-P = 5,42;5,39 Hz). RMN *P{*H} (CD,Cl,-d,) [6 ppm, (atribuicéo,
multiplicidade)]: 7,69 (dppb, s, 1J P-Pt = 3545,33 Hz).

3.5.2.4 - Sintese do [Pt(dppf)Cl.].2H20 (4)

Obteve-se um solido amarelo com rendimento 83,2 % (1032,2 mg).
IV [Vmax cm? (atribuicdo)]: v (C-H) 3053 cm™, (harménicas) 1973-1814 cm?,
(C-C aromético) 1587 cm?, v (C=C) 1481 cm?, v (P-C) 1097 cm, (Ph-P-Ph)
695 cm?, v (Pt-P) 520 cm?, (cis-Pt-Cl) 318 e 295 cm™. UV-Vis [g, A
(atribuicdo)]: 33423 Mt cm?, 234 nm (n—r*); 10345 M cm™, 268 nm (M-L);
7960 Mt cm?, 276 nm (L-M); 1138 M cm?, 320 nm (d-d) e 300 Mt cm?, 432
nm (d-d Fe). RMN !H (CD.Cl,-dy) [8ppm, (integral; multiplicidade;
atribuicdo)]: 4,20;4,21 (2H, d, Hg, 3J = 1,80;1,84 Hz), 4,39 (2H, bs, Hf), 7,42
(4H, m, Hc), 7,51 (2H, m, Hd), 7,86 (4H, m, Hb). RMN BC{*H} (CD,Cl,-d,) [5
ppm (multiplicidade, atribuicdo, J Hz)]: 73,20 (d, Ce, 1J C-P = 70,56 Hz),
74,41:74.45 (d, Cg, 3J C-P = 3,66:3,64 Hz), 76,23;76,28 (d, Cf, 2J C-P =
5,09;5,11 Hz), 128,33;128,39 (d, Cc, 3J C-P = 5,66;5,64 Hz), 131,44 (d, Ca, 1J
C-P = 67,34 Hz), 131,66 (Cd), 135,28;135,33 (d, Ch, 2J C-P = 5,42;5,39 Hz).
RMN 3!P{*H} (CD,Cl,-d,) [& ppm, (atribuicdo, multiplicidade)]: 12,63 (dppf, s,
1J P-Pt = 3779,58 Hz). RMN *Pt{'H} (CD.Cl,-d,) [5 ppm, (multiplicidade, J
Hz)]: -4363,30 (t, 1J Pt-P = 3772,92 Hz).
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3.5.3 - Sintese do [Pt(P)2(CQ)CI]PFs.XCH2ClI2 (5-8)

Uma solucédo de [Pt(P).Cl;] (0,78 mmol) foi dissolvida em 50 mL
de diclorometano, e a esta solucdo adicinou-se (3,10 mmol) de NH4PFs.
Posteriormente adicionando-se uma solucdo de CQ (1,44 mmol/40 mL de
diclorometano). A mistura foi refluxada por 24 horas, em seguida a mistura foi
concentrada, eliminando-se o solvente, depois foi lavado com agua e éter,

finalmente secou-se sob vacuo.

3.5.3.1 - Cis-[Pt(PPhs)2(CQ)CI]PFs./2.CH.Cl: (5)

Obteve-se um solido amarelo palido com rendimento de 83,1 %. IV
[Vmax cm? (atribuicdo)]: v (N-H) 3407 cm™?, v (C-H aromaético) 3057 cm™?, v (C-
H alifatico) 2970 cm?, (harménicas) 1971-1813 cmt, (C-C aromatico) 1586 cm-
1 v (C=C) 1612 cm', v (C=N) 1547 cm!, v (P-C) 1095 cm, (PFe) 865 cmt,
(Ph-P-Ph) 693 cm?, v (Pt-P) 527 cm?, (Pt-Cl) 312 cm?. UV-Vis
[e, A (atribuicdo)]: 44800 M* cm?, 238 nm (n—r* PPhg); 27170 M cm?, 262
nm (n—n* CQ); 16622 e 17092 M cm™, 348 e 358 nm, respectivamente (n—n*
CQ). RMN 'H (CD,Cl,-d,) [ ppm (Isémero A:B), (integral; multiplicidade;
atribuicdo, J Hz)]: 1,00:1,03 (6H, t, H6", 3] = 7,16:7,12 Hz), 1,22:1,26 (3H, d,
H1”, 3J = 6,36:6,40 Hz), 1,60 (2H, m, H3"), 1,75 (2H, m, H2"), 2,48 (2H, m,
H4'), 2,55 (4H, m, H5"), 3,59 (1H, m, H1), 6,17:6,22 (1H, d, H3, 3Jono =
6,52:6,76 Hz), 6,73:7,08 (1H, d, NH, 3J = 6,88 Hz), 7,13;7,28 (12H, m, Hc),
7,35 (6H, m, Hd), 7,50 (12H, m, Hb), 7,40 (1H, m, H6), 7,75:7,77 (1H, d, H5,
3Jore = 9,16:9,04 Hz), 8,19:8,22 (1H, d, H2, 3Joro = 6,52:6,76 Hz), 9,02:9,00
(1H, d, H8, *Jmeta = 1.84 Hz). RMN BC{*H} (CD,Cl,-d,) [ ppm (Isémero A:B),
(multiplicidade; atribuicdo, J H2z)]:11,19:11,41 (C6"), 19,44:19,56 (C1"),
23,65:23,85 (C3), 34,06:34,33 (C2'), 47,40:47,42 (C5), 49,46:49,58 (C1'),
52,51:52,65 (C4), 101,42:101,51 (d, C3, 4J C-P = 3,21:3,18 Hz), 118,56:118,75
(d, C10, 4J C-P = 3,57:3,71 Hz), 124,03:124,25 (C5), 125,74:125,80 (C8),
126,16:126,26 (C6), 126,61:127,25 (d, Ca, J C-P = 64,13:64,73 Hz),
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128,85:129,07 (d, Cc, 3J C-P = 11,27:11,49 Hz), 132,02:132,31 (d, Cd, 2 C-P =
2.47:2,39 Hz), 134,08:135,34 (d, Cb, 2J C-P = 10,87:9,98 Hz), 136,96:136,99
(C7), 14553:14559 (C9), 151,58:151,70 (C4), 152,53:152,57 (C2). RMN
PN{iH} (CD,Cl,-d,) [ ppm, atribuicdo]: 336,18 (N3), 342,07 (N2), 350,44
(N1). RMN 3!P{*H} (CD,Cl,-d,) [& ppm, (atribuicdo, multiplicidade, J Hz)]: -
144.5 (PFe, sept, 1J P-F = 711,24 Hz ), 4,65 (PPhs®, d, 2] P-P = 18,47 Hz, 1J P-Pt
= 3196,44 Hz), 15,03 (PPhs?, d, 2J P-P = 18,47 Hz, 1J P-Pt = 3792,85 Hz). RMN
195pt{*H} (CD,Cl,-d;) [ ppm, (multiplicidade, J Hz)]: -4320,66; -4283,25 (dd,
1J Pt-P, = 3707,86 Hz, 1J Pt-P, = 3204,17 Hz). ESI(+)-MS (acetona): [M+H]*
(1220,3352 m/z, 8,34%), [M-PFg]* (1074,3475 miz, 15,42%), [M-CQ-PFg]*
(755,1503 m/z, 100%), [CQ+H]* (320,2032 m/z, 52,50%). Voltametria ciclica
(acetonitrila): 880 mV (CQ) e 1886 mV (Pt'"/Pt'").

3.5.3.2 - [Pt(dppp)(CQ)CI]PFs./4CH.Cl. (6)

Obteve-se um solido branco com rendimento de 81,6 %. 1V [Vimax
cm? (atribuicdo)]: v (N-H) 3413 cm?, v (C-H aromaético) 3057 cm?, v (C-H
alifatico) 2970 cm, (harmdnicas) 1970-1815 cm?, v (C=C) 1612 cm?, v (C=N)
1547 cm* (P-C) 1103, (PFe) 846 cm, (Ph-P-Ph) 695 cm?, (Pt-P) 517 cm™, (Pt-
Cl) 306 cm™. UV-Vis [g, A (atribuicdo)]: 41750 M cm, 234 nm (n—n* dppp);
20070 M1 cm?, 262 nm (n—n* CQ); 14570 e 14800 M* cm™, 348 e 358 nm
respectivamente (r—n* CQ). RMN !H (CD,Cl,-d;) [ ppm (Isdbmero A:B),
(integral; multiplicidade; atribuicéo, J Hz)]: 0,97:1,00 (6H, t, H6", 3J = 7,16 Hz),
1,23 (3H, d, H1"", 3] = 6,36 Hz), 1,55 (2H, m, H3"), 1,71 (2H, m, H2"), 2,09
(2H, m, Hf), 2,40 (2H, m, H4"), 2,52 (4H, m, H5"), 2,60;2,78 (4H, m, He), 3,57
(1H, m, H1"), 6,13:6,18 (1H, d, H3, 3Joro = 6,56:6,64 Hz), 6,59:6,85 (1H, d, NH,
3J = 7,04:6,24 Hz), 6,96;7,20;7,58 (8H, m, Hc), 7,11;7,41 (4H, m, Hd), 7,27
(1H, m, H6), 7,64:7,85 (8H, m, Hb), 7,64 (1H, m, H5), 7,97;7,98:7,99;8,00 (1H,
d, H2, 3Joro = 6,52:6,76 Hz), 8,55:8,51 (1H, d, H8, “Jmeta = 1,84:1,92 Hz). RMN
BC{*H} (CD.Cl,-dy) [6 ppm (Isdmero A:B), (multiplicidade; atribuicéo, J Hz)]:
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11,19:11,40 (C67), 18,81 (Cf), 19,40:19,47 (C1™), 23,60:23,79 (C3),
24,31;24,37:24,61;24,65 (d, Ce, J C-P = 40,80;40,96:40,89;40,62 Hz),
33,97:34,23 (C2), 47,26 (C57), 49,30:49,38 (C1°), 52,41:52,48 (C4"),
101,00:101,03 (d, C3, 4J C-P = 2,88:2,95 Hz), 118,27:118,41 (d, C10, 2J C-P =
3,74:3,75 Hz), 123,36:123,54 (C5), 126,05:126,09 (C8), 126,09:126,14 (C6),
128,56;128,58:129,36;129,37;129,41;129,49;129,53 (d, Cc, 3 C-P =
11,02:11,72 Hz), 127,29:128,10 (d, Ca, J C-P = 65,51:60,37 Hz),
131,86:131,99 (d, Cd, 4 C-P = 2,81:2,47 Hz),
132,31;132,37;132,61;133,32;133,35;133,50;133,56;132,45;132,62 (d, Cb, 2J C-
P = 10,24 Hz), 136,44:136,49 (C7), 145,23:145,30 (C9), 151,44: 151,53 (C4),
151,81 (C2). RMN N{!H} (CD.Cl,-d;) [6 ppm, atribuicdo]: 336,07 (N3),
342,20 (N2), 350,46 (N1). RMN 3!P{*H} (CD.Cl,-d;) [6 ppm (Isdmero A:B),
(atribuicdo, multiplicidade; J Hz)]: -144,5 (PFe, sept, 1J P-F = 711,24 Hz ), -
14,56:-14,46 (P®, d, 2J P-P = 28,10 Hz, 1J P-Pt = 2971,06 Hz), -5,53 (P?, d, 2J P-
P = 28,10 Hz, 1J P-Pt = 3342,59 Hz). RMN *°*Pt{*H} (CD,Cl,-d;) [ ppm,
(multiplicidade, J Hz)]: -4399,40; -4364,23 (dd, *J Pt-P, = 3351,82 Hz, 1J Pt-P,
= 3012,65 Hz). ESI(+)-MS (acetona): [M+H]" (1108,3545 m/z, 3,77%), [M-
PFe]* (963,3629 m/z, 6,60%), [M-CQ-PF¢]* (643,1437 m/z, 70,75%), [CQ+H]*
(320,2136 m/z, 100%). Voltametri ciclica (acetonitrila): 890 mV (CQ) e 1860
mV (Pt'/pt'h).

3.5.3.3 - [Pt(dppb)(CQ)CI]PFs.}/>CHCl: (7)

Obteve-se um solido branco com rendimento de 81,6 %. 1V [Vimax
cm? (atribuicdo)]: v (N-H) 3410 cm?, v (C-H aromatico) 3057 cm?, v (C-H
alifatico) 2968 cm, (harmdnicas) 1969-1815 cm?, v (C=C) 1612 cm?, v (C=N)
1548 cm'?, (P-C) 1100 cm?, (PFe) 863 cm't, (Ph-P-Ph) 695 cm?, (Pt-P) 534 cm
1 (Pt-Cl) 308 cm™. UV-Vis [g, A (atribuicdo)]: 40850 M* cm, 234 nm (n—n*
dppb); 20460 M cm™?, 262 nm (n—n* CQ); 14880 e 15064 M cm™, 348 e 358
nm respectivamente (n—n* CQ). RMN 'H (CD,Cl,-dy) [6 ppm (Isdbmero A:B),
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(integral; multiplicidade; atribuicéo, J Hz)]: 0,97:1,02 (6H, t, H6", 3] = 7,14 Hz),
1,25:1,24 (3H, d, H1™", 3J = 6,28:6,32 Hz), 1,53;2,47 (4H, m, Hf), 1,63 (2H, m,
H3"), 1,73 (2H, m, H2"), 2,42 (2H, m, H4"), 2,39;2,91 (4H, m, He), 2,56 (4H, m,
H57), 3,60 (1H, m, H1"), 6,21:6,26 (1H, d, H3, 3Jo = 6,52 Hz), 6,57:6,93 (1H,
d, NH, 3J = 6,88:6,76 Hz), 7,07;7,16;7,53;7,61 (8H, m, Hc), 7,37;7,67 (4H, m,
Hd), 7,31 (1H, m, H6), 7,30;7,75;7,90 (8H, m, Hb), 7,33 (1H, m, H5), 8,09:8,11
(1H, d, H2, 3Jono = 6,52 Hz), 8,54:8,57 (1H, d, H8, *Jea = 1,92 Hz). RMN
BC{H} (CD,Cl,-d) [6 ppm (Isdmero A:B), (multiplicidade; atribuicéo, J Hz)]:
11,30:11,52 (C67), 19,35:19,51 (C17), 22,38:25,83 (Cf), 23,67:23,83 (C3),
26,52;26,60:29,00;29,04 (d, Ce, W C-P = 39,52;36,88:36,77;37,33 Hz),
34,02:34,33 (C2), 47,32 (C5"), 49,35:49,44 (C1), 52,44:52,58 (C4"),
101,24:101,33 (d, C3, 4J C-P = 3,54:3,61 Hz), 118,20:118,39 (d, C10, *J C-P =
3,36:2,80 Hz), 123,76:123,96 (C5), 125,72:125,79 (C8), 126,11:126,18 (C6),
128,24:128,30 (d, Ca, 1J C-P = 65,20:63,39 Hz), 128,96;129,03;129,22;129,33
(d, Cc, 3J C-P = 10,94;11,22;11,08;11,20 Hz), 132,34;132,52 (d, Cd, *J C-P =
2,37 Hz), 132,97;133,05;134,20;134,45 (d, Ch, 2J C-P = 9,60;10,05;9,70;9,47
Hz), 136,65:136,70 (C7), 145,35:145,43 (C9), 151,43:151,55 (C4), 152,30 (C2).
RMN ®N{'H} (CD.Cl,-d,) [6 ppm, atribuicdo]: 336,18 (N3), 342,27 (N2),
350,84 (N1). RMN 3P{*H} (CD.Cl>-dy) [6 ppm (Isdmero A:B), (atribuicéo,
multiplicidade, J Hz)]: -144,5 (PFs, sept, 1J P-F = 711,24 Hz ), -9,20:-9,50 (P",
d, 2J P-P = 23,11:22,68 Hz, 1J P-Pt = 3002,29 Hz), 18,88:19,02 (P?, d, 2] P-P =
23,11:22,68 Hz, 1J P-Pt = 3589,83 Hz). RMN *Pt{*H} (CD,Cl,-d,) [ ppm,
(multiplicidade, J Hz)]: -4384,07; -4348,73 (dd, 1J Pt-P, = 3644,15 Hz, 1J Pt-P,
= 3026,69 Hz). ESI(+)-MS (acetona): [M+H]" (1122,3516 m/z, 6,66%), [M-
PFe]™ (976,3547 m/z, 100%), [M-CQ-PF¢]* (656,1428 m/z, 78,75%), [CQ+H]"
(320,2122 m/z, 89,16%). Voltametria ciclica (acetonitrila): 900 mV (CQ) e 1861
mV (Pt'/pt'h.
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3.5.3.4 - [Pt(dppf)(CQ)CI]PFs.1/2CH.CI. (8)

Obteve-se um solido amarelo com rendimento de 92,3 %. IV [Viax
cm? (atribuicdo)]: v (N-H) 3409 cm?, v (C-H aromatico) 3057 cm?, v (C-H
alifatico) 2970 cm?, (harménicas) 1971-1813 cm?, v (C=C) 1612 cm?, v
(C=N) 1548 cm, v (P-C) 1098 cm?, v (PFg) 848 cm™, (Ph-P-Ph) 697 cm™, v
(Pt-P) 519 cm, (Pt-Cl) 313 cm™. UV-Vis [g, A (atribuicdo)]: 46815 M™* cm™,
234 nm (n—n* dppf); 22895 M cm?, 260 nm (n—r* CQ); 15150 e 15690 M
cm?l, 348 e 358 nm respectivamente (r—n* CQ). RMN !H (CD,Cl,-d,) [6 ppm
(Isbmero A:B), (integral, multiplicidade, atribuicdo, J Hz)]: 1,02:1,06 (6H, t,
H6", 3J = 7,08 Hz), 1,23:1,24 (3H, d, H1"", 3J = 6,12:6,24 Hz), 1,64 (2H, m,
H3%), 1,79 (2H, m, H2"), 2,52 (2H, m, H4"), 2,61 (4H, m, H5"), 3,58 (1H, m,
H1"), 3,63;3,67;4,73;4,79 (4H, s, Hg), 4,33;4,88;5,06 (4H, s, Hf), 6,13:6,17 (1H,
d, H3, 3Joe = 6,60:6,76 Hz), 6,65:6,97 (1H, d, NH, 3J = 6,72:7,16 Hz),
7,04;7,61;7,67 (8H, m, Hc), 7,27 (4H, m, Hd), 7,35 (1H, m, H6), 7,60;7,69;8,01
(8H, m, Hd),7,79:7,74 (1H, d, H5, 3Jon = 8,76:9,12 Hz), 8,02 (1H, m, H2),
8,83:8,82 (1H, d, H8, *Jmeta = 1,76:1,80 Hz). RMN BC{*H} (CD,Cl,-d) [5 ppm
(Isbmero A:B), (multiplicidade, atribuicdo, J Hz)]: 10,97:11,23 (C6"),
19,53:19,59 (C17"), 23,44:23,70 (C3"), 33,98:34,18 (C2"), 47,51 (C5),
49,45:49,57 (C1"), 52,57:52,73 (C4"), 70,65:71,61 (d, Ce, 1J C-P = 74,19:71,38
Hz), 74,25;74,55;75,97;76,53;76,86 (Cf), 77,67:76,97 (Cg), 101,44 (C3),
118,52:118,68 (d, C10, 4J C-P = 4,36:4,21 Hz), 123,99:124,24 (C5),
125,62:125,69 (C8), 126,21:126,28 (C6), 128,59;128,89:132,34;132,52 (d, Cc,
3) C-P =11,38:7,63 Hz), 129,11;129,41:134,75;134,82;135,06;135,13 (d, Cb, 2J
C-P = 11,73:10,10 Hz), 131,70 (Cd), 136,92 (C7), 145,44 (C9), 151,60:151,72
(C4), 152,34 (C2). RMN *N{*H} (CD,Cl,-d>) [ ppm, atribuicédo]: 336,14 (N3),
342,20 (N2), 350,11 (N1). RMN 3P{'H} (CD,Cl.>-d,) [8 ppm (Isdmero A:B),
(atribuicdo, multiplicidade, J Hz)]: -144,5 (PFe, sept, 1J P-F = 711,24 Hz ), 4,92
(P°, d, 2] P-P = 15,42 Hz, 1J P-Pt = 3310,21 Hz), 15,26:15,28 (P?, d, 2] P-P =
1542 Hz, Y P-Pt = 3757,99 Hz). RMN Pt{H} (CD.Cl>-d,) [8 ppm,
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(multiplicidade, J Hz)]: -4216,27;-4255,16 (dd, *J Pt-P, = 3776,26 Hz, 1J Pt-P, =
3330,50 Hz). ESI(+)-MS (acetona): [M+H]* (1250,1364 m/z, 8,66%), [M-PFs]*
(1108,2703 m/z, 8,75%), [M-CQ-PFe]" (784,0406 m/z, 39,16%), [CQ+H]*
(320,1958 m/z, 100%). Voltametria ciclica (acetonitrila): 880 mV (CQ), 1886
mV (Pt"/Pt'""), E1>=1048 mV e AE = 72 mV (par redox Fe'//Fe'™.

3.6.- Técnicas para o estudo da interacdo complexo/DNA

3.6.1.- Preparacao da solucdo de CT-DNA

O CT-DNA (Calf Thymus) foi preparado em Buffer Trizma (0,5
mM tris base, 4,5 mM de tris HCI e 50 mM NaCl, pH 7,4). A concentragdo da
solugéo foi calculada mediante UV-Vis, utilizando o maximo de absorbancia do

DNA em 260 nm, que tem uma absortividade molar de 6600 cm*M™,

3.6.2 - TitulagOes espectroscopicas

Foram realizadas pela adicéo de aliquotas da solucdo de CT-DNA a
uma cubeta que contém os complexos (40 uL dos complexos 2 mM, 1960 pL
de buffer tris, pH 7.4; 80 uL CQDF 2 mM), na cubeta de referéncia contendo 40
uL de DMSO e 1960 uL de buffer, também foram adicionadas aliquotas de CT-
DNA a fim de subtrair esta medicdo do espectro da amostra. A adicdo €
realizada até que ndo se observe alteracdes significativas no espectro UV-Vis.
Finalmente foram determinadas as constantes de interacdo dos complexos com

0 CT-DNA mediante a equacdo de Scatchard, a qual € mostrada abaixo:

o
(g =K

Onde r: € o numero de moles do complexo ligado a um mol de CT-
DNA; n: é o numero de sitios potencialmente ligados por molécula de
complexo; K: é a constante de interagdo dos complexos com o0s sitios

disponiveis no DNA,; C.: é a concentragdo do ligante livre.
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A concentracéo do ligante livre e ligado (C_ e Cg) foi calculada a
partir de C.= C (1-a), onde C ¢é a concentracdo total do complexo, a € a fracdo
molar do complexo ligado, calculada a partir de a= (A_-A)/(AL-Ag), onde A_ e
Ag sdo as absorbancias do complexo livre e ligado a um comprimento de onda
especifica e A € a absorbancia em qualquer ponto da titulacdo. Plotando r/C_
versus r, pode se achar a constante de interacdo, a partir do coeficiente angular
da curva.

3.6.3 — Medidas de viscosidade

As medidas de viscosidade foram realizadas num banho mantendo
a temperatura em 25 °C usando um viscosimetro de Ostwald, medindo o tempo
de fluxo com um crondmetro digital, repitindo cada medida cinco veces, usando
uma media destas medidas para os calculos, foram empregadas diferentes
solugbes dos complexos a distintas relacbes complexo/DNA, finalmente os
dados obtidos foram plotados num grafico de (n/mo)*® versus
[complexo]/[DNA], onde n é a viscosidade do CT-DNA na presenca do
complexo e n, é a viscosidade do CT-DNA sosinho, estes valores foram
calculados a partir dos tempos de fluxo medidos e corregidos restando os

tempos de fluxo dos solventes.

3.7.- Ensaios de citotoxidade

Os compostos analisados foram avaliados pela capacidade de inibir
0 crescimento in vitro de células tumorais usando linhagens de célula derivada
de tumor humano, MCF-7 e MDA-MB-231 (tumor de mama humano), DU-145
(tumor de prostata humano), A549 (adenocarcinoma de pulmédo humano), V79-4
(fibroblasto de pulmdo de hamster chinese) e L929 (células ndo tumorais de
camundongo).

Antes das células poderem ser usadas existe uma série de

procedimentos e materiais necessarios que serdo descritos a seguir.
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3.7.1.- Linhagem de células e condicdes de cultura

As células MCF-7, MDA-MB-231, DU-145, A549, \V79-4 e 1929,
disponiveis no laboratério de Biologia do Envelhecimento do Departamento de
Gerontologia da UFSCar, foram mantidas em vials congelados em nitrogénio
liquido; a partir deles, as celulas foram obtidas (descongeladas a 37°C por cerca
de 90 s) e subculturadas serialmente para posterior uso nos experimentos.

As ceélulas foram cultivadas como cultura de monocamada aderente
em meio Leibovitz L-15, suplementado com soro fetal bovino (SFB) 10% e a
L929 em cultura de suspensdo em meio (DMEM para MDA-MB-231, DU-145,
A549, V79-4 e L929, e RPMI para MCF-7), suplementado com soro fetal
bovino (SFB) 10%. As culturas foram mantidas a 37 °C em uma atmosfera
umidificada contendo 5% de CO..

Durante o crescimento das celulas o meio de cultura foi trocado a

cada 2-3 dias para o melhor desenvolvimento destas.

O crescimento das células foi acompanhado dia a dia com o auxilio
de um microscopio. Quando a garrafa continha uma boa quantidade de células
realizava-se a contagem das células e devido a aderéncia fez-se um
procedimento conhecido por tripsinizacdo que € a remocao das células para uso
nos experimentos.

A contagem das células foi feita ajustando o volume para que cada
200 uL contenha a quantidade desejada de células (1,5 x 10* células). Apéds a
aplicacdo das células em placa para microcultura de 96 pocos (estéril) com
densidade de 1,5 x 10* células por pogo (em 200 pL) armazenou-se a placa em
estufa (37°C / 5% CO,) por 24 horas para que ocorresse a adesdo celular.
Finalmente, os compostos em diferentes concentracdes foram adicionados em

triplicata, sendo o tempo de incubacao de 48 h.
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3.7.2 - Ensaio citotoxico
Os compostos foram avaliados usando o ensaio com MTT (3-(4,5-

dimetiltiazol-2-il)2,5-difenil brometo de tetrazolium)*’, que consiste em uma
determinacdo colorimétrica de viabilidade celular durante tratamento in vitro
com o farmaco. Este ensaio colorimétrico de microcultura, desenvolvido como
um estagio inicial para o “screening” de farmacos, mede a quantidade de MTT
reduzido pela desidrogenase mitocondrial e assume que a viabilidade celular
(correspondente a atividade redutiva) é proporcional a producdo de cristais de
formazan (violeta) que, apds solubilizado, € medido espectrofotometricamente.
A densidade Optica (absorbancia dos pocos) foi medida em um leitor de
microplacas a 540 nm. Para verificar o efeito do solvente DMSO, controles
adicionais receberam 1% deste solvente.

Um baixo 1Cs; € desejado e implica citotoxicidade ou
antiproliferacdo a baixas concentrag6es do farmaco. O valor de ICs, representa a
concentracdo do farmaco que € necessaria para reduzir 50% o crescimento
celular.

Foram preparadas 8 concentragOes de cada complexo (20 mM a
0,48 mM) utilizando-se DMSO para solubilizar os mesmos. Considerando que a
concentracdo final de DMSO junto as células ndo deve ultrapassar 1 % e que 0
volume de meio de cultura em cada poco é 200 uL, tomou-se uma aliquota de 1
uL (0,5 %) de cada concentracdo de complexo e adicionou-se ao poco. Desta
maneira as concentracdes finais dos complexos foram 200 uM a 0,048 uM. As
solugbes dos compostos séo preparadas no fluxo laminar utilizando-se materiais

estéreis (DMSO e frascos de armazenagem).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os compostos sintetizados neste trabalho foram caracterizados por
técnicas adequadas: RMN de H, BC{*H}, ®N{H}, ¥P{'H}, %pt{'H},
espectroscopia de absorcdo na regido do UV-Vis e IV, Condutancia Molar,
Eletroquimica e Microanalise. Para maior clareza e facilidade de leitura e
comparacao dos resultados, os complexos sintetizados foram separados em dois
grupos, complexos precursores de tipo [Pt(P).Cl,].XH,O e os complexos de
cloroquina do tipo [Pt(P).(CQ)CI]PFs.XCH.Cl,, e dentro destes grupos o0s
resultados foram agrupados, segundo as técnicas de caracterizacdo. Além disso,
somente alguns espectros sdo mostrados neste capitulo como exemplos, todos 0s
outros espectros estdo presentes nos apéndices localizados no final desta

dissertacao.

4.1 — Caracterizacao da cloroquina (CQ)

A cloroquina base (CQ) foi extraida partindo da cloroquina

difosfato (CQDF). A seguinte figura mostra o esquema da rota de extracao.

/L/\/\'HKH:P_O_, J\/\/ K
o © T HN ‘\W

+6NH,OH =< = + 6H,0 + 2(NH,)PO,
Cl \'g Cl 7
1 : N

H B,PO,

Os dados de anélise elementar tém uma diferenca inferior ao 0,40 %
entre os valores calculados e os encontrados, confirmando a eficiéncia na

extracdo e purificacdo da CQ (Tabela 4.1).

Tabela 4.1: Dados de anélise elementar da cloroquina.

Analise % C % H % N
Elementar

Experimental 67,78 8,43 13,30
Teorico 67,52 8,17 13,12
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O espectro eletronico da cloroquina (Figura 4.1) apresenta duas
bandas bastante intensas entre 230 e 260 nm, correspondente as transicdes n —
7* presente nos anéis quinolinico da cloroquina, também apresenta uma banda
alargada de media intensidade, entre 300 e 360 nm correspondente as transicoes
7 — 7* presente nos anéis aromaticos deste ligante. Todas as atribuicdes foram

feitas baseando-se nos valores de épsilon e os dados da literatura®.

169 o (num) | e M em!) | Atribuicio
1.4+ 236 18635 n-m*
1,2 260 21110

332 11170 n—m*

0.8+

Absorbancia

06+

04

02+

0*0 T T T T T T T 1
220 240 260 280 300 320 340 360 380

Comprimento de onda (nm)

Figura 4.1: Espectro de absorcdo na regido do UV-Visivel da CQ, em CHCI..
No espectro de absorcédo na regiao do infravermelho da CQ (Figura

4.2), se observam as bandas caracteristicas dos estiramentos das ligacGes v (N-

H) 3237 cm?, v (C=C) 1613 cm e v (C=N) 1573 cm, correspondentes com a

molécula da CQ.
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Figura 4.2: Espectro de Absorcéo na regido do IV da cloroquina, em KBr.
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As atribuicBes dos prétons e carbonos da CQ mediante os espectros
de RMN sdo muito importantes para a dedugdo das estruturas dos complexos
sintetizados, razdo pela qual se mostrara uma breve discussdo da andlise feita,
com a finalidade de se discutir posteriormente as variagdes nos deslocamentos
geradas pela complexacdo ao centro metalico da platina, e a influéncia dos
outros ligantes.

Nos espectros de RMN H da cloroquina (Figuras 4.3 e 4.4),
observou-se todos os sinais desta molécula, os quais foram atribuidos da
seguinte maneira: na regido alifatica o primeiro sinal observado é um tripleto em
0,98 ppm, que integra para seis hidrogénios, que corresponde a Hg", ja que este
hidrogénio se acopla com os dois hidrogénios de Hs  dando origem a um
tripleto, devido que estes grupos metilas sdo simétricos. O seguinte sinal € um
dubleto em 1,30 ppm, que integra para trés hidrogénios, que corresponde a H;"".
Estes hidrogénios se encontram acoplados ao hidrogénio H;", dando origem ao
dubleto, o sinal integra para trés hidrogénios ja que corresponde a um grupo
metil. Em 1,65 ppm se observa um multiplete que integra para quatro
hidrogénios. Este sinal pertence aos hidrogénios H," e Hs", devido a que estes
apresentam entornos quimicos similares os sinais se sobrepdem. Em 2,46 ppm
observa-se um multipleto que integra para seis hidrogénios, correspondendo a
H," e Hs". Os sinais correspondentes a estes hidrogénios se encontram muito
proximos, devido ao entorno quimico dos hidrogénios, os quais se encontram
um pouco desblindados pela influéncia do atomo de nitrogénio da amina
terciaria. Em 3,71 ppm observa-se um multipleto que integra para um
hidrogénio. Este sinal corresponde ao hidrogénio H;". Este sinal se encontra
mais desblindado, pela influéncia do nitrogénio da amina secundaria.

Seguidamente na regido aromatica (Figura 4.4) se observa um sinal
alargado em 5,42 ppm, que corresponde ao hidrogénio da amina secundaria
(NH). O alargamento é devido a troca do hidrogénio pelo deutério da agua, que

contém o solvente deuterado, razdo pela qual também é reduzido o valor da



52

integral. Em 6,45 ppm se observa um dubleto que integra para um hidrogénio.
Este sinal corresponde a Hs, o qual se acopla com H,, para completar o dubleto.
Também se observa um duplo dubleto em 7,34 ppm, que integra para um
hidrogénio, sinal que corresponde a Hs, 0 qual se acopla ao hidrogénio Hs em
posicao orto e ao hidrogénio Hg em posi¢do meta, originando o duplo dubleto; se
observa um dubleto em 7,88 ppm, que integra para um hidrogénio. Este sinal
corresponde a Hg, 0 qual se acopla em posi¢do meta com o He, produzindo o
dubleto. Estes sinais se encontram desblindados pelo atomo de cloro da
molécula, o qual os desloca para campo mais baixo; também em 7,73 ppm se
observa um dubleto, que corresponde a Hs, 0 qual se acopla em posicdo orto
com He. Finalmente, se observa um dubleto em 8,47 ppm, o qual integra para
um hidrogénio, pertencendo a H,, que estd acoplado em posicdo orto com Hs,
originando o dubleto. Todos os sinais foram verificados mediante um estudo de
RMN COSY (Apéndice), no qual se observam o0s acoplamentos antes

mencionados.

H, H,’

H,
e J JL (s | B S
- -

3.5 3.0 2.5 2.0 15 1.0 ppm

Figura 4.3: Espectro de RMN !H da cloroquina em CD,Cly-d>. (Ampliacéo da

loe

~

‘o’
T

regido alifatica).



53
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Figura 4.4: Espectro de RMN H da cloroquina em CD2C|2-d2 (Ampliacdo da

regido aromatica).

Nos espectros de RMN 2C{*H} da cloroquina (Figuras 4.5 e 4.6),
observa-se todos os sinais desta molécula, os quais foram atribuidas mediante a
correlacdo direta nos espectros de HSQC dos carbonos Cs', C,", C3’, C,, Cs’,
C,, C4, Cs, Cs, Cs, Cg & Cy, com seus respectivos hidrogénios previamente
identificados, e correlacdo indireta dos carbonos C4, C7, Cg € Cy19 NOS espectros

de HMBC, os resultados estdo na tabela 4.2.

CoHe
Ci "Hy” 'H5C5'/
o ™
1311 Vs pd
N e e s Hy c
% R :
Csts _Ca_ Ce'He'
CeHe/ C‘31o ¥C3H,
C CoHa
7 / 9 P4
e Nt
. c,”
oy &5 ;
Cy
T 1 T
55 50 45 40 30 20 15 ppm

Figura 4.5: Espectro de RMN 13C{lH} da cloroquma em CD,Cl,-d,. (Ampliacéo

da regido alifatica).
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Figura 4.6: Espectro de RMN 3C{'H}
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da cloroquina em CD,Cl,-d,.

Tabela 4.2: Deslocamentos quimicos dos protons e carbonos da CQ em CD,Cl,-

dz.
1H 13C{1H} 15N{1H}
Atribuicdo d (ppm) JHz Atribuicdo S (ppm)  Atribuicdo 3 (ppm)
He' 0.97 7.12 Csé' 11.62 N1 358.65
Hi" 1.29 6.32 Cy" 20.20 N2 340.60
Hs' 1.58 m Cs' 24.19 \E 335.99
Hy' 1.72 m (073 34.77
Ha' 241 6.78 Cs' 47.18
Hs' 2.48 7.12 Cy 48.75
Ha' 3.69 m C4 52.86
NH 5.46 6.40 Cs 99.67
Hs 6.45 5.44 Cuo 117.88
He 7.33 2.10-8.94 Cs 122.14
Hs 7.75 8.94 Cs 125.00
Hs 7.89 2.10 Cs 128.81
H: 8.46 5.44 Cs 134.80
Co 149.65
Cs4 149.81
(07) 152.28
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4.2 — Complexos de platina com formula geral [Pt(P).Cl2].XH20O (onde (P).=
(PPhs), (dppp), 14-
bis(difenilfosfina)butano (dppb) e bis(difenilfosfina)ferroceno (dppf))

trifenilfosfina 1,3-bis(difenilfosfina)propano

Os complexos foram sintetizados por reacOes de substituicdo de
dois ligantes cloros no K;[PtCl,] pelos ligantes fosfinicos em uma mistura de
diclorometano ou cloroférmio — metanol ou etanol — e agua, em refluxo durante

24 horas. A Figura 4.8 mostra 0 esquema das rotas de sintese.

Q 1) Q (2)
< P\Pt/ “ ZP\Pt/ “
@p/ e p

@ J/3H,0 @ J,H,0

PPh; dppp
CH,Cl,:CH;0H:H,0( K,PtCl; [[CHCI;:CH;0H:H,0
dppb dppf

CHCl;:CH;CH,0H:H,0 ‘
Q 3)
Q ap
e
" T~a @ / \
@ 2H,0 @ 2H,0

Figura 4.8: Esquema de sintese dos complexos de tipo [Pt(P-P)Cl.].
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As condutividades dos compostos foram medidas a partir de uma
solucdo de concentragdo 1,0 mM dos complexos em diclorometano. Os valores
de condutividade encontrados estdo abaixo do intervalo para eletrélitos 1:1 neste
solvente, o que esta em conformidade com as estruturas propostas para 0S
compostos. Os dados de analise elementar tem uma diferenca inferior ao 0,40 %
entre os valores calculados e os encontrados, confirmando a formacdo dos

complexos do tipo [Pt(P).Cl;] os quais apresentam hidratacdo (Tabela 4.3).

Tabela 4.3: Dados de analises elementares e condutividade molar (ohm™ cm?
mol?) da serie [Pt(P).Cl,].XH0.

Complexos % C” % H” | Condutividade Molar ™

Cis-[Pt(PPhs)2Cl,]./5H20 (1) o437 05 0,15 + 0,05
(54,28) | (3,88)

[Pt(dppp)Cl2]./2H-0 (2) 47,28 +04 0,44 + 0,03
(47,17) | (3,96)

[Pt(dppb)Cl,].2H,0 (3) 40,95 404 0,42 + 0,03
(46,16) | (4,43)

[Pt(dppf)Cl].2H20 (4) 4737 392 0,08 + 0,01
(47,68) | (3,77)

“Valores calculados entre parénteses; ““ndo eletrélito — solvente diclorometano —

eletrolito 1:1 (12-77 ohm* cm? mol?).

Os complexos dos metais de transicdo apresentam espectros
eletronicos caracterizados pelo aparecimento de quatro tipos de transicoes®.
Bandas de transicdes internas dos ligantes, geralmente provenientes das
transi¢cbes n-n* e m-mt*, que se apresentam nos ligantes quando estdo livres de
coordenacdo; bandas das transices do campo cristalino, caracterizadas pelo
desdobramento dos orbitais d do ion metalico frente as interacGes eletrostaticas
dos ligantes; bandas de transferéncia de carga referentes as transicoes

transferéncias de elétrons dos orbitais dos ligantes para orbitais de energia
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apropriada do metal (LMCT); e bandas de transferéncia de carga referentes as
transferéncias de elétrons dos orbitais dn do metal para os orbitais de energia
apropriada dos ligantes (MLCT).

Os espectros eletronicos dos complexos do tipo [Pt(P).Cl,] sdo
bastantes semelhantes entre si (Figura 4.9), os quais apresentam simetria C,y,
sdo observadas quatro bandas, uma banda bastante intensa em aproximadamente
235 nm, correspondente as transi¢cdes © — ©* presente nos anéis aromaticos dos
ligantes fosfinicos, que também podem ser encontradas nos espectros dos
ligantes livres. Também apresentam um ombro de media intensidade entre 252 -
272 nm, correspondente as transicoes eletronicas Metal - Ligante desde o centro
metélico de platina até os atomos de fosforo dos ligantes fosfinicos, e outros
ombros entre 268 e 280 nm relativos a transi¢cdes Ligante — Metal desde o0s
ligantes fosfinicos e os ligantes cloretos até a platina; também apresenta bandas
de baixa intensidade entre 300 - 332 nm atribuidas a transi¢cGes d-d no centro
metélico da platina e em 432 nm atribuida a transicdes d-d do ferro presente na
molécula de ferroceno na dppf; sabe-se que as bandas referentes as transi¢oes do
campo cristalino d-d sdo proibidas por Laporte, razdo pela qual possuem baixos
valores de absortividades molares. Todas as atribuicdes foram feitas baseando-se
nos valores de épsilon e o reportado na literatura®. A tabela 4.4 resume as

atribuicdes feitas para cada um dos complexos.
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Figura 4.9: Espectro de absorcdo na regido do UV-Visivel dos complexos de

tipo [Pt(P).Cl,] em diclorometano.

Tabela 4.4: Atribuicbes das bandas apresentadas pelos complexos de tipo

[Pt(P).Cl,] nos espectros de absorcdo na regido do UV-Visivel, em CH,Cl,.

Atribuicéo
T — > M->L2 L->M? d-d@
Complexo
cis-[Pt(PPhs),Cl,].%/5H,0 (1) | 236, 33500 | 272, 10300 | 280, 8270 | 332,587
[Pt(dppp)Cl2].Y2H,0 (2) | 236, 33000 | 252, 16070 208, 10275 300, 1403
PPPI-lal -2 ’ ! 276, 6666 ’

268, 9333
[Pt(dppb)Cl,].2H,0 (3) | 234, 31220 | 252, 16076 306, 871

276, 6978
320, 1138

[Pt(dppf)Cl,].2H,0 (4) | 234, 33423 | 268, 10345 | 276, 7960
432, 300°

3. nm, ¢ M cm™); Ptransicdes d-d no

centro metalico de platina, °no centro

metéalico de ferro na molécula de ferroceno.
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Os espectros de absorcéo na regido do infravermelho ofereceram
informacdes que confirmam a complexacdo dos ligantes fosfinicos ao ion platina
e a estrutura do produto obtido. As atribuic6es foram baseadas em comparacdes
com os espectros dos ligantes e dados da literatura®. Os espectros vibracionais
dos complexos séo bastante semelhantes entre si, 0 que se deve ao fato de todos
os complexos conterem ligantes fosfinicos e dois cloretos, pelo qual
mostraremos o espectro de um deles. No espectro do complexo 4 (Figura 4.10)
pode-se observar a banda O-H em 3450 cm?, a banda do estiramento C-H em
3053 cm?, as bandas caracteristicas dos harmonicos aromaticos na regido de
1970 — 1810 cm, os estiramentos das ligacdes C=C na regido de 1500 e 1420
cm?, v (P-C) 1100 cm, e as deformacdes das ligagdes Ph-P-Ph em 695 ¢cm™.4°
Também se observam as bandas correspondentes aos estiramentos v (Pt-P) 545
cm?, e as duas bandas caracteristicas dos estiramentos das ligacdes Pt-Cl em
posicdo cis entre 320 e 290 cm™.%° Na tabela 4.5 se observam as atribuicdes

feitas para todos os complexos desta série.
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Figura 4.10: Espectro de Absorcdo na regido do IV do complexo
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Tabela 4.5: Atribuicdo das bandas caracteristicas (cm™) nos espectros de
absorcdo na regido do infravermelho dos ligantes fosfinicos e seus complexos de
platina (1) da serie [Pt(P).Cl,].

Complexos P-C Ph-P-Ph | Pt-P Pt-Cl
cis-[Pt(PPhs),Cl,].Y/3H,0 (1) | 1097 696 550 319 - 294
[Pt(dppp)Cl.]./.H,0 (2) 1101 675 546 309 - 291
[Pt(dppb)Cl,].2H,0 (3) 1099 700 536 312 -291
[Pt(dppf)Cl;].2H,0 (4) 1097 694 563 318 - 295

Os espectros de RMN H dos complexos do tipo [Pt(P).Cl,] séo
bastante similares entre si, pelo qual é mostrado o espectro do complexo 4
(Figura 4.11) para fazer a discussdo. Todos os sinais foram atribuidos pela
analise dos espectros de H e COSY. O complexo 4 apresenta dois dubletos na
regido alifatica, entre 4,20 e 4,40 ppm, que integra para dois hidrogénios cada,
correspondentes aos hidrogénios dos anéis ciclopentadienilo da molécula de
ferroceno, os quais apresentam dois tipos diferentes de hidrogénios, ou seja, 0s
hidrogénios H¢ os quais estdo mais desblindados pela influéncia do carbono
quaternario que esta ligado ao atomo de fosforo, e os hidrogénios Hg, que séo
menos influenciados pelo carbono quaternario, os quais se encontram em campo
mais alto. Ambos os sinais sdo dubletos, devido a que se sO se acoplam entre si,
gerando dubleto. Na regido aromatica se observa um tripleto em 7,41 ppm, que
integra para quatro hidrogénios, correspondentes aos hidrogénios Hp, que se
encontra em posicdo meta com respeito a ligacdo carbono-fosforo, e se acopla
em posicdo orto com os hidrogénios H, e Hp, gerando tripleto. Também se
observa outro tripleto em 7,51 ppm que integra para dois hidrogénios,
correspondentes aos hidrogénios H,, localizado em posicédo para com respeito a
ligacdo C-P, pela qual se encontra um pouco desblindado, e se acopla em
posicdo orto com Hp, € em posicdo meta com Hc. Finalmente observa-se outra

especie de tripleto em 7,86 ppm que integra para quatro hidrogénios, que
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corresponde aos hidrogénios H. que se encontra em posicdo orto com respeito a
ligacdo carbono-fosforo pelo qual é mais influenciado por este carbono
quaternario, desblindando ainda mais o nicleo e originando um maior
deslocamento para campo baixo, o qual se acopla com o hidrogénio H, em
posi¢do orto e com Ha, em posi¢cdo meta. Cabe destacar que no espectro pode-se
observar uma duplicacdo dos sinais devido ao entorno quimico dos diferentes
anéis fenilicos.

Os espectros de RMN C{*H} dos complexos do tipo [Pt(P).Cl;]
sdo bastante similares entre si, pelo qual se uso o espectro do complexo 4 para
mostrar as atribuicOes feitas, no espectro da figura 4.12 se observam dois
grupos de sinais, um entre 72 e 78 ppm, correspondentes aos atomos de carbono
dos anéis ciclopentadienilos da molécula de dppf, se observa dois pequenos
sinais entre 72 e 75 ppm correspondentes aos carbonos quaternarios C.. Dois
sinais mais intensos, em 74,45 e 76,27 ppm, correspondentes aos carbonos
terciarios Ct e Cq respectivamente. O outro grupo de sinais entre 128 e 136 ppm
corresponde aos atomos de carbono dos aneis fenilicos da bifosfina, em 128,38;
131,70 e 135,32 se observam trés sinais correspondentes aos carbonos terciarios
Cp, C, e C. respectivamente, e entre 131 e 132 ppm se observam dois sinais de
baixa intensidade correspondentes aos carbonos quaternarios Cgy, presentes nos
anéis fenilicos. Todos os carbonos foram atribuidos por correlacdo direta e

indireta dos prétons com os carbonos nos espectros de HSQC e HMBC.
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Figura 4.11: Espectro de RMN *H do complexo [Pt(dppf)Cl,].2H,0 em CD.Cly-
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Figura 4.12; Espectro de RMN BC{*H} do complexo [Pt(dppf)Cl;].2H,O em
CDCl-d,.
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Os espectros de RMN 3!P{*H} dos complexos do tipo [Pt(P).Cl;]
(Figura 4.13) apresentam um singlete correspondente aos atomos de fosforo
magneticamente equivalentes presentes nos ligantes fosfinicos. Também se
observam dois pequenos sinais a ambos os lados do sinal principal, que é
originado pelo acoplamento do nucleo do 4tomo de 3!P, com o nicleo da %Pt,

gerando satélites do sinal principal.
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Figura 4.13: Espectro de RMN 3P{*H} dos complexos de tipo [Pt(P-P)Cl,] em
CD,Cl,-d,.

Os espectros de RMN *°Pt{*H} dos complexos 1 e 2 (Figura 4.14)
apresentam um triplete em -4415 e -4364 ppm respectivamente, correspondentes
ao centro metalico de platina presente nos complexos, acoplado com os dos
fésforos quimicamente equivalentes presentes nos complexos, como foi descrito
anteriormente. Os espectros de RMN *Pt{*H} dos complexos 3 e 4 ndo foram
feitos devidos a problema de pouca solubilidade dos complexos nos solventes
deuterados. Todos os dados de RMN dos complexos 1-4 se mostram na tabela
4.6.
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Figura 4.14: Espectros de RMN **Pt{*H} dos complexos 1 e 4 em CD,Cl,-d,.
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Tabela 4.6: Deslocamentos quimicos dos sinais no RMN dos complexos do tipo

[Pt(P-P)CI;] em CD,Cl,-d,.

Complexo 1 2 3 4
H. 7,36 7,51 7,54 7,51
Hp 7,20 7,45 7,47 7,41
He 7,42 7,75 7,73 7,86
He - 2,56 2,58 -
Hs - 2,03 1,81 4,39
H, - - - 4,21
Ca 131,26 131,78 - 131,67
Co 128,34 128,95 - 128,38
C. 135,17 134,00 - 135,32
Cy 130,14 129,29 ] 131,79
129,49 128,61 131,67
C. 25,94 73,56
25,47 72,86
Ct - 19,17 - 74,45
Cy - - - 76,28
P (ppm) 13,72 -7,61 7,69 12,65
JP-Pt(Hz)  3681,07 341850 3550,51 3780,36
Pt (ppm) - 441494 - 4363,41
JPt-P(Hz)  3670,24 3772,92
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Em base a analise dos resultados obtidos propGem-se as estruturas
dos complexos desta serie mostradas na figura 4.8, nas quais uma molécula de
bifosfina (ou dois de trifenilfosfina no caso do complexo 1) e dois cloretos em
posicdo cis, se coordenam ao centro metalico de platina, formando desta
maneira uma estrutura de geometria quadrada planar, com 16 -elétrons,

caracteristicas dos complexos de Pt (I1).
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4.3 — Complexos de platina com férmula geral [Pt(P).(CQ)CI]PFs. XCHCl>
(onde (P)2= trifenilfosfina (PPhs), 1,3-bis(difenilfosfina)propano (dppp), 1,4-
bis(difenilfosfina)butano (dppb), bis(difenilfosfina)ferroceno (dppf) e CQ=

Cloroquina)

Os complexos foram sintetizados por reagdes de substituicdo de um
ligante cloro nos precursores do tipo [Pt(P).Cl;] pela cloroquina em
diclorometano, em refluxo durante 24 horas com quatro equivalentes de
NH4PFs, com a finalidade de facilitar a saida do ion cloreto, e que a molécula de
PFe¢ figue como contraion nos complexos catidnicos. A figura 4.15 mostra o

esguema das rotas de sintese.
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Figura 4.15: Esquema de sintese dos complexos de tipo [Pt(P).(CQ)CI]PF

As condutividades dos compostos foram obtidas a partir de uma
solugéo de concentragdo 1,0 mM dos complexos em acetonitrila. Os valores de
condutividade encontrados estdo dentro do intervalo para eletrélitos 1:1 neste

solvente, 0 que estda em conformidade com as estruturas propostas para 0s
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compostos. Os dados de analise elementar tem uma diferenca inferior ao 0,40 %,
entre os valores calculados e os encontrados, confirmando a formacdo dos
complexos do tipo [Pt(P)(CQ)CI]PFs, 0s quais apresentam moléculas de

solvente em sua composicéo (Tabela 4.7).

Tabela 4.7: Dados de analises elementares e condutividade molar (ohm™ cm?

mol?) da serie [Pt(P)2(CQ)CI]PFe.XCHCl,.

Complexos %C" | %H | %N | Cond. Molar”
Cis-[Pt(PPhs)o(CQ)CIPFs. YoCH,Cls (5) é;:gé) <3Z§§> (gzg% 142,87 +3.73
[Pt(dppp)(CQ)CIPFs.Y4CH,Cls (6) (jg:gj) (j:gg) (gzgg) 144,76 + 1,83
[Pt(dppb)(CQ)CITPFe./sCH,Cl (7) (jgég) (jzgg) (gzgg) 139,51 + 1,17
[Pt(dppf)(CQ)CIJPFs.sCH,Cl, (8) (jgzgg) (jéé) (gzgg) 149,64 + 1,98

“Valores calculados entre paréntesis; ““solvente acetronitrila — eletrélito 1:1
(120-160 ohm™* cm? mol™?).

Os espectros eletrénicos dos complexos do tipo [Pt(P).(CQ)CI]PFs
sdo bastantes semelhantes entre si (Figura 4.16), apresentam uma banda bastante
intensa entre 234 e 238 nm, correspondente as transi¢cbes © — ©*, presentes nos
anéis aromaticos dos ligantes fosfinicos, presentes nos precursores, assim como
nos ligantes livres: também apresentam um ombro intenso entre 260 e 262 nm,
correspondente a transicdo n — mt* presente no ligante cloroquina, e outras duas
bandas sobrepostas em 348 e 358 correspondentes as transicoes © — n* presentes
no anél quinolinico. Cabe destacar que ombros correspondentes as transi¢cées M-
L, L-M e d-d presentes nos espectros dos precursores, ndo sdo observadas
devido a sua baixa intensidade, e sdo encobertas pelas transicOes intraligantes da
cloroquina. As atribuicdes foram feitas baseando-se nos valores de épsilon e nas
atribuices feitas para os ligantes e os precursores. A tabela 4.8 resume as

atribuicdes feitas para cada um dos complexos desta série.
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Figura 4.16: Espectros de Absorcdo na regido do UV-Vis dos complexos de tipo

[Pt(P).(CQ)CI]PFs, em diclorometano.

Tabela 4.8: Atribuicbes das bandas apresentadas pelos complexos de tipo

[Pt(P)(CQ)CI]PFs nos espectros de absor¢do na regido do UV-Visivel, em

diclorometano.

Atribuicdo
n—-n*Ph* n-n*CQ* n—n*CQ?
Complexo

348, 16622

[Pt(PPh3)>(CQ)CI]PFs.Y/,CH,Cl, (5) 238, 44800 262, 27170
358, 17092
[Pt(dppp)(CQICIIPFs iCH,Cly (6) 234, 41750 262, 20070~ o'+ >0
ppp 6.4CH.Cl, , | e
[PHAPPb)(CQICITPFoiCH,Cly (7) 234, 40850 262, 20460 o oo
" . | ’ 358, 15064
[PUPPA)(CQICIIPFo iCH,Cl, (8) 234, 46815 260, 22895 ' o>
i T | | 358, 15690

3. nm, ¢ Mt cm™).
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Os espectros de absorcdo na regido do infravermelho dos

complexos foram obtidos em pastilhas de KBr, na regido entre 4000 — 200 cm!

e as atribuicdes baseadas em comparag6es com os espectros dos ligantes e dados

da literatura. Na figura 4.17 pode-se observar as bandas dos estiramentos das

ligacOes v (C=N) 1569 cm caracteristica da CQ*, os estiramentos das ligacoes
v (P-C) 1100 cm?, v (Pt-P) 545 cm'!, a banda da ligacdo Pt-Cl em 310 cm?, e as

deformacdes das ligacdes Ph-P-Ph em 695 cm™.>° Na tabela 4.9 encontram-se as

atribuicdes feitas para todos os complexos desta serie.

100

920 4

80 -

% Transmitancia

30 4

20 4

10 A

0

4000 3750 3500 3250 3000 2750 2500 2250 2000 1750 1500 1250 1000 750 500 250
Nuamero de onda (cm™?)

70 -

60 -

50 -

40 -

f

.........................................................................

Figura 4.17: Espectro de Absor¢do na regido de IV do complexo cis-

[Pt(PPh:g)z(CQ)Cl]PFe1/2CH2C|2 em KBr.

Tabela 4.9: Atribuicdo das bandas caracteristicas (cm™?) nos espectros de

absorcao na regido do infravermelho dos ligantes fosfinicos e seus complexos de
platina (I1) da série [Pt(P).(CQ)CI]PFs.

Complexos C=N P-C Ph-P-Ph  Pt-P Pt-Cl
cis-[Pt(PPhs3)2(CQ)CI]PFs.Y/,CH,Cl, 1597 1095 692 550 312
[Pt(dppp)(CQ)CI]PFe.}/4CH,ClI, 1597 1090 694 547 309
[Pt(dppb)(CQ)CI]PFe.}/3CH,CI, 1597 1099 694 557 309
[Pt(dppf)(CQ)CI]PFs.1/,CH,CI; 1597 1095 692 550 312
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Os espectros de RMN *H dos complexos do tipo [Pt(P).(CQ)CI]PFs
sdo bastante similares entre si, apresentando os sinais da cloroquina atribuidos
na seccdo 4.1, mais os sinais do ligante bifosfinico descritas na seccdo 4.2.
Como se observa nas figuras 4.19 e 4.20, os sinais do complexo, principalmente
da cloroquina se encontram duplicadas, devido a presenca de quiralidade axial
na estrutura dos complexos gerada pelo giro da ligacdo Pt-N, num fendbmeno
conhecido como atropoisomerismo, que combinado com 0 centro assimétrico
presenta na cloroquina (carbono C;"), produce um par de diastereoisomeros
como se mostra na figura 4.18. Todas as atribui¢bes dos sinais foram feitas por
correlacao dos espectros de COSY, e os valores sdo mostrados nas tabelas 4.10 e
4.11. Determinando a diferenca nos deslocamentos quimicos dos prétons dos
complexos com os protons da CQ observa-se que 0s sinais que apresentam
maiores diferencas nos deslocamentos correspondem aos protons Hg e NH com
valores de 0,65 a 1,62 ppm, quando 0s outros sinais apresentam variagdes
menores de 0,49 ppm, 0 que nos indica que a coordenacdo da molécula de CQ
ao centro metélico esta ocorrendo através do nitrogénio quinolinico. Cabe
destacar que nos espectros onde sejam facilmente diferencaveis os dois isomeros

presentes em solugao, os sinais serdo separados como isdmero A e isdmero B.

Cl
P, W H
Cl Pﬂ N/ N R\ Me

Cl

Rotacao
180°

Figura 4.18: Diasteromeros gerados pelo giro da ligacdo Pt-N

(Atropisomerismo).
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Figura 4.19: Espectro de RMN !H do complexo cis-
[Pt(PPhs3),(CQ)CI]PFs.1/3CH,Cl, em CD,Cl,-d,. (Ampliacéo da regido alifatica).
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Figura 4.20: Espectro de RMN !H do complexo cis-
[Pt(PPhs),(CQ)CIJPFs./sCH.Cl, em CH.Cl-d,. (Ampliagdo da  regio

aromatica).
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Os espectros RMN HMBC !H-®N dos complexos, mostrando o
complexo 5 como exemplo (Figura 4.21), permitiu identificar os trés &tomos de
nitrogénio presentes no ligante cloroquina, e determinando a diferencia de
deslocamento quimico destes, quando comparado com o ligante livre, observou-
se que o sinal que apresentam maior diferenca no deslocamento € o nitrogénio
quinolinico (N;) com valores superiores a 7,8 ppm, quando os outros dois
nitrogénios (N2 e N3) apresentarem variacdes menores de 1,7 ppm, 0 que nos
confirma a coordenacao da molécula de CQ através do nitrogénio quinolinico ao

centro metéalico de platina (11).
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Figura 4.21: Espectro de RMN HMBC !H-®N do complexo cis-
[Pt(PPhs)2(CQ)CI]PFs.1/sCH,Cl, em CD,Cl>-d.

Os espectros de RMN 3'P{*H} dos complexos do tipo
[Pt(P)(CQ)CI]PFs sdo similares, pelo que foi usado o espectro do complexo 5
(Figura 4.22) para realizar a discussdo. Observam-se dois dubletos
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correspondentes aos atomos de fosforo presentes nos ligantes fosfinicos, os
quais apresentam entorno quimico diferente, j& que tem um atomo de fosforo
(P.) em posicdo trans ao atomo de cloro e outro atomo de fosforo (Py), em
posicdo trans ao atomo de nitrogénio quinolinico da cloroquina. Observa-se
também o aparecimento de dois sinais de baixa intensidade a ambos os lados de
cada sinal dos atomos de fosforo antes mencionados, devido aos acoplamentos
dos nucleos de fosforo e platina descritos na secgdo 4.2. Cabe destacar que
muitos dos sinais estdo duplicados pela presenca dos dois diastereosiomeros
mencionados anteriormente gerando o mesmo efeito apresentado nos outros

experimentos de ressonancia.

CERNBE3® awoow =2 ‘0
LO 'd' D {3} l() ﬂ' J} F“- C") (\l — W g
ggess e 99 "
w W% %% PFg
15,02 ppm 4,64 ppm Q
JP-Pt: 3702,85 Hz JP-Pt: 3196,44 Hz Q_pb
I \ /C]
Pt
P, P, @P/ \ cl
a
JP-P:|18.47 Hz @ © <N_‘\§j
J L NH
e -~
—
B : —n
-I_l_l_|_|—|_l_|_|_|—|_| > 1
ppm' t° o ¢3° ‘
|
I ains
| T T T | T T T T | T T T T | T T T T | T
50 ) 0 50 -100 -150

Figura 4.22: Espectro de RMN 3'P{'H} do complexos do complexo cis-
[Pt(PPh3),(CQ)CI]PFs.1/3CH,Cl, em CD,Cl,-d,.
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Os espectros de RMN 9Pt{*H} dos complexos 5-8 (Figura 4.23)
apresentam um duplo dubleto, gerados pelo acoplamento dos dois d&tomos de
fésforos (P, e Pp) quimicamente diferentes com o centro metalico de platina.
Destacando que baseado nos experimentos de RMN os nucleos de nitrogénio e
platina ndo foram modificados pela presenca dos diasteroisomeros presentes nos

complexos.

436323
ppm

-4399 40
ppm

©) JPt-P,: 3351,82 Hz
JPt-Py: 3012,65 Hz

-4348.73
ppm

-4384.07
ppm

JPLP,: 3589.83 Hz
@ -3002.29 Hz

-4283 25 -4320,66 JPt-P,: 3792,85 Hz
ppm ppm JPt-P: 319644 Hz ()

421627 -4255,16

ppm

JPt-P,: 3776,26 Hz
JPt-P,: 3330,50 Hz (8)

I T T T T ‘ T T T T | T T T T | T T T T |
-4200 -4250 -4300 -4350 -4400
ppm (t1)

Figura 4.23: Espectros de RMN %Pt{*H} dos complexos de tipo [Pt(P-
P)(CQ)C']PFa em CD2C|2-d2.

Uma analise dos experimentos de RMN dos atomos envolvidos na esfera
de coordenacdo da Pt (II), mostro que ap6s a coordenacdo da cloroquina, a
densidade eletrénica sob o centro metalico disminuie, assim como sob 0 atomo
de fosforo em posicdo trans ao atomo de cloro (P,), a0 mesmo tempo que
aumenta sob o atomo de fosforo Py, (trans ao nitrogénio quinolinico) e o atomo
N; da cloroquina. Os ligandos fosfinicos e quinolinicos se ligam ao centro

metélico atraves de uma combinacdo de caracter o-donor (Ligando — Metal) e
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n-aceptor (Metal «— Ligando). Quando o fosforo Pb e a cloroquina estdo
mutuamente em posicdo trans um ao outro, eles competem pela densidade
eletrbnica residente no orbital d do metal, predominando o caracter m-aceptor
dos ligantes e incrementando a densidade eletronica sob os ligantes, reduzindo
sua vulnerabilidade ao campo magnético nos experimentos de RMN. A
deficienca de densidade eletrénica sob o centro metéalico de platina é
parcialmente compensada pelo outro atomo de fosforo (P,) presente no
complexo e o ligante cloreto (o e m-donor). Todos os dados de RMN dos

complexos 5-8 se mostram nas tabelas 4.10 e 4.11.

Foram realizados estudos de voltametria ciclica em acetonitrila para
avaliar a estabilidade eletroquimica dos complexos, na figura 4.24 se mostra 0s
voltamogramas dos complexos 5-8, onde se observa um processo entre 1860-
1943 mV (I) correspondente a oxidacdo da Pt — Pt todos os complexos
apresentam outro processo ireeversivel entre 870-900 mV (Il), correspondente a
oxidacdo da cadeia amino-alquilica da cloroquina. O complexo 8 apresenta um
processo reversivel com El/,= 1048 mV (111/1V) referente ao ferroceno (Fe!' —

Fe'"") presente no ligante fosfinico.
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400 A

300 4 ——Complexo §

——Complexo 6

Corrente (mA)

200 A Complexo 7

—Complexo 8

100 A

7 f_\_‘——g

v

-100 T T T T
-100 400 900 1400 1900 2400
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Figura 4.24. Voltamograma ciclico dos complexos 5-8 em acetonitrila.
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Tabela 4.10: Deslocamentos quimicos dos hidrogénios, nitrogénios, fosforos e

platina dos complexos 5 e 6 em CD,Cl,-d,.

CIS-[Pt(PPh3)2(CQ)C|]PF61/3CH2C|2

[Pt(dppp)(CQ)CI]PFs.}/4CHCI;

Atribuicao

He"
H,™
Hs’
H,
Hy
Hs
Hy

8 (ppm)

A
1,00
1,22
1,60
1,75
2,48
2,55
3,59
6,17
6,73
7,40
7,75
8,20
9,00
7,35
7,13
7,50

6 (ppm)
350,44
342,07
336,18
15,02

4,65

-4283,25 130,77
-4320,66 93,36

B
1,03
1,26

6,22
7,08

7,78
8,22
9,02

7,28

Ad
8,21
1,47
0,19
1,30

-9,07

A (ppm)
A B
0,03 0,06
-0,07  -0,03
0,02
0,03
0,07
0,07
-0,10
0,28  -0,23
1,27 1,62
0,07
0 0,03
026  -0,24
1,11 1,13
-0,01
0,07 0,08
0,03

J(Hz) J(H2

3792,85°

18,47
8, 3196,44°

3707,86° 3204,17°¢

8 (ppm)

A

0,97
1,23
1,55
1,71
2,40
2,52
3,57

6,13

6,59
1,27
7,64

7,97;7,98 7,99;8,00

8,55

B
1,00

6,18
6,85

8,91

7,11;7,41
6,96;7,20;7,58

7,64;7,85

2,60;2,78

2,09
8 (ppm)
350,46
342,20
336,07
-5,53
-14,56:
-14,46
-4364,23
-4399,40

Ad
8,19
1,60
0,08
2,08

-6,75:

-6,85

A (ppm)
A B
0 0,03
-0,06
-0,03
-0,01
-0,01
0,04
-0,12
-0,32 -0,27
1,13 1,39
-0,06
-0,11
-0,49 -0,47
0,66 0,62
-0,38;-0,08
-0,49;-0,25:0,13
-0,11;0,10
0,08;0,26
0,08
J(Hz) J(H2)

3342,59°

28,107
8.10 2971,06°

3351,82° 3012,65°

aJP-P PJP-Pt JPt-P
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Tabela 4.11: Deslocamentos quimicos dos hidrogénios, nitrogénios, fosforos e

platina dos complexos 7 e 8 em CD,Cl,-d,.

[Pt(dppb)(CQ)CI]PFs.}/.CHCI;

[Pt(dppf)(CQ)CI]PFs.*/,CH,Cl,

Atribuicdo

He
Hl,,
Hs”
H,
Hy
Hs
H.
Hs
NH
He
Hs
H.
Hs
Haq
Hc
Hp
He
Hs

Hy

N1
N2
N3

Pa
P

Pt

6 (ppm) A8 (ppm) 6 (ppm)
B A B A B
0,97 1,02 0 0,05 1,02 1,06
1,24 1,25 -0,05 -0,04 1,23 1,24
1,63 0,05 1,64
1,73 0,01 1,79
2,42 0,01 2,52
2,56 0,08 2,61
3,60 -0,09 3,58
6,21 6,26 -0,24 -0,19 6,13 6,17
6,57 6,93 1,11 1,47 6,65 6,97
7,31 -0,02 7,35
7,33 -0,42 7,79 1,74
8,09 8,11 -0,20 -0,22 8,02
8,54 8,57 0,65 0,68 8,82 8,83
7,37;7,67 -0,20;0,10 7.27
7,07;7,16;7,53;7,61 -0,44;-0,35;0,02;0,1 7,04;7,61;7,67
7,30;7,75;7,90 -0,46;-0,01;0,14  7,60;7,69;8,01
2,39;2,91 -0,22;0,30 -
1,53;2,47 -0,30;0,64 4,33;4,88;5,06
3,63;3,67;4,73;
) ) ) ) 4,79
o (ppm) AS J(Hz) J(MHz) &(ppm) Ad
350,84 7,81 - - 350,11 8,54
342,27 1,67 - - 342,20 1,60
336,18 0,19 - - 336,14 0,15
18,88: 9,07: o
19,02 921 2311 3589,83" 15,28 2,65
-9,20: -19,01. 22,682 b
950 -1931 3002,29 4,91 -7,72
-4348,73; - . . -4231,90 131,40
-4384,07 - 3644,15° 3026,69 -4239,43 123,87

A3 (ppm)
A B

0,05 0,09
-0,06 -0,05
0,05
0,07
0,11
0,13
-0,11
-0,28
1,51
0,02
0,04 -0,01
-0,44
0,94
-0,24
-0,38;0,19;0,25
-0,26;-0,17;0,15
-0,06;0,49;0,67
-0,57;-0,53;0,53;
0,59
J(Hz) J(Hz)

-0,32
1,19

0,96

3768,53 11,83

3330,71 -449,65

7134,21 -432,53

aJP-P PJP-Pt CJPt-P
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Os espectros de espectrometria de massa de todos os complexos
desta série apresentam uma fragmentacao similar como se observa no espectro
do complexo 5 (Figura 4.25), onde se observa o ion molecular com relacdo m/z
(massa/carga) de 755,15 que corresponde ao fragmento do complexo com a
perda da molécula de cloroquina e o contraion PFg, 0 seguinte sinal menos
intensa, com relacao m/z de 320,20, corresponde ao fragmento do ligante
cloroguina mais um proton. Finalmente se observam dois sinais de baixa
intensidade, com relacao m/z de 1074,35 e 1220,34, correspondentes aos
fragmentos do complexo com a perda do contraion PFg, e a molecula completa
do complexo mais um proton, respectivamente. Os dados obtidos se mostram na
tabela 4.12.

Tabela 4.12: Fragmentacdo dos complexos do tipo [Pt(P).(CQ)CI]PFs em
acetona.

Complexo CQ+H* C-CQ-PF¢ C-PFs C+H"

) 320,20 755,15 1074,35 1220,34
6 320,21 643,14 963,36 1108,36
7 320,21 656,14 976,36  1122,35
8 320,20 784,04 1108,27 1250,14
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Em base a analise dos resultados obtidos propGem-se as estruturas
dos complexos desta série mostradas na figura 4.26, nas quais uma molécula de
bifosfina (ou dois de trisfenilfosfina no caso do complexo 5), um cloreto e uma
molécula de CQ coordenada pelo nitrogénio da amina secundaria ao centro
metélico de platina, formando desta maneira um composto catidnico com
geometria quadrado planar com 16 elétrons caracteristicas dos complexos de Pt

(1), os quais contem uma molécula de PFs como contraion.

N\ 4

PF, PF,

. 1
L 2l )| L 1,CH,CLy ©)

g@ RN (

JneH,en | (8) .‘/ZCHza_2 @)

Figura 4.26: Estruturas propostas para 0s complexos de tipo
[Pt(P)2(CQ)CIIPFs. XCH.Cl,
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44 — Estudo da interacdo  dos
[Pt(P)2(CQ)CI]PFs. XCH.Cl> com 0 DNA.

complexos do  tipo

4.4.1 TitulacBes espectroscopicas.

Os espectros electrénicos dos complexos Metal-CQ avaliados neste
trabalho apresentam dois méaximos de absorcao entre 330 e 360 nm,
caracteristicos das energias requeridas para a transicdo eletronica m - =¥,
correspondentes ao anel quinolinico da CQ. Um efeito hipocrémico na
intensidade da absorcao é observado a medida que a concentracdo do DNA ¢
incrementada mediante a adicdo das aliquotas, como se observa na figura 4.27 e
tabela 4.13. Esta diminuicdo na intensidade é devida as variagcdes na energia de
transicdo eletronica assim como a alteracdo na intensidade da absor¢do devido
as interacdes entre os complexos e 0 DNA. Estas variacGes representam uma
clara evidencia de interacOes reversiveis dos complexos metalicos com o CT-
DNA. A magnitude da interacdo dos complexos metalicos (5-8) com o CT-DNA
foi calculada a partir de do modelo tedrico Scatchard®, usado comumente na
literatura para sistemas reversiveis, o qual permite comparar os resultados com
0s obtidos por outros grupos de pesquisa na area para complexos metalicos

similares. Os resultados obtidos sao listados na tabela 4.13.

Tabela 4.13: Resumo dos dados obtidos a partir das titulacbes espectroscopicas

para 0s complexos metalicos com 0 DNA.

Scatchard

Composto % Hipocromismo A (nm)
Kps (x10° M) Ky, (x10° M)

3) 41,33 +£4,18 350 2,28 £0,49 1,76 £ 0,32

6 18,54 + 0,78 348 3,10 £ 0,66 1,32 £0,22

7 13,94 +1,37 348 2,53+0,12 1,74 +£0,11

8 34,37 +1,32 350 1,74+ 0,34 1,53+0,51
CQ 8,43+1]11 346 1,44 + 0,33 1,28 + 0,10
CQDF 15,18 + 3,74 346 1,52 £ 0,35 1,47 + 0,56
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Figura 4.27: Titulacoes espectroscopicas dos complexos metélicos com o ADN.
(@ CQ, (b) CQDF, (c) cis-[Pt(PPh3),(CQ)CI]PFs./sCH.Cl;, (d)
[Pt(dppp)(CQ)CIIPFe.1sCH:Cl2,  (e)  [Pt(dppb)(CQ)CIIPFe.2.CH:Cly, ()
[Pt(dppf)(CQ)CI]PFs.1/,CH,Cl,. A concentragdo dos complexos na cubeta foi de
65-84 mM, e a concentracdo do DNA se incrementou de 0-1,0 mM (0-400 plL).

Os valores para as constantes de interacdo obtidas pelo método de
“Scatchard” se encuentram na ordem de 10° M para Ky; € na ordem de 10° M
para Kpp, estes resultados sdo similares aos reportados para outros complexos
metalicos com estruturas similares como [Pt(CQDF),X,]*" (onde X= 1 e Cl) para

0S quais reportarom as siguientes constantes Kp; 7,10 — 5,30 x 10°M2e Ky, 1,14
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- 3,68 x 10° M1 respectivamente, esta similaridade nos valores das contantes
pode ser atribuida a que os complexos apresentam ligandos e geometrias
similares como se observa na fFigura 1.. Destacando que os valores das
contantes obtidos sdo similares ou superiores aos obtidos para a CQDF e CQ
base livre. Em base a o discutido se postulé uma interacéo reversivel entre os
complexos metélicos (5-8) e o CT-DNA, que é regida pela planaridade da
quinolina do ligante CQ, a qual pode intercalar dentro dos pares de bases do
ADN.

4.4.2 Medidas de viscosidade.

A viscosidade é uma técnica muito sensivel a mudancas na dupla hélice
do DNA, e é considerada como um dos métodos mais inambiguos para
determinar modos de interacdo intercalativos ou ndo-intercalativos entre
complexos metalicos e o DNA em solugdo®. O efeito do incremento da
concentracdo dos complexos 5-8 sob a viscosidade relativa do CT-DNA se
mostra na figura 4.28, junto com outros farmacos (CQDF e cisplatina) para
comparacdo. A viscosidade relativa do CT-DNA apresento um incremento na
presenca da CQ e CQDF, devido ao alongamento da sua dupla hélice, como
resultado da intercalacdo destas moléculas dentro dos pares de bases
nitrogenadas do DNA. Este comportamento ja foi relatado para intercaladores
classicos, como o brometo de etideo®. Os resultados das medidas de viscosidade
dos complexos metalicos 5-8 mostrarom uma marcante diminuicdo na
viscosidade relativa do CT-DNA (principalmente 6 e 7) com o0 aumento na
relacdo [complexo]/[DNA], modificando o comportamento apresentado pela CQ
livre. Esta diminuicdo pode ser atribuida a uma forte interacdo entre o centro
metélico de platina e 0o CT-DNA, diminuindo o volume da biomolecula,
comportamento similar ao apresentado pela cisplatina, a qual é conhecida por
exhibir fortes interacbes com o DNA. Os resultados sugerem que os complexos

5-8 sdo ndo-intercaladores, e que seu comportamento € governado
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principalmente pelo centro metélico de platina e ndo pela cloroquina

coordenada.
12
——CQDF
1.1 ] —=-CQ
M"’A Cisplatina
L= * Complexo 5

on
~
~ ——Complexo 6
E 0-9 ——Complexo 7
\Q‘ 08 Complexo 8
So.

0.7

0.6

0.5

001 004 000 014 019 024 020 034 039
[Complexo]/[DNA]

Figura 4.28: Efeito do incremento da concentragdo dos complexos de platina 5-8

e outros farmacos sob a viscosidade relativa do CT-DNA a 25°C.

4.5 - Testes Bioldgicos
4.5.1 - Ensaios de Citotoxidade

A citotoxidade dos compostos de platina (I1) com cloroquina pode
ser comparados com o ligante livre mediante os valores médios de ICs, isto &,
concentracdo de composto que inibe o crescimento celular em 50% (densidade
Otica apds ensaio com MTT) de células tratadas em relacdo as células néo
tratadas (controles). Estes ensaios foram realizados nas linhagens MCF-7
(ATCC HTB-22) e MDA-MB-231 (ATCC HTB-26, tumor de mama humano),
DU-145 (ATCC HTB-81, tumor de prostata humano), A549 (ATCC CCL-185,
adenocarcinoma de pulmdo humano), V79-4 (ATCC CCL-93, fibroblasto de
pulmdo de hamster chinese) e L929 (ATCC CCL-1, células ndo tumorais de

camundongo).
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As células foram expostas para cada composto em um tempo de
incubacdo de 48 horas. Na tabela 4.14 se mostram os dados de viabilidade
celular do ligante livre e dos complexos, obtidos a partir de trés experimentos
independentes feitos em triplicata. As concentragdes foram da ordem de 200;
100; 50; 12,5; 3,125; 0,2 e 0,04 uM e nas mesmas condicdes foi utilizado, como

referencia padrao a cisplatina, medicamento aplicado no uso clinico.

Tabela 4.14: Viabilidade celular [ICso (umol.L?)]
[Pt(P)(CQ)CI]PFs.XCH,CI, nas linhagens MCF-7, MDA-MB-231 (tumor de

mama humano), DU-145 (tumor de prostata humano), A549 (adenocarcinoma

dos complexos de tipo

de pulmédo humano), V79-4 (fibroblasto de pulméo de hamster chinese) e L929

(células ndo tumorais de camundongo), apés 48 h de incubacéo.

MDA-MB-231 MCF-7 A549 DU-145 V79-4 L929
5 5,51+0,30 988+063 681+105 550+083 126+0,11 190+0,44
6 28,04+348 752+014 510+0,08 49,61+0,62 14,43+1,65 21,09+0,75
7 21,46 +350 1916+1,10 8,13+0,13 17,13+292 12,18+1,57 16,83+2,43
8 6,37 + 0,23 927+314 937+056 2936+157 2542+241 5,02+0,82
CQ > 200 82,01+11,62 56,53+9,18 7950+7,50 2585+295 2594+446
CDDP 2,44+0,20 1398+202 14,42+145 233+040 2160+1,28 1653+2,38

Observa-se que os valores de 1Csp dos complexos 5-8 sdo bem

menores que os apresentados pelo ligante livre. O complexo 5 foi o0 que
apresento os melhores valores de ICso, indicando seu alto potencial como um
farmaco antitumoral, porém o complexo 6 baixo potencial antitumoral contra
DU-145, éste apresentou seletividade as linhagens MCF-7 e A549.
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5 - CONCLUSOES

1.- Neste trabalho foram sintetizados quatro complexos do tipo
[Pt(P-P)CI;], onde P-P= trifenilfosfina (PPhs), 1,3-bis(difenilfosfino)propano
(dppp), 1,4-bis(difenilfosfino)butano (dppb), bis(difenilfosfino)ferroceno (dppf),
com rendimentos acima de 85%, otimizando as sintese ja reportadas. Também
foram sintetizados quatro complexos contendo cloroquina (CQ) na esfera de
coordenacgdo, os quais foram caracterizados por espectroscopia de RMN H,
BCLH}, °N{H}, 3P{H}, ¥°Pt{*H}, UV-Vis, IV, condutividade, analise

elementar e espectrometria de massas (no caso dos complexos com CQ).

2.- Os complexos com CQ apresentarem atropisomerismo pela
rotacdo da ligacdo Pt-N, que junto ao centro assimétrico presente na cloroguina
(C1°), originarom dois diastercoisomeros 0 que foi evidenciado nos

experimentos de RMN de hidrogénio, carbono e fésforo.

3.- Foram realizados estudos de interacdo dos complexos de
cloroquina com o CT-DNA mediante titulacdes espectroscopicas e medidas de
viscosidade, obtendo que os complexos sintetizados apresentarem constantes de
interacdo similares e superiores as apresentadas pela CQ e CQDF, e que todos 0s
complexos diminuiram a viscosidade relativa do DNA, comportamento

apresentado pela cisplatina.

4.- Nos ensaios de citotoxicidade todos os complexos com
cloroquina apresentarem atividade muito melhor que o ligante livre, destacando
o complexo 5, o qual apresentou melhores valores de 1Csy, tornando-o um
promissorio agente quimioterapico, e o complexo 6 o0 qual apresentou
seletividade pelas linhagens MCF-7 e A549.
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APENDICE 1: Espectros de RMN COSY da cloroquina.
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APENDICE 2: Espectros de HSQC da cloroquina.
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APENDICE 3: Espectros de Absorcao na regido do IV dos complexos 1, 2 e 3.
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APENDICE 4: Espectros de RMN *H dos complexos 1, 2 e 3.
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APENDICE 5: Espectros de RMN BC{*H} dos complexos 1e 2.

O N M~ MM 0O OWO s o
IR B RN 3 S
LW ~ O ®» WP DD «© S
88 - 28 SR8RR = 2
a
b «
: b
a C
C
2 NS
b
' P
| CL / \Cl
T T I T T T T l T T T T
I 135.0 130.0
il pemn) ,
U0 I et
T T T T l T T T T I T T T T I
100 50 0
ppm (t1)
Complexo 1
b a
e
c A . P\ c
Cl
. /
i Pt\
e P/ cl
d d
1 TR e T [ e I {
134.0 133.0 132.0 131.0 130.0 129.0 €
ppm (t1) \ !
J S % ﬂ I\ 18
.
T T T T T T
100 50 0

wpm (t1)

Complexo 2



104

APENDICE 6: Espectros de HSQC dos complexos 1, 2 e 4.
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APENDICE 7: Espectros de Absorcao na regidao do IV dos complexos 6, 7 e 8.
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APENDICE 8: Espectros de RMN dos complexos 5, 6, 7 e 8.
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