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RESUMO

“Complexos de Pd(ll) como potenciais inibidores das enzimas Topoisomerase
1"

Sabe-se que o cancer € um conjunto de mais de 100 doencas as quais sao a
segunda maior causa de morte no mundo. Existem diversos fatores que se
relacionam com o crescimento de tumores, abrindo portas para o
planejamento de compostos com mecanismos de acgéo diferentes dos atuais.
Um bom exemplo é a enzima TOPOIIA que é superexpressada em alguns
tipos de céncer, como de pulmédo e de mama, podendo se obter compostos
gue atuem na enzima para gerar uma maior seletividade. Nesse sentido, as
tiossemicarbazonas se apresentam como possiveis inibidores enzimaticos,
uma vez que possuem caracteristicas estruturais que maximizam a interacao
com o alvo. Entretanto, tém-se observado que as tiossemicarbazonas
demonstram maior capacidade inibitéria quando complexadas, principalmente
guando formam compostos planares. Nessa perspectiva, os complexos de
paladio(ll) surgem como uma alternativa na obtengcdo de agentes citotoxicos e
inibidores da TOPOIIA. No presente trabalho foram sintetizados complexos de
Pd(Il) do tipo [PAXPR3TSC] (X=ClI, I; PRs= trifenilfosfina, tri(p-toluil)fosfina,
tri(o-toluil)fosfina,  tris(4-fluorofenill)fosfina; TSC=N  -Metil-2-(1-metil-3-
fenilprop-2-en-1-ilideno)hidrazinacarbotioamida), sendo todos caracterizados
pelas técnicas de RMN, IV, UV-Vis, difracéo de raios X, temperatura de fuséo,
condutividade e andlise elementar. Todos 0s compostos tiveram sua
citotoxicidade investigada frente as linhagens celulares MDA-MB-231, A549 e
MCRS5. Os resultados obtidos foram comparados com o da cisplatina. Entre os
complexos  sintetizados  destacaram-se o0os  [PdCI(PPh3)(TSC-CC)],
[PACI(4FP)(TSC-CC)] e [PdI(PPh3)(TSC-CC)] com valores de ICg, frente a
MDA-MB-231 de 0,89; 0,56; 1,04 umol-L™, respectivamente. Vale destacar
gue além de serem mais ativos do que a cisplatina, apresentaram um maior
indice de seletividade. Ensaios visando a compreensédo de um possivel alvo
biologico foram realizados, através de estudos de interagdo com
biomoléculas. Os ensaios por titulacdo espectroscopica e eletroforese com a
molécula de DNA, demonstraram uma fraca ou nenhuma interagdo com o
DNA, descartando-o como um possivel alvo. Ja os resultados oriundos dos
testes de inibicdo da enzima TOPOIIA indicaram uma possivel relacdo entre a
citotoxicidade e a capacidade de inibicdo dos complexos, uma vez que 0s
compostos com maior atividade antiproliferativa foram os que apresentaram
maior taxa de inibicdo da enzima. Os complexos mais promissores foram
duas vezes mais ativos do que o etopdsido, droga padrdo para inibicdo da
TOPOIIA. Esses resultados indicam o potencial antineoplasico dos complexos
sintetizados.
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ABSTRACT

“Palladium(ll) complexes as potential inhibitors of Topoisomerase Il enzymes”.

It is known that cancer is a set of more than 100 diseases which are the
second largest cause of death in the world. There are several factors related
to the growth of tumors, showing different pathway for the planning of new
compounds with distinct mechanisms of action. A good example is
topoisomerase Il enzyme that is overexpressed in some types of cancer, such
as lung and breast, in order to afford compounds that act on the enzyme to
obtain a better selectivity. In this sense, thiosemicarbazones are presented as
possible enzymatic inhibitors, since they have structural features that
maximize the interaction with the target. However, it has been observed that
thiosemicarbazones demonstrate greater inhibitory capacity when complexed,
especially when they form planar complexes. In this perspective, palladium (II)
complexes appear as an interesting alternative to obtain compounds with high
cytotoxicity and capable to inhibit the action of TOPOIIA. In this work, it were
synthesized 6 palladium (II) compounds of the type [PAXPR3TSC] (X = ClI, I,
PR3 = triphenylphosphine, tri(p-toluyl)phosphine, tri(o-toluyl)phosphine, tris(4-
fluorophenyl)phosphine, TSC = 1-methyl-3-phenylprop-2-en-1-ylidene
hydrazinecarbothioamide. Complexes 1-6 were characterized by the NMR, IV,
UV-Vis, X-ray diffraction, melting point, conductivity and elemental analysis. All
compounds had their cytotoxicity investigated against MDA-MB-231, A549,
MCRS5 cell lines. The results obtained were compared with cisplatin. The
compounds [PdCI(PPh3)(TSC-CC)] (1), [PdCI(4FP)(TSC-CC)] (4) and
[PdI(PPh3)(TSC-CC)] (5)showed better ICso values against MDA-MB-231,
0.89; 0.56; 1.04 pmol-L™, respectively, besides being more active than
cisplatin, they presented a higher index of selectivity. Electrophoresis and
DNA titration assays were performed to investigate the interaction between
complexes and DNA molecule. The results showed a weak or no interaction
between them, thus DNA was discarded as a possible target. However, data
from the TOPOIIA enzyme inhibition assay indicated a possible relationship
between cytotoxicity and the inhibition capacity of the complexes, since the
compounds with the highest antiproliferative activity were those with the
highest inhibition rate. Complexes 1, 4 and 5 were twice more active than
etoposide, standard drug for inhibition of TOPOIIA. These results indicate the
antineoplastic potential of the synthesized complexes.
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1 - Introducéao

1.1 - Cancer

O cancer é um conjunto de mais de 100 doengas causadas por
mutacfes no gene de uma célula normal, muitas vezes essas muta¢gdes sao
percebidas pelo proprio corpo, resultando na eliminacdo das células
modificadas, todavia €& possivel que as células neoplasicas superem o
sistema imune, e comecem a se proliferar, as células neoplasicas nao
apresentam mais as funcbes que antes apresentavam, desse modo, estas
células menos especializadas podem impedir o funcionamento correto do seu

tecido de origem.*

As células cancerosas sdo caracterizadas por seu ciclo
ininterrupto de multiplicacdo aglomerando-se até a formagdo de um tumor.
Quando as células desse tumor se desprendem e espalham pelo organismo
invadindo outros tecidos estabelecendo a formagao de um novo tumor dar-se-

a 0 nome de metastase.'?

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) o céancer é a
segunda maior causa de morte em todo mundo, em estimativas de 2015, 1 a
cada 6 pessoas foram a Obito devido a algum tipo de cancer. Os tipos de
cancer com maior incidéncia sdo: pulmédo, mama, colo e préstata, sendo que
entre esses tipos de cancer o de pulmdo possui maior incidéncia e
mortalidade (FIGURA 1.1).°
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FIGURA 1.1 - Os 10 canceres com maior incidéncia e mortalidade do mundo

em 2012 por sexo.(adaptado)”

Ja o INCA (Instituto Nacional do Cancer) estima que para 0s
anos de 2018 e 2019 havera ocorréncia de mais 600 mil novos casos de
cancer por ano, em todo o Brasil. Segundo a mesma estimativa, 0s canceres
de préstata, pulmédo, mama feminina sdo os de maior incidéncia nacional
(FIGURA 1.2). Conforme a Estimativa 2018 o Brasil apresenta um perfil de
pais em desenvolvimento com elevada mortalidade de cancer de préstata
entre os homens, embora este tipo de cancer tem grande percentual de cura
se diagnosticado previamente. Semelhantemente, a alta incidéncia de cancer
do colo do utero pode ser associada, em muitos casos, ao virus papilomavirus

humano (HPV), que pode ser evitado com uso de vacinas.’



Prostata 68.220 31,7% Homens Mulheres  Mama Feminina 59.700 29,5%
Traqueia, Bronquio e Pulmao 18.740 8,7% Célon e Reto 18.980 9,4%
Célon e Reto 17.380 8,1% Colo do Utero 16.370 8,1%
Estdmago 13.540 6,3% Traqueia, Bronquio e Pulmao  12.530 6,2%
Cavidade Oral 11.200 5,2% Glandula Tireoide 8.040 4,0%
Esofago 8.240 3,8% Estdmago 7.750 3,8%
Bexiga 6.690 3,1% Corpo do Utero 6.600 3,3%
Laringe 6.390 3,0% Ovério 6.150 3,0%
Leucemias 5.940 2,8% Sistema Nervoso Central 5.510 2,7%
Sistema Nervoso Central 5.810 2,7% Leucemias 4.860 2,4%

*Nameros arredondados para multiplos de 10

Figura 1.2 - Distribuicdo proporcional dos dez tipos de cancer mais incidentes
no Brasil estimados para 2018 por sexo, exceto pele ndo melanoma*.®

O tratamento do cancer pode ser realizado por meio de diversas
técnicas colaborativamente, sendo as mais utilizadas: a cirurgia, aplicada
guando é possivel remover o tumor; radioterapia, que consiste no uso de
raios ionizantes para degradacao da massa tumoral; quimioterapia que dispde
de compostos quimicos para atingirem as células cancerosas levando a morte

celular.®

A guimioterapia € muito importante para o tratamento do cancer,
principalmente por ter acesso a todo o corpo, usando as vias sanguineas. A
distribuicdo do quimioterapico pelos tecidos possibilita a acdo antineoplasica
sobre areas de dificil acesso para a cirurgia, ou em restos de tecido tumoral

que no foram retirados ap6s um procedimento cirlrgico. *
1.2 - DNA

Um dos principais alvos contra o cancer € o DNA, responsavel
por controlar o metabolismo celular, incluindo a mitose, producdo de
proteinas, dentre outras funcdes. Uma vez que a biomolécula é responsavel
em transmitir o material genético para as células filhas é natural que o DNA
de células cancerosas seja o principal alvo terapéutico contra o cancer.
ModificacOes irreparaveis em sua estrutura podem ocasionar a morte celular

programada da célula, apoptose, interrompendo sua proliferacdo’.

Entretanto, a distincdo entre células tumorais e ndo tumorais
pelos quimioterapicos é pouco efetiva, acarretando no surgimento de efeitos
colaterais. Tal evento gera a morte de diversas células, principalmente as
células de intensa multiplicacdo como as do estdbmago, dos foliculos

capilares, da pele e outros tecidos que sempre estdo em reposicao. 8 Além



dos efeitos adversos supracitados, quando ocorre uma modificacdo na
estrutura do DNA existe a possibilidade de gerar novas mutacdes devido a

capacidade mutagénica de alguns compostos.?®

Um dos quimioterapicos mais utilizados atualmente € a cisplatina
(FIGURA 1.3) [cis-diaminodicloroplatina(ll)]. Apos a sua descoberta e inicio do
seu uso contra o cancer de testiculo, mais de 90% dos casos foram tratados
com sucesso.'? Devido a sua estrutura plana e a presenca de ligantes labeis,
a cisplatina pode se ligar covalentemente a molécula do DNA via
coordenacdo de bases nitrogenadas ao ion metalico. Essa ligacdo provoca
danos ao DNA levando as células ao processo de apoptose. Porém, como a
maioria dos agentes anticancer a cisplatina apresenta severos danos
colaterais e restrito espectro de atividade, ou seja, é eficaz somente frente a

especificos tipos de cancer.™
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FIGURA 1.3 - Estrutura da cis-diaminodicloroplatina

Portanto, busca-se o desenvolvimento de compostos mais
especificos, que atuem majoritariamente sobre células cancerosas e possuam

outros alvos terapéuticos.’
1.3 - DNA-topoisomerase (Il)

As DNA-topoisomerases sdo enzimas que normalmente séo
superexpressadas em células de alta proliferacdo celular como as células
cancerosas e, por isso, estas enzimas sdo alvos frequentes de agentes
quimioterapicos. A interagcdo de compostos com as DNA-topoisomerases
pode levar a uma maior atividade citotoxica frente a células cancerosas em
relacdo as células ndo tumorais, 0 que poderia acarretar menos efeitos

colaterais.'>*®



As enzimas DNA-topoisomerases participam da replicacdo do
DNA, da condensacdo cromossdmica e segregacdo cromossdmica’®. No
corpo humano séo encontradas duas classes de topoisomerases, tipo | e tipo
1. As enzimas topoisomerases do tipo | (TOPOI) possuem a funcdo de
produzir uma quebra em uma das fitas do DNA, o que possibilita diminuir a
tensdo de rotacdo do mesmo, permitindo a essa estrutura relaxada realizar
diversas funcdes. Ja a topoisomerase do tipo Il (TOPOII) possui a capacidade
de quebrar a dupla fita do DNA. Essa enzima é responsavel pela decatenacéo
do DNA. Para a realizacdo do ciclo enzimético (FIGURA 1.4) é necessario
consumo de duas moléculas de ATP (adenosina trifosfato) como fonte de

energia.’®
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FIGURA 1.4 - Ciclo catalitico da topoisomerase Il. Dominios da ATPase estao
apresentados em azul claro, o dominio nuclear esta representado por azul

escuro.’

O ciclo inicia-se com a ligagao da enzima a dois segmentos de
dupla fita do DNA, chamados de segmento G (vermelho) e segmento T

(verde) (etapa 1). Em seguida, duas moléculas de ATP se ligam a enzima.

BN

Isto esta associado a dimerizagdo do dominio da ATPase (etapa 2).

Posteriormente, o segmento G é clivado (etapa 3) e o segmento T é

transportado através de G rompido, o que € acompanhado pela hidrélise de
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uma molécula de ATP (etapa 4). O segmento G € religado e a molécula de
ATP restante é hidrolisada (etapa 5). Apos a dissociacdo das duas moléculas
de ADP (adenosina difosfato), o segmento de T € transportado por meio do
dominio nuclear aberto (etapa 6). Por fim, o dominio nuclear é fechado e os

dominios da ATPase reabrem, permitindo a dissociacdo do DNA (etapa 7).

As enzimas TOPOIl se dividem em duas isoformas a
topoisomerase-lla. (TOPOIIA) e a topoisomerase-lI3 (TOPOIIB), ambas
possuem o mesmo modo de acdo. Assim, observa-se que comumente a
isoforma TOPOIIA apresenta uma relacdo direta com o0s processos de
transcricdo e replicacdo do DNA, apresentando maior expressdo em células
cancerosas, entretanto, a expressao da TOPOIIB se mantém inalterada. Pela
dependéncia com o ciclo celular a TOPOIIA € o alvo farmacolégico de alguns
quimioterapicos’’. Além disso, a inibicdo da atividade da TOPOIIB
frequentemente é associada ao surgimento de novos tumores e ou efeitos

colaterais.*®*®

Os farmacos, que possuem a TOPOIIA como alvo, podem atuar
em diferentes etapas do ciclo, contudo eles sao divididos em duas categorias

distintas, os venenos e os inibidores cataliticos.
- Venenos e inibidores cataliticos

Os venenos da topoisomerase atuam na etapa 4 do ciclo
catalitico da enzima. Eles sendo responsaveis pela formacdo de um composto
ternario estavel farmaco-DNA-TOPOII, que aumenta a quebra das fitas do
DNA, gerando intermediarios que séo téxicos para as células, levando-as ao
processo de morte celular. Exemplos de farmacos que possuem este modo

de acdo sdo: o etopdsido e a doxorrubicina (FIGURA 1.5)."



FIGURA 1.5 - Estrutura do etopésido (A) e a doxorrubicina (B)

Infelizmente, estes farmacos possuem efeitos adversos como o
mielossupressdo  (etopodsido), cardiotoxicidade (doxorrubicina), baixa
solubilidade em &gua e desenvolvimento de tumores secundarios. Nessa
perspectiva é importante o desenvolvimento de novos farmacos capazes de

atenuar os efeitos adversos e diminuir os riscos de tumores secundarios.?*®

Com esse intuito foi desenvolvida uma segunda classe de
compostos capazes de interagir com a TOPOIIA de uma forma diferente dos
venenos, conhecidos como inibidores cataliticos. Os novos inibidores podem
atuar em diversas etapas do ciclo catalitico da enzima, afetando o
funcionamento da proteina por diferentes vias. A aclarrubicina e suramina séo
responsaveis pela inibicdo da ligagdo DNA-TOPOII. J& o ICRF-187 estabiliza
o complexo n&o covalente DNA-TOPOIIl e a novobiocina inibe a ligacdo do
ATP-TOPOII (FIGURA 1.6). Inibidores cataliticos normalmente apresentam
menor toxicidade ao corpo por ndo formarem o complexo DNA-TOPOII por
ligacdo covalente. Pode-se destacar o ICRF-187 que além da atividade frente
a enzima, também é capaz de atenuar a cardiotoxicidade gerada pela

doxorrubicina.'” Outra vantagem dos inibidores cataliticos é a seletividade

entre as isoformas alfa e beta da topoisomeras I1.*#*
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FIGURA 1.6 - Estrutura da aclarrubicina, suramina, novobiocina e ICRR-187.

1.4 - Tiossemicarbazonas

Na literatura cientifica, constantemente s&o apresentados
compostos com capacidade de inibir as enzimas topoisomerase. Dentre eles,
as tiossemicarbazonas se destacam, pois apresentam alta atividade bioldgica,

tais como antineoplasica; antimicrobiana; antiprotozoaria; antifangica.?*

As aplicagdes das tiossemicarbazonas (TSC) sao tdo diversas
guanto a sua diversidade estrutural, permitindo a realizacdo de uma vasta
gama de substituicbes, o que pode gerar diferentes respostas bioldgicas.
Geralmente sdo obtidas por reagcbes de condensacdo entre
tiossemicarbazidas e cetonas e/ou aldeidos, sd@o caracterizadas pelas
sinteses simples com alto rendimento e uma variedade de possibilidades

estruturais. A FIGURA 1.7 apresenta uma estrutura genérica das TSC.?>2®
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FIGURA 1.7 - Estrutura quimica e numeracdo das tiossemicarbazonas
segundo a IUPAC.

No trabalho de WANG et al.?® podemos evidenciar a capacidade
citotdxica de tiossemicarbazonas baseadas em nopionas (FIGURA 1.8). As
TSCs foram testadas frente a varias linhagens: cancer de mama (MDA-MB-
231), carcinoma cervical humano (Hela) e hepatocarcinoma humano (SMMC-
7721). Entre todas as tiossemicarbazonas testadas a 4i se destacou

apresentando valores de ICso de 2.79 pymol-L?, 3.64 pmol-L™* e 2.65 pmol-L™

nas linhagens celulares MDA-MB-231, Hela e SMMC-7721 respectivamante.?

R1

FIGURA 1.8 - Estrutura da tiossemicarbazona 4i (R'= OCHs, R?*=Ph).
(adaptado)

OLIVEIRA et al. (2017)* demonstraram a capacidade das
tiossemicarbazonas em atuarem como inibidores da enzima topoisomerase-
lla. Foram sintetizadas 5 tiossemicarbazonas, partindo do indol-3-

carboxaldeido, (FIGURA 1.9). Entre todas as tiossemicarbazonas, a 2b
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destacou-se com baixos valores de 1G5y (Método que mede apenas a inibicao
da proliferacao celular em 50%). As linhagens testadas foram escolhidas por
serem células cancerosas associados a superexpressdao de TOPOIIA, tais
como: glioma (U251), cancer de mama (MCF-7), carcinoma do ovario
multirresistente (NCI-ADR / RES), renal (786-0), cancer do pulméo de células
nao pequenas (NCI-H460), ovario (OVCAR-3), célon (HT-29) e leucemia (K-
562). Exceto para NCI-ADR / RES em que IGs foi de 6,48 pmol-L™* em todas

as outras linhagens observou-se valores menores que 1 pmol-L™.

Composto R R,
R4 22 1-naftil Br
2b 1-naftil H
H H 2c p-toluil H
= ~
J| N \"/ R 2d 2-fenetil Br
HMN S 2e 2-fenil H

FIGURA 1.9 - Estrutura geral das tiossemicarbazonas sintetizadas por de
OLIVEIRA et al. (2017)*.(adaptado)

Para tiossemicarbazona 2b (Figura 1.9) foi realizada a avaliacao
da inibicdo da TOPOIIA por relaxamento do DNA utilizando o ensaio de
eletroforese. No ensaio, o DNA superenovelado (pUC19) foi incubado com a
enzima durante 30 min a 37°C, como padrdo positivo para inibicdo da
TOPOIIA utilizou Ansacrina (m-AMSA). Tanto a tiossemicarbazona 2b e o
padrdo n-AMSA foram incubados em duas concentragdes (100 e 50 pmol-L™).
O resultado apresentado no gel. Demonstra a capacidade de 2b de impedir

em parte a acdo da enzima sobre o plasmideo puC19.%

E importante observar que ambas tiossemicarbazonas, 4i e 2b,
aumentaram a interrupc¢ao do ciclo celular na fase G2/M, ou G2. Nessa fase é
realizada uma avaliagdo no DNA, um checkpoint, que busca possiveis danos
ao DNA como troca ou perda de um seguimento e replicacdo incompleta. O
aumento de células que tiveram seu ciclo celular interrompido na fase G2/M
pode estar associado a falhas na sintese de DNA, que acontece na fase

anterior S. Essa fase corresponde a um processo de replicagao, cuja inibicdo
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da enzima TOPOIIA pode gerar um DNA com replicacdo incompleta ou um

DNA defeituoso.?®:°

1.5 - Fosfinas

Fosfinas do tipo PR3 (FIGURA 1.10) apresentam uma grande
gama de possibilidades, e sdo utilizadas como agentes antioxidantes, na
construcdo de organofosfinas e metalofosfinas. As fosfinas apresentam um
par de elétrons capaz de formar ligacbes o, e quando complexadas tém a
possibilidade de fazer retrodoacdo devido ao acesso, pois 0s orbitais 3d nao
estdo impedidos energeticamente. Fosfinas podem ser utilizadas em
compostos para diversas aplicacbes tais como antineoplasicos,

antimicrobianos, inseticidas, etc. 31

R

C>P<—R

R

FIGURA 1.10 - Esquema geral de uma fosfina do tipo PR3

Fosfinas possuem a capacidade de estabilizar alguns centros
metalicos em diferentes estados de oxidagdo e, quando formam complexos,
apresentam efeito trans acentuado, que auxilia na sintese e no planejamento
desses complexos metdlicos. Fosfinas do tipo PR3 tém a possibilidade de
mudanca dos substituintes (R) utilizando diversas funcbes (FIGURA 1.10),
normalmente grupos aquil ou aril. Mudancas nestes grupos demonstram uma
variedade de opcao de fosfinas com diferentes aplicacdes. Substituintes mais
doadores ou retiradores de elétrons podem influenciar o proprio centro

metalico quanto a cinética e atividade biolégica.**>*

No meio biolégico as fosfinas agem como antioxidantes,
formando oOxidos fosfinicos e atuam também aumentando a lipofilicidade de
complexos metalicos, o que possibilita o transporte de complexos da matriz
extracelular para intracelular. O seu forte efeito trans gera ligantes labeis que

podem ser facilmente trocados, possibilitando ligacdes covalentes com
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diversos alvos. Fosfinas do tipo PR3 também atuam na protecdo estérica,
podendo proteger um regido ou ligante no complexo metélico, como também
podem preencher espacos em sitios ativos de enzimas atuando como
inibidores cataliticos. Essas diferentes propriedades tornam as fosfinas
ligantes capazes de influenciar a farmacocinética dos compostos de

coordenagéo.?*%

GANDIN et al.*® apresentam complexos de ouro(l) coordenados
a trietilfosfina (FIGURA 1.11) com uma elevada citotoxicidade e capacidade
de inibir as enzimas Tiorredoxina Redutase (TrxR1l e TrxR2) que séo
responsdaveis pela reducéo de ligacdes especificas de dissulfetos e que atuam
na sintese de DNA, na apoptose e outras funcées.*

/‘\"'}P—Au—Cl DP—AU—CEN
" o

1 3
DP—AU—S—CEN /EP'—AU_‘S—T'—O—/
s . [

FIGURA 1.11 - Estrutura dos complexos 1, 3, 4 e 6 de Au(l) estudados por
GANDIN et al.

Os complexos de Au(l) listrados na Figura 1.12 demonstraram
valores de ICs inferior a 1 pmol-L™ quando testados nas seguintes linhagens
tumorais, tais como, pulmdo (A549), célon (HCT-15), mama (MCF-7) e
cervical (HelLa), leucemia (HL60) e melanoma (A375). Também foi observada
gue os mesmos complexos foram capazes de inibir as enzimas TrxR1 e
TrxR2.

1.6 - Complexos Metalicos

O estudo de complexos metalicos no desenvolvimento de anti-

neoplasicos se desenvolveu de forma acentuada, principalmente, apds a
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década de 70, quando a cisplatina foi aprovada pra o uso clinico como

antineoplasico.°

Desde entdo, muito se tém estudado sobre a influéncia do centro
metalico no meio biolégico e como a estrutura do complexo relaciona-se com
a atividade antineoplasica. Os complexos de metais de transicdo sao
versateis e apresentam diferentes geometrias, podendo coordenar-se com
diferentes moléculas orgéanicas apresentando diferentes estados de oxidacao.

Além disso podem formar compostos com cargas positiva ou negativa.®"~*

BISCEGLIE et al.** apresentam a sintese de diferentes
tiossemicarbazonas e seus complexos de Cu(ll) e Ni(ll). Estes compostos
foram submetidos a ensaios de citotoxicidade frente a linhagem celular U937.
Os resultados obtidos demonstraram uma maior atividade antiproliferativa
para os complexos de Cu(ll) comparada aos de Ni(ll) que foram inativos.
Analogamente, apenas os compostos de Cu(ll) foram capazes de inibir a acéo
da enzima TOPOIIA. Os autores atribuiram essa disparidade na atividade
devido as diferentes geometrias apresentadas para os complexos, quadratica

plana para o Cu(ll) e octaédrica para o Ni(ll).

%i\:&/& K R
c\f“ ’
[Cu(L2)cl] [Ni(L1)(HL1)]CI LB

FIGURAL.12 - Estrutura dos complexos apresentados por BISCEGLIE et al.*?

ZEGLIS et al. (2011)*, chegaram a uma conclus&o semelhante,
guando mostraram a potencializacdo da inibicdo da TOPOIIA e da atividade
antiproliferativa frente a linhagens de células tumorais de mama humana
usando tiossemicarbazonas complexadas com Cu(ll) (FIGURA 1.13). Os

complexos sintetizados apresentam a geometria quadratica plana. Novamente
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0S autores sugerem que a planaridade € um requisito fundamental para

acentuar a interacdo entre a molécula e o sitio ativo da enzima TOPOIIA.

X Ry R4 Ra

Cu(Fp4mT)CI CH H Me H

RI R: Cu(FpdeT)CI cH 1 Lt I
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Cu(Apz4mT)Cl N Me Me H

FIGURA 1.13 - Férmula estrutural das tiossemicarbazonas sintetizadas por
ZEGLIS et al. (2011)*.

Utilizando a técnica computacional de docking molecular no
dominio da ATPase e no dominio nuclear da enzima, foram calculadas quéo
forte sdo as ligacOes feitas nesses dominios e com quais aminoacidos o0s
complexos entdo interagindo. O sitio da ATPase apresenta uma regido com
carga majoritaria negativa, essa caracteristica possibilita a insercdo do
complexo metélico com maior facilidade, uma vez que, os complexos de
Cu(ll) séo positivamente carregados e a sua geometria plana facilita a entrada
no sitio ativo gerando interacdes entre o complexo e a enzima. Nos testes
realizados observou-se interacdes do tipo ligacdo de hidrogénio, as interacdes
foram observadas com Arg32 e GIn35 (FIGURA 1.14).%
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FIGURA 1.14 - Melhores posi¢cdes ancoradas dos complexos metdlicos de
Cu(ll) no dominio ATPase. Complexos de Cu(ll) nas seguintes cores:

amarelo, azul, cinza, verde e vermelho.

Os autores também apontam a possibilidade de inibicdo da
TOPOIIA pelo dominio nuclear, que é a regido da enzima responsavel pela
guebra da dupla fita de DNA. Os resultados retratam esta inibicdo como uma
segunda forma de acdo dos complexos de Cu(ll), mostrando uma preferéncia
pela inibicdo no dominio da ATPase. Foram realizados dois diferentes modos
de interacdo no dominio nuclear, entretanto os diferentes modos
apresentaram uma menor energia de ligacdo comparados com o dominio da
ATPase.

Segundo ZEGLIS et al. (2011)*, os resultados de citotoxicidade
demonstraram que as tiossemicarbazonas sintetizadas possuem uma boa
atividade antitumoral com valores de ICs, entre 4,3 e 8,1 umol-L™ frente as
células SK-Br-3. Porém, quando séao capazes de inibirem a topoisomerase, o
fazem apenas em altas concentracdes (76 — 94 ymol-L™"). Em contrapartida,
os complexos de Cu(ll) apresentam uma faixa de concentracdo de inibicao
enzimatica muito menor que a dos ligantes livres entre 0,3 — 7,2 umol-L™,
sendo comparaveis ao farmaco doxorrubicina (1 -5 pmol-L™) e melhores que o
do etopésido (50 — 90 umol-L™"), ambos usados atualmente no tratamento

contra o cancer.
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Assim, os trabalhos concluem que os complexos de Cu(ll) sdo
mais ativos do que os ligantes, tanto na inibicdo quando na citotoxicidade, e
finalizam apresentando a importancia de compostos planos para insercao

neste dominios.*?*3

- Paladio

Complexos metalicos de paladio(ll) sdo compostos muito
estudados como possiveis antineoplasicos, a escolha desse metal se da por
sua semelhanca com a platina, ja que ambos formam complexos metalicos
quadrético plano e podem apresentar ion metalico com configuracdo d®. Um
vez que a platina ainda € o Unico metal utilizado no tratamento de neoplasias

como quimioterapico. *+*

Apos a aprovagéao da cisplatina como farmaco, foram estudados
complexos de paladio(ll) com os mesmos ligantes da cisplatina. Entretanto
observou-se que estes complexos apresentam maior labilidade de ligantes
gue a platina. Os complexos de Pd(ll) reagiam tao rapido que nao atingiam o
alvo biologico. Para contornar essa elevada cinética de troca de ligantes,
iniciou-se o uso de ligantes quelantes que sdo capazes de estabilizarem mais
o0 centro metdlico, diminuindo a labilidade dos ligantes. A geometria
guadratica plana do complexo de Pd(Il) € uma propriedade intrinseca do
metal, uma vez que essa geometria se mostrou extremamente importante
para atividade frente a enzima alvo, a escolha de um metal com configuragéo

d® se mostra promissora. ***°

Outra vantagem na utilizacdo do ion Pd(Il) na formacdo de
complexos com possivel atividade inibitoria é a capacidade de formagéo de
ligacBes fortes entre o Pd(ll) e &tomos de enxofre, segundo a definicdo de
acido/base de Pearson. A TOPOIIA apresenta em sua estrutura cinco
cisteinas livres que uma vez coordenada a um centro metalico podem afetar o

funcionamento da protefna.*®™®

ROCHA et al.*® apresentam complexos de Pd(Il) contendo
ligantes N,S-doadores e fosfina como possiveis inibidores da TOPOIIA
(FIGURA 1.15). Os valores de ICsp (3 - 10 upmol-L™") indicam uma

citotoxicidade elevada frente células de carcinoma mamario murino (LM3),
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carcinoma pulmonar murino (LPO7) e cancer de mama humano (MCF-7),
sendo na sua maioria mais ativos do que a cisplatina.>® Nos ensaios de
inibicdo frente a enzima TOPOIIA os complexos exibiram capacidade de inibi-
la em concentrac¢des proximas aos seus ICsp, indicando uma possivel relacédo

entre a citotoxicidade e a inibicdo enzimatica.

1: X=CI
(Ph)3P\P d/XTD 2: X=Br
7N 3: X=1
S\ /NH x®  4:X=SCN
NH
—NH

FIGURA 1.15 - Esquema adaptado dos complexos apresentados por ROCHA

et al.*®

Mediante ao que foi apresentado, buscou-se neste trabalho a
sintese de complexos que possibilitassem uma acdo sinérgica das
caracteristicas das TSCs, fosfinas e centro metéalico para uma maior interacao
com a enzima TOPOIIA e, consequentemente, uma maior citotoxicidade

frente a linhagens tumorais, especialmente de mama e pulméao.
1.7 - Planejamento

Partindo dos dados apresentados nesta introducédo e as
observacdes experimentais relatadas na literatura planejou-se para o
desenvolvimento deste trabalho complexos de Pd** com geométrica
quadratica plana, que estad associada com a inibicdo da enzima TOPOIIA,
assim como o ligante quelato, tiossemicarbazona, responséavel pela formacéo
do metalocilo planar. Ligado ao metalocilo planar um substituinte contendo
ligacdes insaturadas ou um anel aromatica, afim de realizar interacdes do tipo

n— 1 entre 0 complexo e biomoléculas.

Grupos fosfinicos ligados diretamente ao centro metélicos
possibilitam o aumentar a lipofilicidade dos complexos e interagir com
biomoléculas por meios dos grupos aromaticos ligados ao fosforo. A presenca

de um haleto ligado ao metal disponibiliza possiveis ligacbes o entre o
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complexo e o sitio enzimatico de TOPOIIA. Este planejamento estrutura &
apresentado no esquema da FIGURA 1.16, onde cada grupos citado esta
destacado.

CH3 ' R :
| [
HN :P—R: Grupo
AN A% L
7z ' Fosfinico
\ L_F\J____I

Anel Aromatico ligado a
Metalociclo Planar

FIGURA 1.16 - Planejamento para as estruturas dos complexos do presente
trabalho.
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2 - Objetivos
2.1 - Objetivo geral

O objetivo deste projeto foi planejar complexos de Pd(ll) capazes
de inibir a enzima DNA-topoisomerase lla que apresentem significativa

citotoxicidade frente a células neoplasicas.

2.2 - Objetivos Especificos
- Preparacao e caracterizagao da tiossemicarbazona,;
- Preparacédo e caracterizacdo dos complexos de Pd(ll);
- Investigagéo da citotoxicidade frente a células tumorais e ndo tumorais;

- Avaliacdo da capacidade inibitoria dos complexos frentes a enzima DNA-

topoisomerase llq;

- Relacédo estrutura-atividade.
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3 - Experimental
3.1 - Sinteses

3.1.1 - Reagentes

Os reagentes utilizados neste trabalho e seus respectivos fornecedores estao
descritos na TABELA 3.1.

TABELA 3.1 - Reagentes e suas respectivas procedéncias.

Reagente Procedéncia
Benzalacetona (=98%) Sigma-Aldrich
4-Metil-3-tiossemicarbazida (97%) Sigma-Aldrich
Cloreto de Paladio(ll) (99%) Sigma-Aldrich
Trifenilfosfina (99%) Sigma-Aldrich
Tri(p-toluil)fosfina (98%) Sigma-Aldrich
Tri(o-toluil)fosfina (97%) Sigma-Aldrich
Tris(4-fuorofenill)fosfina (98%) Sigma-Aldrich
Agarose Padrao Kasvy
Cloroférmio (d1) (99,8%) AcrosOrganics

3.1.2 - Metodologia sintética
3.1.2.1 - Sintese TSC-CC

Em um baldo de fundo redondo de 250 mL foram adicionados
0,20 g de 4-metil-3-tiossemibarzida (1,90 mmol) e 0,28 g de benzalcetona
(2,90 mmol) solubilizadas em 50 mL de etanol. Em seguida, foram
acrescentadas 5 gotas de HCI concentrado, atuando como catalisador. A
reacdo de condensacéo foi mantida sob refluxo durante 24 h. Ao término da
reagdo a solucéo foi concentrada em rotaevaporador, resfriada em banho de
gelo e filtrada. Logo apds, utilizou-se etanol gelado na lavagem do produto.
Posteriormente, o solido foi seco sob dessecador. (Obteve-se 0,23 g de

massa seca, rendimento de 53%).
3.1.2.2 - Sintese [PdCI,(CH3;CN),]

Em um erlenmeyer de 125 mL com 50 mL de acetonitrila
previamente aquecida até 80°C, adicionou-se lentamente 500 mg de cloreto
de paladio (1), apds a adicédo do sal foi observado a formacgéo de uma solucéo

de coloracdo amarela. Apos 4 h de reacdo a solucdo foi concentrada por
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evaporacao do solvente e o sélido amarelo foi filtrado. (Foi obtido 0,585 g de
[PACI;(CH3CN),], 80% de rendimento).

3.1.2.3 - Sintese [PdCI(PPh3)(TSC-CC)] (1)

Em um béquer de 25 mL contendo 0,050 g (0,19 mmol) de
[PACI>(CH3CN),] solubilizado em 10 mL de acetonitrila foram adicionados
0,044 g (0,19 mmol) de TSC-CC. A reacao foi mantida sob agitacdo
magnética por 24 h em temperatura ambiente. Depois, foi feita a adicdo de
0,051 g (0,19 mmol) de trifenilfosfina (PPhs), o meio reacional foi mantido sob
agitacdo por mais 24 h. Apés este periodo, o volume da solucéo foi reduzido
por evaporacdo e o solido formado (115 mg, rendimento de 93%) foi filtrado

sob vacuo.
3.1.2.4 - Sintese [PACI(Pp-T)(TSC-CC)] (2)

Em um béquer de 25 mL contendo 0,050 g (0,19 mmol) de
[PACI2(CH3CN)Z2] solubilizado em 10 mL de acetonitrila foram adicionados
0,044 g (0,19 mmol) de TSC_CC. A reacado foi mantida sob agitacdo
magnética por 24 h em temperatura ambiente. Depois, foi feita a adigdo de
0,051 g (0,19 mmol) de tri(p-toluil)fosfina (Pp-T), o meio reacional foi mantido
sob agitacdo por mais 24 h. ApoOs este periodo, o volume da solucédo foi
reduzido por evaporacao e o solido formado (125 mg, rendimento de 95%) foi
filtrado sob véacuo. Analise elementar: obtido (calculado para
C33H36CINsPPdS + 2/3CH3CN « 2/3CHCI3) (785.5 gmol™) %C 53.16 (53.52),
%H 5.82 (4.83), N 6.59 (6,54).

3.1.2.5 - Sintese [PdCI(Po-T)(TSC-CC)] (3)

Em um béquer de 25 mL contendo 0,050 g (0,19 mmol) de
[PACI2(CH3CN)Z2] foi inicialmente solubilizado em 10 mL de acetonitrila, e
posteriormente foi adicionados 0,044 g (0,19 mmol) de TSC_CC, a reacao foi
mantida sob agitacdo magnética por 24 h em temperatura ambiente. Na
sequencia, foi realizada a adicao de 0,051 g (0,19 mmol) de tri(o-toluil)fosfina
(Po-T) o meio reacional sendo mantido sob agitacdo por mais 24 h. Apds este
periodo, o volume da solucéo foi reduzido por evaporacao e o solido formado
(126 mg, rendimento de 96%) foi filtrado sob vécuo. Cjs3HzsCINzPPdS -
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2/3CH3CN « 2/3CHCl; (785.5 gmol ™) %C 53.43 (53.52), %H 4.99 (4.83), %N
6.62 (6,54).

3.1.2.6 - Sintese [PdCI(4FP)(TSC-CC)] (4)

Em um béquer de 25 mL contendo 0,050 g (0,19 mmol) de
[PACI2(CH3CN)2] solubilizado em 10 mL de acetonitrila foram adicionados
0,044 g (0,29 mmol) de TSC_CC, a reacdo foi mantida sob agitacdo
magnética por 24 h em temperatura ambiente. Depois, foi feita a adicdo de
0,051 g (0,19 mmol) de tris(4-fuorofenill)fosfina (P(4FP))o meio reacional foi
mantido sob agitacdo por mais 24 h. Apés este periodo, o volume da solugéo
foi reduzido por evaporacdo e o sélido formado (65 mg, rendimento de 49%)
foi filtrado sob vacuo. Analise elementar: obtido (calculado para
C33H36CINsPPdS « 1/2CH3CN « 1/2CHCI; (785.5 gmol™) %C 48.66 (49.09),
%H 3.66 (3.66), %N 6.57(6.36).

3.1.2.7 - Sintese [PdI(PPhs)(TSC-CC)] (5)

Este complexo foi sintetizado com o mesmo procedimento do
complexo 1, em seguida, in situ, foram adicionados a solu¢éo 37,0 mg (0,22
mmol) de iodeto de potéssio (Kl), a agitacdo foi mantida por mais 4 h. Apos
este periodo, o volume da solucdo foi reduzido por evaporacdo e o solido

formado (80 mg, rendimento de 56%) foi filtrado sob vacuo.
3.1.2.8 - Sintese [PdI(Pp-T)(TSC-CC)] (6)

Este complexo foi sintetizado de com o0 mesmo procedimento do
complexo 2, em seguida, in situ, foram adicionados a solucdo 37,0 mg (0,22
mmol) de iodeto de potassio (KI) a agitacdo foi mantida por mais 4 h. Apos
este periodo, o volume da solucdo foi reduzido por evaporacdo e o solido

formado (78 mg, rendimento de 54%) foi filtrado sob vacuo.
3.2 - Determinacéo do ponto de fusdo

As medidas de ponto de fusédo foram realizadas no equipamento
MARCONI NA 301, ap6s a compactacdo da amostra macerada em um capilar
fechado, o sistema foi aquecido em uma razdo 1°Cmin™, sendo a temperatura

maxima alcancada de 240°C.
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3.3 - Medidas de condutividade iOnica

As medidas de condutividade foram feitas em acetonitrila com o
uso do condutivimetro MARCONI modelo MA 521 (LISCC). Foram feitas
solucdes dos compostos com concentracdo de 1,0x10° mol-L™t. Antes das
medidas o0 equipamento foi calibrado e em seguida, realizado a leitura de

condutividade do solvente.
3.4 - Difragao de Raios X de monocristal

A difragdo de raios X foi realizada em colaboragdo com o Prof. Dr.
Victor Deflon do Laboratoério de Cristalografia do Instituto de Quimica de Sao
Carlos (IQSC-USP), utilizando-se um difratbmetro BRUKER KAPPA APEX Il
duo, radiacdo MoKa (A = 71,073 pm) monocromada por grafite e coletados a
temperatura ambiente (297 K), prosseguindo assim, com as etapas de
integragao, reducdo dos dados e refinamento das estruturas. Os dados
recebidos em formato CIF(Crystallographic Information File) foram analisados

e tratados no software Diamond 3.2.
3.5 - Calculos computacionais.

Teoria do funcional da densidade (DFT) foi utilizada a fim de
determinar as estruturas moleculares dos compostos que nao se obteve
cristais adequados para difracdo. O método aplicado foi o B3LYP (método
hibrido de trés parametros Becke usando o funcional de correlacdo de Lee-
Yang-Parr) e os conjuntos bases 6-31G para C,H,0,5,N e Cl e lanl2dz para
os atomos pesados de Pd e I. Nos calculos de energia foi utilizado o método
Dependente de Tempo (TD-DFT) para 40 estados para singletos e tripletos. O
método foi validado pela comparagdo das estruturas tedricas com as
experimentais obtidas por difracdo de raios-X, bem como pelos dados

espectroscopicos na regidao do UV-Vis e infravermelho.

Os calculos foram efetuados utilizando o programa Gaussian09

e a interface gréafica Gaussview 5.0

3.6 - Espectrometria vibracional na regido do Infravermelho
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Os espectros de absorcdo na regido do Infravermelho foram
obtidos no espectrémetro SHIMADZU IRTracer-100, usando pastilhas de KBr
como suporte. Foram feitas 32 varreduras na regido de 4000 a 400 cm™. Os
dados obtidos foram tratados utilizando os softwares Shimadzu IR Solution,
1.60, e Origin 8.0.

3.7 - Ressonancia magnética nuclear

Para a obtencdo dos espectros de ressonancia magnética
nuclear de *H, C{*H} e *'P{*H} (RMN) foi utilizado o espectrdmetro BRUKER
ARX 9,4T do Departamento de Quimica (DQ) da UFSCar. Todos os dados
obtidos foram tratados utilizando-se o software MestReNova 6.0.2-5475.

3.8 - Espectrofotometria eletronica na regiao do UV-Visivel

Os espectros de absorcédo na regiao do UV-Vis foram obtidos em
um espectrofotbmetro SHIMADZU UV-1650PC. ApGs a obtencéo da linha de
base em acetonitrila, foram utilizadas solucdes de concentracéo 1x10° mol-L™
para cada um dos compostos. Cubetas de quartzo com caminho 6ptico de 1
cm foram utilizadas para obtencdo dos espectros, em seguida, foi feita a

varredura na regiao entre 1100 a 190 nm.
3.9 - Citotoxicidade

Os ensaios de citotoxicidade foram realizados utilizando as
seguintes linhagens celulares: MDA-MB-231(cancer de mama), A549 (cancer
de pulmédo) e MRC-5 (fibroblastos humanos de pulmé&o). As células foram
cultivadas em meio DMEM (Dulbecco Modified Eagle Medium) com 10% (v/v)
de FBS (soro fetal bovino) dentro de garrafas de plastico (Corning)

armazenadas em estufa a 37°C com atmosfera de 5% de CO..

A contagem das células foi realizada utilizando o corante Azul de
Tripano em uma camara de Neubauer. Apdés a contagem da suspencdao,
foram adicionadas a placas de 96 pocos aliquotas com 150 uL contendo
1,5x10* células mL™. As placas foram mantidas por 24 h na estufa e em
seguida foi adicionado a cada poc¢o 0,75 uL de uma solugcdo de DMSO

contendo o ligante ou os complexos. As concentracdes finais dos compostos
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nos pocos foram de 8,00x10"; 1,58; 3,16; 6,25; 12,50; 25,00; 50,00; 100,00
umol-L™; para os compostos mais ativos as concentracbes precisaram ser
ajustadas para: 2,00x10™; 3,90x10™"; 7,80x10™"; 1,58; 3,16; 6,25; 12,50; 25,00
umol-L*. Em seguida, as placas foram incubadas novamente na estufa por

mais 48 h.50>?

Apbs a incubacdo das microplacas foi adicionado a cada poco
50 pL de uma solucdo de MTT (3-(4,5-Dimetiltiazol-2-il)2,5-Difenil Brometo de
Tetrazolio) (1 mgmL™) e incubada novamente na estufa por 4h. Por fim, se
retirou a solucdo de cada posso e adicionou-se 100uL de DMSO, em seguida
foram realizadas as medidas de absorbancia em cada poco com o leitor de
microplacas hibrido da BioTek modelo SYNERGY H1. Os dados obtidos
foram tratados utilizando Excel 2010 e GraphPadPrism 5.01.

3.10 - Interacdo com DNA

3.10.1 - Interacdo com plasmideo surperenovelado

Em uma solugdo tamp&o TE 1x (Tris-HCI (1 mol-L?, pH: 8,0)/
EDTA (0,5 mol-L™?) foram adicionados 0,5 pL do plasmideo pBR322 e 1 pL
dos complexos metdlicos em DMSO, em diferentes concentragdes,
totalizando um volume final de ensaio de 30 pL. A solucéo final foi incubada
a 37°C por 24 h.>* Ap6s o tempo de incubacéo as amostras foram retiradas
do banho termostatico e adicionou-se 15 yuL de STEB (40% (m/v) de
sacarose, 100 mmol-L ! de Tris.HCI, pH = 7,5, 1 mmol-L* de EDTA, 0,5
mgmL™ de azul de bromofenol) a&s amostras posteriormente, 20 pL das
solugbes foram adicionados no gel de agarose 1% (m/v). A corrida
eletroforética ocorreu em solucdo TBE 1x a 20 V durante 12 h, apos este
periodo o gel foi adicionado em solugdo corada de brometo de etidio e
revelado no fotodocumentador Gel Doc™ EZ, a imagem obtida foi tratada

utilizando o software ImageLab™ 6.0.0 fornecido pela BioRad.
3.10.2 - Titulac&o espectroscopica

O experimento de titulacdo espectroscopica de absorcdo foi
realizado pela manutencdo da concentracdo de acido nucleico (30 pL) fixada

em 5,0x10™° mol-L™ em 3000 pL e variando a concentracdo do complexo de 1
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umol-L™" a 45 pmol-L™. Os espectros foram registrados em meio tamponado;
trizma-HCI (pH= 7,39); com leitura entre 700 a 200 nm. A constante de ligacao
do complexo com CT-DNA foi determinada aplicando-se a Equacao de

Benesi—Hildebrand modificada, conforme demonstra a EQUACAO 1.0.%%3

[Complexo]/(eA — €F) = [Complexo]/(eB — €F) + 1/Ky, (B — €F)
Sendo: [Complexo] = concentracdo adicionada do complexo;

€A = Abs/[Complexo]

eF = coeficiente de absortividade molar do DNA livre e

eB = coeficiente de absortividade molar do complexo ligado ao DNA.
EQUACAO 1.0 — Equacéo de Benesi-Hildebrand.

Por meio da inclinacdo e da intercepcdo do ajuste linear de
[Complexo] / [ea - €f] vs [Complexo] tem-se 1/ [ea - €f] e 1/ Ky [eb - &f]. A
constante de ligacdo intrinseca K, pode ser obtida através da relacdo da

inclinacdo para a intercepcéao.
3.11 - Inibicdo da enzima DNA-Topoisomerase |l

O ensaio de inibicdo da enzima DNA-Topoisomerase lla foi
realizado com o kit de relaxagcdo do DNA fornecido pela Inspiralis Limited. No
ensaio efetuado utilizou-se 0,5 pL (500 ng) de DNA pBR322 superenovelado,
3 pL de tampdo de ensaio (Tris.HCI (10 mmol-L™), NaCl (50 mmol-L™), KCI
(50 mmol-L™"), MgCl, (5,0 mmol-L'%), Na,H,EDTA (0,1 mmol-L™"), BSA (15
mgmL™) com pH 7,9), 1uL (1,0 mmol-L™") de ATP e 1uL de composto de
interesse em diferentes concentrac¢des, por fim adicionou-se agua e 1uL (4,0
nmol-L™Y) de TOPOIl para atingir um volume final de 30 pL. A mistura
reacional foi mantida em incubacao a 37°C por 40 minutos. Apds este periodo
foram adicionados a solucdo 3 pL de SDS (dodecil sulfato de so6dio) e
realizado um choque térmico a 60°C por 2 min para interromper 0 processo
enzimatico. Apds a interrupcdo da acédo enzimatica foram adicionados 15 pL
de STEB (40% (m/v) de sacarose, 100 mmol-L™* de Tris.HCI, pH = 7,5, 1
mmol-L* de EDTA, 0,5 mgmL™’ de azul de bromofenol) e 60uL de uma

mistura de cloroférmio: &lcool isoamilico (24:1 v/v). As amostras foram
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centrifugadas a 5000 rpm por 5 minutos, a fase aquosa foi adicionada no gel
de agarose 1% (m/v), em solucéo tampao de TBE 1x (Tris/Borato/EDTA) pH =
8,2. Foi aplicado o mesmo procedimento apresentando na Interacdo com

plasmideo surperenovelado, a corrida do gel e sua revelacao.
3.12 - Medida de lipofilicidade (logP)

O Coeficiente de particdo foi realizado com a solubilizagcdo 1 mg
de composto em 300 yL de DMSO. Em seguida, uma aliquota de 30 pL desta
solucdo foi adicionada em 750 pL de 1-octanol e a solucdo foi
homogeneizada. Entdo, foi adicionada 750uL de agua a mistura que foi
colocada sob agitacéo a 37°C por 24 h.>* Apés o tempo de incubac&o foram
realizadas medidas de absorbéncia dos compostos em 1-octanol no
espectrofotdmetro SHIMADZU UV-1650PC. A referida analise foi realizada
em triplicata, tendo em vista a absorbancia média obtida das trés solugbes de
complexo em 1-octanol. O valor da concentragdo dos complexos em 1-octanol
foi determinado a partir da curva padréo previamente obtida. A medida de
lipofilicidade adotada € o log P, que é da fracdo entre a concentracdo de

composto em 1-octanol pela concentracédo em agua (Equacéo 3.1)**

P = [Composto]n-oc/[COMposto]sgua
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4 - Resultados e discussao

4.1 - Dados dos complexos

Os complexos 1-6 foram sintetizados em pelo menos duas
etapas com duracdo de 24 h, a proposta mecanistica de sintese pode ser
observada na FIGURA 4.1. A reacgao iniciou-se com a solubilizacdo do
complexo precursor bis(acetonitrila)dicloropaladio(ll) em 10 mL de acetonitrila,
a seguir foi adicionado o ligante TSC-CC. Sabe-se que com a substituicdo da
acetonitrila pelo ligante quelante ha formac¢do de um intermediario bimetalico
com os dois cloros atuando como ligantes em ponte entre os dois centros
metalicos. ApOs esta primeira etapa, foi adicionada a solucdo a fosfina de
interesse. Os complexos 5 e 6 foram sintetizados com o incremento de uma

etapa, a adicdo do iodeto de potassio para a troca dos haletos.

CHj

s NH
CI\ /NCCH3 . Y \ / \ / PR3 Y
/Pd TCHCN TCHCN

Cl

\NCCH3 N/NH 24 h / \ / \ 24h

HaC = [PACI(PR3)(TSC-CC)] AN CHy
Kl
4n
[PdI(PR3)(TSC-CC)]

P P P P
R= i f CHy i
CHs F

FIGURA 4.1 - Esquema da sintese dos complexo 1 a 6

A coordenacédo do ligante TSC-CC ocorre via atomos doares N e
S, gerando um anel de 5 membros, favorecida por uma maior estabilidade
termodindmica devido a formacdo de um quelato e, consequentemente,
aumento da entropia do sistema. Com a adi¢cdo dos ligantes fosfinicos ocorre

a clivagem da ligagado em ponte formando os complexos desejados.

De acordo com a literatura é esperado que a fosfina se coordene

trans N uma vez que, a coordenacdo trans S geraria competicdo pelos
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elétrons d do metal (FIGURA 4.2), o que enfragueceria ambas as ligacdes,
Pd-S e Pd-P.*

Competicao da retrodoacéao

FIGURA 4.2 - Competicédo dos elétrons em torno do centro metalico.

A substituicdo dos CI” por I' nos complexos 5 e 6 ocorre segundo
a teoria de acidos e bases de Pearson. O iodeto € mais polarizavel que o
cloreto, Ihe conferindo um maior carater de base mole, possuindo dessa
forma uma maior tendéncia em se coordenar ao ion de Pd(ll), caracterizado

como um acido mole.
4.2 - Caracterizagao

Todos os compostos sdo soluveis em cloroférmio, DMSO, DMF,
THF, acetona e acetonitrila. Os referidos complexos foram submetidos a
medidas de condutividade i6nica, cujos valores obtidos variaram entre 16 a 35
S cm™mol™?, de acordo com sua natureza nao eletrolitica, uma vez que, em
acetonitrila, os eletrolitos 1:1 apresentam condutividade na faixa de 57 a 204
S cm®?mol ™.

Para se determinar o ponto de fusdo dos complexos, estes
foram adicionados a capilares previamente fechados em uma das
extremidades, compactados e submetidos a temperaturas de até 240°C. Com
excecdo do complexo 4, temperatura de fusdo a 175°C, os demais fundiram-

se a temperaturas acima de 200°C, conforme descrito na TABELA 4.1.

Comparando os valores de ponto de fusdo entre os complexos 1
e 5 elou 2 e 6 (TABELA 4.1) observou-se uma semelhanca entre as
temperaturas de fusao, indicando a pouca influéncia dos diferentes haletos
nessa propriedade fisica. Em contra partida, a presenca de diferentes fosfinas
afeta significativamente as temperaturas de fusdo dos complexos, seguindo o
perfil de fusdo das fosfinas livres. Sendo que a trifenilfosfina e a tri(p-
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toluil)fosfina apresentam pontos de fusdo entre 78 - 81°C e 122 - 125°C,

respectivamente.

TABELA 4.1 - Temperaturas de fusdo dos complexos de 1 a 6. (°C)

Complexo 1 2 3 4 5 6
Temperatura 201 221 237 175 200 220

4.3 - Difracao de Raios X de monocristal

Os cristais foram obtidos pela cristalizacdo em uma solucéo
saturada dos complexos solubilizados uma mistura de solventes de
cloroférmio: acetonitrila (1:1). Segundo o protocolo foi possivel obter cristais
apenas para os complexos 2 e 3 sendo enviados ao Laboratério de
Cristalografia do Instituto de Quimica de Sdo Carlos (IQSC-USP) onde foi

realizada a difracédo de raios X.

Os resultados da difracdo de raios X demonstram que 0S
compostos apresentam uma geometria quadratica plana distorcida em torno
do Pd (FIGURA 4.3), com angulos de 81,34° e 81,57° (S1-Pd-N1) e 169° e
174° (N1-Pd-P) para os complexos 2 e 3, respectivamente. Este dado esta
coerente com a coordenagcdo do ligante TSC-CC de maneira anidnica
bidentada, uma vez que, a formacdo do anel de 5 membros entre o ligante
TSC-CC e o Pd(ll) gera uma tensao angular, provocando uma distor¢cdo na
planaridade do centro metdlico. Outra razdo para a distorcdo € o grande
volume do ligante fosfinico. Foi observada a coordenacéo da fosfina trans N1,
e ClI1 trans a S1. Em ambos os casos a esfera de coordenacdo é completada
pela presenca do cloreto. Adicionalmente, no complexo 3 nota-se a presencga

da acetonitrila, H3A-N1S (2,499A), atuando como solvente de cristalizacao.
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FIGURA 4.3 - Estrutura ORTEP dos complexos 2 e 3 com elipsoide de 50%
de probabilidade obtida pela analise de Difracdo de Raios X.

Quando se compara a estrutura do ligante livre®® (FIGURA 4.4)
com as dos complexos, pode-se notar que as ligagcbes mais afetadas pela
coordenacao foram S1-C11 e N2-C11(FIGURA 4.3), devido a coordenacéo de
S1, a ligacdo S1-C11 perde o carater de dupla ligacdo, e gera em N2-C11
uma ligacdo com maior carater . Observa-se um aumento do comprimento
da ligacdo S1-C11 (1,688A) e a diminuicdo do comprimento de ligacdo N2-
C11 (1,371 A), TABELA 4.2.
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Figura 4.4 -  Estrutura de N -Metil-2-(1-metil-3-fenilprop-2-en-1-
ilideno)hidrazinacarbotioamida (TSC-CC) com elipsoide de 50% apresentada
por Rocha et al.*®

E possivel verificar na estrutura cristalina uma interacio
intramolecular entre CI1 e dois hidrogénios, um do ligante TSC-CC e outro da
fosfina (H8 e H14), sendo que, a distancia entre o cloro e os hidrogénios
variaram entre 2,562 a 2,835A para a estrutura dos complexos 2 e 3,

respectivamente.

TABELA 4.2 - Selecdo de comprimento e angulos de ligagdes dos

monocristais 2 e 3

Ligacdes Complexo 2 Complexo 3 TSC-CC
Comprimento (A)
Pd-N(1) 2,118 2,117
Pd-S 2,259 2,269
Pd-ClI 2,361 2,346
Pd-P 2,261 2,270
N(2)-C(11) 1,292 1,299 1,371
S-C(11) 1,764 1,760 1,688
Angulos (°)
N(1)-Pd-S 81,34 81,57
N(1)-Pd-P 169,44 174,48
S-Pd-ClI 167,69 168,31
4.4 - TD-DFT

Apos a insercdo dos dados cristalograficos dos complexos 2 e 3
foram realizados os calculos no software Gaussian09, os resultados obtidos

do DFT foram comparados com as estruturas cristalograficas dos complexos
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2 e 3, para a validacao da metodologia aplicada. A (FIGURA 4.5) apresenta a

sobreposicao das estruturas obtidas de forma experimental e tedrica.

. DFT \ Complexo 3

FIGURA 4.5 - Sobreposicdo da estrutura de raios X difratada e estrutura

calculada para o complexo 3.

Houve uma boa sobreposicdo da estrutura otimizada com a
estrutura obtida por difracdo de raios X, experimentalmente. Assim, pode-se
relacionar as propriedades espectroscopicas calculadas com as obtidas
experimentalmente. Por serem complexos analogos, uma vez o método
validado para os complexos 2 e 3 foi possivel propor estruturas para os

complexos 1 e 4 mesmo sem as bases cristalogréaficas (FIGURA 4.6).

9
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FIGURA 4.6 - Estrutura proposta para os complexos 1 e 4.
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4.5 - Espectroscopia vibracional na regiao do Infravermelho

Os espectros na regido do IV do ligante TSC-CC e dos
complexos 1-6 estdo apresentados na FIGURA 4.7, as principais bandas

foram atribuidas e mostradas na TABELA 4.3.

——TSC-CC

I T T T T T T T T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Numero de Onda (cm™)

FIGURA 4.7 - Espectros de IV dos complexos de Pd(Il) obtidos e do ligante.
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TABELA 4.3 - Principais frequéncias na regiao de infravermelho e atribuicées.

TSC-CC 1 2 3 4 5 6 Atribuicéo
3350 - 3410 3411 3410 - 3410 vN3-H
3214 3211 - - - 3241 - vN2-H
3028 3053 3059 3056 3053 3050 3020 VC-Haromatico
1550 1614 1554 1553 1592 1607 1600 vC=N
1500 1554 1522 1515 1565 1554 1554 vC=C
1300 1383 1399 1404 1379 1375 1399 vC-N

- 1093 1100 1069 1100 1099 1093 vP-C
751 693 693 691 693 691 693 vC=S

v= estiramento

No espectro vibracional de TSC-CC pode-se destacar as
seguintes bandas: 3350 e 3214 cm™ referentes ao estriamento N2-H e N3-H;
1300 cm™ atribuida ao estriamento C-N; banda referente ao estriamento C=S
em 751 cm™, tais bandas s&do diagnésticas podendo fornecer informacées
importantes sobre os efeitos da complexacdo do ligante. A FIGURA 4.8
apresenta um esquema de numeracdo que facilitara as discussodes

subsequentes.

FIGURA 4.8 - Esquema da coordenacao de TSC-CC ao metal Pd(ll).

Comparando-se o espectro do ligante livre com os espectros dos
complexos verificou-se a auséncia de uma banda N-H, indicando uma
coordenacao anibnica do ligante, e o deslocamento das bandas C=N e C=S.
Com a ligacdo do Pd(ll) a TSC-CC ocorre um rearranjo da densidade
eletrénica do ligante, provocando a desprotonacdo em N2. Quanto a banda
C=S presente em 751 cm™ no ligante, observou-se o deslocamento de
aproximadamente 60 cm™ para regido menos energética nos espectros dos
complexos. Isto € decorrente da doacao de densidade eletrénica do S para o

metal, o que diminuiu a densidade eletrénica com carater = da ligagdo C=S e,



36

consequentemente, resultou na formacdo de uma ligacdo C=N2 por efeito

indutivo e perda do proton em N2.

No espectro vibracional do ligante TSC-CC, a banda em 1300
cm™ é caracterizada como um estriamento C-N, j& nos complexos essa banda
foi deslocada para a regido entre 1404 a 1375 cm™. O deslocamento dessa
banda € consequéncia da retirada de densidade eletronica de S e a
desprotonacdo em N2 que por sua vez, possibilita a formacdo de uma ligagao
com caréter n entre C-N2. Por essa razdo, houve um deslocamento da banda

para regiao de maior energia no espectro.

Nos espectros vibracionais dos complexos observou-se o
surgimento de um banda préxima a 1090 cm™, que é caracterizada pelo
estriamento C-P, tal banda indicou a presenca dos grupos fosfinicos na
estrutura dos referidos complexos, deste modo, evidencia a coordenagédo da

fosfina ao metal paladio(ll).

4.6 - Ressonancia magnética nuclear
4.6.1 - RMN *H

A atribuicdo dos sinais de RMN 'H foi feita segundo a
numeracao da FIGURA 4.9, onde € apresenta um esquema geral da estrutura

dos complexos metalicos 1 - 6.

2(|:H3
HN s\ /PR3
N\
N / \
H1 <|N1 Cl
X CHj

FIGURA 4.9 - Esquema geral dos complexos com as marcagdes para a

anélise dos espectros de RMN *H.

Os espectros a seguir foram obtidos em cloroférmio deuterado

(CDCls, dy), que apresenta um sinal caracteristico em 7,2 ppm.>’ Os espectros
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de cada composto sdo apresentados nas figuras a seqguir (4.10 — 4.19). Os
deslocamentos quimicos e o numero de protons calculados séo apresentados

na TABELA 4.4 com as devidas atribuicdes.

TABELA 4.4 - Deslocamentos quimicos de RMN *H do TSC-CC e complexos

TSC-CC 1 2 3 4 5 6 Atribuicdo

2,12[3H] 2,55[3H] 2,38[3H] 2,38[3H] 2,57[3H] 2,57[3H] 2,43[1H]  Cyeiiaz

3,27[3H] 2,80[3H] 2,88[1H] 2,88[1H] 2,84[1H] 2,82[1H] 2,81[1H]  Cyeiiaz

— — 2,40[9H]  2,40[9H] — — 2,33[9H]  CHarosfina
~7,4[6H] ~7,5[20H] ~7,4[16H] ~7,4[16H] ~7,4[16H] ~7,4[20H] ~7,4[16H] Caomatco
6,97[1H] 7,11[1H] 7,0[1H] 6,99[1H] 7,32[1H] 7,13[1H] 7,02[1H] H1
6,85[1H] 8,44[1H] 8,68[1H] 8,68[1H] 8,35[1H] 7,92[1H] 8,27[1lH] H2
8,67[1H] 10,18[1H] 4,45[1H] 4,45[1H] 10,33[1H] 10,17[1H] 8,52[1H] N3

-—3.28
—3.27

~

—

~

|
JL

3.28 3.24 2.16 2.12 2.08
f1 (ppm)

T T T T
7.1 7.0 6.9 6.8

3.321 L

9.0 8.6 8.2 7.8 7.4 7.0 6.6 6.2 5.8 5.4 5.0 4.6 4.2 3.8 3.4 3.0 2.6 2.
f1 (ppm)

FIGURA 4.10 - Espectro de RMN *H em cloroférmio (d;) do composto TSC-
CcC

Na andlise do espectro de RMN *H do ligante livre (TSC-CC)
observou-se a presenca de um sinal duplicado em 3,27 ppm referente aos
hidrogénios de C2, entretanto, os hidrogénios ligados a N ndo apresentam
acoplamento. O referido sinal ndo é um dubleto, mas um sinal duplicado,

devido a rotagdo em N3 o que possibilita dois ambientes quimicos diferentes
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para os hidrogénios em C2. O esquema da rotacéo proposto na FIGURA 4.11
simula o movimento que muda o ambiente quimico da metila C1 e gera o sinal

duplicado.

FIGURA 4.11 - Esquema de rotacdo em N3

Os dois dubletos em 6,9 ppm sao referentes a H1 e H2 que
encontram-se em posicao trans, de acordo com a literatura nestes casos de H
trans a outro H em carbonos adjacentes € observado uma constante de
acoplamento em torno de 12 a 18 Hz. O valor da constante de acoplamento
obtida para H1-H2 foi de Jy1.42=16 Hz, apresentando mais um indicio da
estrutura do ligante. Em 7,28 ppm encontrou-se o sinal referente ao solvente
utilizado, e entre 7,30 a 7,54ppm ocorrem 0s sinais referentes aos hidrogénios

do anel aromatico monosubstituido.

Os sinais dos hidrogénios do N3 e N2 possuem deslocamento
guimico de 7,67 e 8,68 ppm respectivamente, e o sinal de H-N2 encontra-se
na regido mais desblindada do espectro, o que demonstra uma tendéncia

acida neste proton.

Apoés a coordenacdo do ligante TSC-CC, os complexos 1 a 6
foram submetidos a mesma metodologia para a obtencdo do espectro RMN
'H. O composto 1 (FIGURA 4.12) apresentou o deslocamento dos sinais
referentes aos hidrogénios de C1 e C2 em comparacéo ao ligante. O sinal
referente ao C2 deslocou de 3,28 para 2,8 ppm, assim houve um efeito de
blindagem devido a coordenacédo de TSC-CC, enquanto que C1 deslocou de

2,12 para 2,55 ppm, apresentando assim, o efeito inverso.
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FIGURA 4.12 - Espectro de RMN *H em cloroférmio (d1) do composto 1

Estes deslocamentos ocorrem devido a perda de um préton em
N2 indicando a formacdo de uma ligacdo do tipo ligacdo © em C-N2. Tal
transferéncia induz uma regiao de maior densidade eletronica sobre a ligacao
C-N2, quando os hidrogénios de C2 encontram-se nesta regido de blindagem
0S seus nucleos necessitam de maior energia para que ocorra a ressonancia
nuclear, por isso, o sinal referente deslocou-se para regido mais blindada do
espectro. (FIGURA 4.13).

R3P\ /c

Regido de desblindagem

Regiédo de blindagem

FIGURA 4.13 - Efeito anisotrépico causado sobre NHCH;
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No entanto, o sinal da metila (C1) foi deslocado para regido
desblindada do espectro, devido ao efeito indutivo, no qual, o metal ligado a
N1 retira a densidade eletrénica dos 4&tomos adjacentes, gerando regifes de
menor blindagem. (FIGURA 4.14).%8

RsP\ /c:|
Pd / .
2
S/ ‘\N Efeito indutivo de

p— elétrons
——N CH,
HN
\

CHj

FIGURA 4.14 - Demonstracdo dos efeito indutivo (setas vermelhas) causado

pela ligagcdo N-Pd

Os sinais de H1 e H2 que estavam proximos (6,97 e 6,85
respectivamente) no espectro do TSC-CC foram deslocados por causa da
coordenacdo ao metal. Os deslocamentos quimicos de 6,85 e 6,97 ppm no
ligante livre foram transpostos para 7,11 e 8,44 ppm (H1 e H2
respectivamente no composto 1). O referido deslocamento deve-se ao efeito
indutivo de elétrons em direcédo ao centro metalico. O H2 foi o que mais sofreu
com o deslocamento de densidade eletronica, tornando-se menos blindado
gue H1l. A constante de acoplamento manteve-se em Jy142=16 Hz. No
espectro do complexo 1 também foi observado a presenca de mais 15 H

oriundos da trifenilfosfina.

No complexo 2 observou-se os mesmos efeitos ja apresentados
no complexo 1. No entanto, para o complexo 2 o sinal referente aos
hidrogénios do N3 aparecem em 4,44 ppm (FIGURA 4.15). A ocorréncia
desse sinal € comum em tiossemicarbazonas anibnicas, pois 0 mesmo efeito
de blindagem de C1, foi observado com o hidrogénio de N3. Isso também
indica a coordenacdo do ligante pelo metal. Outra diferenca entre o0s
espectros é o surgimento do pico em 2,4 ppm referente as metilas da tri(p-

toluil)fosfina e mais 12 H referente aos anéis aromaticos disubstituidos.
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FIGURA 4.15 - Espectro de RMN *H em cloroférmio (d1) do composto 2

Os complexos 2 e 3 séo isdbmeros devido ao uso das fosfinas (2:
tri(p-toluil)fosfina ; 3:tri(o-toluil)fosfina). Assim sendo, observou-se espectros
de RMN 'H semelhantes, verificou-se que os mesmo efeitos sdo encontrados
em ambos compostos (FIGURA 4.16).
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FIGURA 4.16 - Espectro de RMN *H em cloroférmio (d;) do composto 3
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O complexo 4 contém a tris(4-fluorofenil)fosfina, e por este
motivo apresenta menos hidrogénios na regido aromatica em comparacéo
aos espectros dos compostos 1, 2 e 3. No espectro observou-se que o sinal
referente a H1 esta muito proximos dos outros sinais aromaticos restando,
ndo sendo possivel identifica-lo, assim, apenas o sinal de H2 em 8,35 ppm
(FIGURA 1.17).
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FIGURA 4.17 - Espectro de RMN *H em cloroférmio (d;) do composto 4

Observou-se que os espectros de RMN *H dos complexos 5 e 6
apresentaram e baixa resolugcdo dos sinais, 0 que possivelmente € um efeito
resultante da troca do cloro pelo iodo, uma vez que estes complexos possuem
maior massa molar que os clorados, isso resultou em uma menor
concentracdo das solugbes. Mesmo assim, foi possivel observar sinais
caracteristicos como as duas metilas do ligante TSC-CC. Foram encontrados
na regido dos aromaticos os sinais referentes a H1 ou H2 com acoplamento
de 16Hz, caracteristico (FIGURAS 1.18 e 1.19).
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FIGURA 4.18 - Espectro de RMN *H em cloroférmio (d;) do composto 5
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FIGURA 4.19 - Espectro de RMN *H em cloroférmio (d1) do composto 6
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4.6.2 - RMN 3!p

Os espectros de RMN 3P foram realizados com o objetivo de
observar se ocorreu a coordenagdo do grupo fosfinico ligado ao metal. O
espectro de RMN 3P foi feito logo ap6s a ressonancia de 'H, e a medida foi
realizada com a mesma solucdo deuterada. Os espectros de RMN 3'p
apresentaram deslocamento do sinal do fésforo da regido blindada para mais
desblindada do espectro, esse deslocamento indica a coordenacgao da fosfina
ao Pd(ll), onde o metal atua como retirador de densidade eletrénica,
diminuindo assim a blindagem do nucleo. O espectro da tri(p-toluil)fosfina
exemplifica o perfil obtido para as fosfinas livres (FIGURA 4.20) e os
espectros obtidos para os complexos 1 a 6 estao dispostos na FIGURA 4.21.

24 22 20 18 16 14 12 10 8 6 0 2 -4 6 -8 -10 -12 -14 -16 -8 -20 -22 -24 -26
f1 (ppm)

FIGURA 4.20 - Espectro de RMN *'P da tri(p-toluil)fosfina.
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FIGURA 4.21 - Espectro de RMN P*! dos compostos 1 a 6
4.7 - Espectrofotometria eletronica na regiao do UV-Visivel

Os espectros eletrénicos do ligante e dos complexos foram
realizados em acetonitrila na concentracéo de 1x10° mol-L™. A FIGURA 4.22
apresenta a sobreposicdo dos espectros. O espectro do ligante TSC-CC
demonstrou os maiores valores de absortividade molar (¢=14.267,62 L-mol
L.em™) entre todos os compostos, apresentando uma banda em regi&o de alta
energia em torno de 330 nm. Sendo assim, o alto valor de absortividade
encontrado, junto com a sua regidao de absorcdo e a largura da banda indica

uma transi¢ao do tipo n—m*.
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FIGURA 4.22 - Espectros eletrénicos de UV-Vis dos complexos e ligante
TSC-CC.

Este tipo de transicéo intraligante ocorre comumente na regiao
do ultravioleta, por causa da sua alta energia em relacéo a transferéncias de
carga ou banda MC (centrada no metal), por exemplo. Assim, a geragcao de
um no orbital no momento da transicao eletrénica faz com que ela seja muito
permitida, fato esse que favorece a interagdo da densidade eletrénica com a

luz incidente segundo TURRO et al.*

O menor nimero de 4tomos e consequentemente menor numero
de estados vibracionais faz com que a banda seja mais estreita em relacao
aos complexos. O grande numero de ligacdes o permite que a molécula ainda
tenha modos vibracionais acessiveis, o que provoca o alargamento da banda
em relacdo a ligantes mais rigidos como a fenantrolina, que por exemplo

apresenta uma banda fina em 290 nm.®°

Observou-se que os complexos apresentam bandas largas na
regido de 270 a 400 nm. E normalmente essa regido esta relacionada a
Transferéncia de Carga (MLCT ou LMCT) para complexos de paladio, uma
vez que a conformacdo quadratica plana estabiliza os orbitais do centro do
ion metalico, tornando-os energeticamente mais distantes dos orbitais do

ligante, consequentemente, faz com que a transicdo de carga seja mais
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energética.*”®* Observando-se a configuracdo (d®) do fon metalico e a
configuragdo &cido n dos ligantes associados atribuiu-se a transicdo a uma

transferéncia de carga do metal para o ligante; M—L (MLCT).

Os célculos de TD-DFT realizados para os complexos clorados
mostraram boa sobreposicdo e perfis coerentes com 0s experimentais
(FIGURA 4.23). Os deslocamentos observados séo atribuidos a diferenca
experimental onde o espectro foi obtido em acetonitrila enquanto os calculos
foram realizados no vacuo. Sendo assim, a ferramenta computacional

permitiu confirmar a natureza das transi¢des eletronicas.

—— Teorico
—— Complexo 4

0,8 +

0,6

Absorbancia

0,4 1

0,2 1

0,0 1

T T T T T T T T T 1
250 300 350 400 450 500
Comprimento de Onda (nm)

FIGURA 4.23 - Sobreposicao do espectro experimental e teérico para o

complexo 4.

E importante ressaltar, que o estado excitado alcancado na
absorcao é oriundo de um conjunto de transicdes eletrbnicas, dado que no
momento em que a absorcdo ocorre, a densidade eletrbnica na molécula
inteira se reorganiza e o resultado dessa reorganizacdo sao essas Varias
transicbes. Assim, € inviavel analisar todas as transicbes que compdem o
estado de maior intensidade, desta forma, investigou-se a transicdo que

contribui mais significativamente para a composi¢cao do estado.

No complexo 4, por meio de calculos teéricos de DFT observou-

se a ocorréncia de 942 transicdes eletronicas simultaneas no estado 11, que
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€ 0 maior responsavel pela banda de transicdo de carga em 380nm. Nesse
caso, 78.08% da contribuicdo do estado excitado de maior forca de oscilador
é referente a transicdo dos orbitais 160 — 162, onde o orbital 160 se
caracteriza como um orbital com grande densidade de carga no centro
metalico, enquanto que o orbital 162 se caracteriza pela auséncia de
densidade eletrénica no metal (FIGURA 4.24). O mesmo foi observado para
todos os complexos clorados e as devidas atribuicfes tedricas encontram-se
na TABELA 4.5.

FIGURA 4.24 - Representacdo esquematica da transicdo de maior
contribuicéo do estado 11 (Complexo 4)

TABELA 4.5 - Comparacdo dos dados experimentais (Ex) e teoricos (T) da

transicdo de maior intensidade e a maior contribuicdo dos orbitais calculados.

Comprimento de Onda (nm) Orbitais
Complexo - T Estado (Contribuicio %)
1 370 352 20 147-150 (43,3)
2 370 354 20 159-162 (51,0)
3 370 350 22 159—-162 (58,5)
4 329 352 11 160—162 (78,1)

Afim de comparar semelhancas entre os complexos, foram
escolhidas as bandas de maior absortividade molar () que estédo dispostas na
TABELA 4.6, e observou-se que os complexos 1, 2 e 3 apresentaram 0

mesmo comprimento de onda entre se. Tal semelhancga refere-se a propria
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estrutura do complexo, em que os trés complexos possuem fosfinas

substituidas com H ou CH3 nas posi¢cdes orto ou para.

TABELA 4.6 - Valores experimentais de comprimento de onda de maior

intensidade e suas atribuicdes.

Comprimento de €

Composto Onda (nm) (moI-L'lcm'l) Transicéao
TSC-CC 228 42100 T
1 370 18100 M—L
2 370 6700 M—L
3 370 18500 M—L
4 329 27700 M—L
5 327 13600 M—L
6 321 19200 M—L

Quanto ao complexo 4 que possui uma fosfina fluorada
apresentou deslocamento hipsocrémico (para regido de maior energia).
Sugere-se entdo, que a entrada de atomos de flior na estrutura estabiliza os
orbitais moleculares, o que foi confirmado por célculo. E quando se compara a
energia dos orbitais HOMO do complexo fluorado (4) tem energia de -0,19266
eV, enquanto que, o HOMO do complexo 1, com trifenilfosfina, possui energia
de -0,19093 eV.

Por fim, os complexos em que foi substituido o cloreto por iodeto
também apresentaram deslocamento hipsocrémico, em comparagdo aos

complexos 1, 2 e 3. Porém, observa-se um mesmo perfil de absorcao.
4.8 - Medida de lipofilicidade (logP)

A medida de lipofilicidade ou coeficiente de particdo foi feita em
uma mistura de agua/l-octanol, devido a precipitacdo dos complexos durante
a agitacao foi necessario a solubilizacdo prévia de 1mg de complexo em
DMSO (300 pL). Partindo da solucéo inicial foram coletados 30 pL e
adicionados ao l1-octanol (750 uL), depois se misturou com agua (750 pL).
Desta forma, foi possivel realizar o ensaio com uma quantidade maxima de
2% (v/v) de DMSO no volume total (FIGURA APENDECE 1 a 8). Entretanto,
devido a baixa solubilidade dos complexos 2 e 3 nédo foi possivel obter o

coeficiente de particdo para estes compostos. A FIGURA 4.25 apresenta um
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grafico em barras onde cada barra corresponde ao valor de logP calculado

para cada complexo.
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FIGURA 4.25 - Grafico em barras com valores de logP para os complexos de
1a6.

Os complexos apresentaram caracteristicas lipofilicas, log P
positivo. A faixa de log P que os compostos se encontram € considerada uma
faixa Otima para a travessia da membrana fosfolipidica da célula,” e
transporte pelas vias sanguineas, uma vez que esta pequena tendéncia
lipofiica ndo impede que os complexos interajam em ambientes mais
hidrofilicos. Os complexos 1 e 4 apresentaram log P igual ou superior a 0,8

indicando sua capacidade de permear a membrana celular.
4.9 - Citotoxicidade

A avaliacdo citotoxica dos compostos foi feita utilizando o
método MTT, pela determinacdo dos dados de ICsp, OU Seja, a concentracdo
minima necessaria para inibir em 50% o crescimento celular. O ensaio foi feito
comparando-se células tratadas com os compostos e células ndo tratadas
(controle). As células utilizadas para o ensaio foram MDA-MB-231 (cancer de
mama), A549 (cancer de pulméo) e MRC5 (célula ndo tumoral de fibroblasto
de feto humano) afim de comparar quais séo as preferencia da acéo citotoxica
dos complexos. As linhagens tumorais foram escolhidas devido a conhecida

superexpressdo de TOPOIIA.*?*3
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Os resultados obtidos revelaram alta atividade inibitoria dos
complexos com a linhagem celular MDA-MB-231. Todos os complexos,
exceto o composto 2, apresentaram maior citotoxicidade que a cisplatina
sendo que o complexo 4 mostrou um ICsy 4 vezes menor que o farmaco
padrdo. Nesse estudo, observou-se maior atividade dos complexos com a
fosfina fluorada e sem substituintes para essa linhagem celular. O ligante
TSC-CC apresentou um valor de ICs superior a 25 pmol-L™, o que acentua a
importancia da coordenagdo na maior atividade de algumas moléculas

organicas.

Relacionando os valores obtidos do ICsy para MDA-MB-231 com o log
P observou-se uma maior citotoxicidade para os complexos mais lipofilicos,
com excecao de 6, que apresentou valor de log P superior a 0,8, entretanto,
ndo demonstrou alta citotoxicidade, indicando que a substituicdo do haleto,
neste caso diminuiu a atividade. Estes resultados podem indicar que ocorreu
a entrada dos complexos 1 e 4 de forma mais efetiva nas células gerando
uma maior efeito antiproliferativo. Por fim, os complexos 2 e 3 que se
mostraram pouco solUveis ndo apresentaram boa atividade nos ensaios
citotoxicos (TABELA 4.7).

TABELA 4.7 - Dados de ICso (umol-L™) e indice de Seletividade (SI).

Linhagens Celulares

Compostos  —yH A MB-231 A549 MCR5 St
TSc-CC >25 >25 -

1 0,890,2 16,7+24 55+13 6.2
2 3,43%0,8 246+28 47+16 13
3 1,58%0,7 84+19 - -
4 0,5620,1 12,6+28 27+0/4 4.8
5 1,04%0,2 15,6 « 3,7 62+16 4.4
6 1,2940,6 19,7 2,7 70+1,8 5.4

Cisplatina 244+0,2 17,5+ 4,7 51+0.7 21

* S| = [MRC5] / [MDA-MB-231]

O céancer de pulméo é caracterizado pela sua superexpressao
de TOPOIIA, no entanto existem diversos tipos de células cancerosas de
origem pulmonar com caracteristicas distintas. Essas células sdo comumente
divididas entre células tumorais de pulméo ndo pequenas (NSCLC, sigla em

inglés) ou células tumorais de pulm&o pequenas (SCLC, sigla em inglés).®?
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As NSCLC séao formadas por células tumorais como
adenocarcinomas (de origem epitelial glandular), células escamosas (de
origem epitelial), dentre outras. As NSCLC sao normalmente mais resistentes
a acdo de quimiotergpicos do que as SCLC, e podem ser formadas em

regies mais distantes das vias aéreas.®

Ja as SCLC surgem dos tecidos das vias aéreas centrais, na
parte interna do pulmé&o. Uma caracteristica dessas células € a maior taxa de
crescimento e metastase do que as células NSCLC. Sendo assim, é um tipo

de cancer mais agressivo que pode surgir dentro do pulmao.

Nesse trabalho utilizou-se da linhagem celular A549, um
adenocarcinoma ou uma NSCLC, que apresentou maiores concentracoes de
ICs0 do que a linhagem de mama. Os complexos 1, 3, 4 e 5 apresentaram
menores concentracdes que a cisplatina no ensaio de ICsp, € 0 complexo 3 foi
0 mais ativo da série para esta linhagem. J4 o complexo 2 demonstrou menor

toxicidade contra ambas linhagens tumorais.

A grande diferenca entre as concentracdo de ICsy das duas
linhagens motivou o estudo das células cancerosas de pulmédo. E alguns
trabalhos apresentaram que ha uma diferenca entre a expressao de TOPOIIA
entre células NSCLC e SCLC. Comumente as células do tipo SCLC
apresentam maior expressdo da enzima TOPOIIA que as células NSCLC.
Esses ensaios indicaram que as células NSCLC sao mais resistentes a

inibidores de topoisomerasell. ™%

Durante o cultivo celular de diferentes linhagens observou-se
gque a MRCS5 possui proliferacdo elevada ou alta taxa de multiplicacao,
guando comparada com as demais células. Tal propriedade pode estar
relacionada com a origem dessa linhagem, que € de feto humano com 14
semanas de gestacdo. Sendo a MRC5 uma célula de rapida proliferacéo,
possivelmente apresenta alta taxa de enzimas de divisdo celular, com a
TOPOIIA. No entanto, ainda ndo foram encontrados dados que atestem a
guantificacdo de topoisomeresell na MRC5. Estas observacdes justificam os
baixos valores de ICso encontrados para os complexos na linhagem celular

MCRS5, quando comparada com a linhagem A549.
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O indice de seletividade (IS) deu-se pela razdo entre a inibicdo
celular de um composto tendo em vista a comparacdo de duas linhagens
diferentes, IS=ICs(MRC5)/IC5o(MDA-MB-231). Tal razdo auxilia na
comparacdo da atividade e seletividade dos compostos frente ao farmaco
padrdo, no caso, cisplatina.®>®® Os IS obtidos no presente trabalho
demonstram que os complexos sintetizados apresentam maior seletividade
gue a cisplatina, a maioria dos complexos apresentaram [S>4, sendo
considerado dentro da literatura como um bom indice de seletividade para

compostos com possivel agdo antitumoral.

4.10 - Interacdo com DNA

4.10.1 - Titulacdo espectroscopica

O complexo 4 apresentou, em media, maior atividade citotoxica
na linhagem de mama, e foi escolhido para ser analisado no ensaio de

interacdo com o DNA por titulacdo espectroscépica.

As interacdes dos complexos de metais de transicdo com o DNA
podem ser covalentes ou ndo-covalentes. Quando ocorre interacdo covalente,
o ligante labil dos complexos € substituido por uma base nitrogenada do DNA,
ao passo que as interacbes nao-covalentes incluem: intercalagéo, interacao
com os sulcos e atracdo eletrostatica. A FIGURA 4.26 apresenta 0s espectros
eletrbnicos da titulacdo espectroscopica para o composto 4 em diferentes

concentracoes.
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FIGURA 4.26 - Espectros de absorcao de titulagdo espectroscopica na regiao
do UV-vis do complexo 4 de Pd(ll) em DMSO

Os espectros de absorcdo nao apresentam efeito hipocromico
ou batocromismo, o que indicaria a possibilidade de intercalagdo do complexo
entre as bases do DNA. Possivelmente, o complexo possui uma interacao
fraca que foi atribuida a uma atracdo eletrostatica, ou uma interagdo nos
sulcos do DNA, devido a um efeito hipercromico. Como os complexos séo
neutros, existe a possibilidade de uma interacdo eletrostatica ndo classica,
formando ligacbes de hidrogénio entre o complexo e as bases do DNA. A
constante intrinseca de ligacédo (Kb) apresentada para o complexo foi de 4,0 £

0,8 x 10° L-mol?, comumente esse valor é associado a uma interacdo
50 52

eletrostatica ou ndo interagédo

4.10.2 - Interacdo com plasmideo surperenovelado

Outra forma de andlise da interacdo dos compostos com DNA é
por meio da eletroforese, uma técnica bem conhecida e conceituada,
consistindo no arraste de moléculas por uma matriz porosa (gel de agarose).
Esse arraste € realizado aplicando-se uma carga elétrica e uma corrente
sobre o gel, o DNA corre no gel em razdo da sua carga negativa em pH

neutro ou fisiolégico (7,4). Deste modo, o plasmideo corre no gel do catodo
para anodo.
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Existe uma relacéo entre a mobilidade e o tamanho da molécula.
O DNA superenovelado possui menor volume, sendo mais compacto do que o
DNA relaxado (FIGURA 4.27). Essa diferenga conformacional da molécula
afeta seu deslocamento através do gel. Assim, o DNA superenovelado possui
maior mobilidade no gel que o DNA relaxado. Devido a essa particularidade é
possivel observar as mudancas na forma do DNA através da retencao no gel

de eletroforese.*®

OCHm

S

DNA relaxado

DNA circular
DNA superenrolado (SC) relaxado (OC)

FIGURA 4.27 - Representacdo esquematica das formas do DNA plasmideal
observadas por eletroforese em gel de agarose.>?

Os complexos escolhidos para o procedimento foramo 1,4 e 5
por apresentarem os menores valores de ICsp com a MDA-MB-231. Os
complexos foram solubilizados em DMSO, e uma aliquota foi adicionada a
mistura reacional com o plasmideo solubilizado em tampao TE (Tris-EDTA),
deste modo, a porcentagem maxima de DMSO em solucgéo foi de 3,3% (v/v).
Apés a incubacdo dos complexos com o plasmideo por 24 h, a mistura
reacional foi adicionada no gel de agarose 1% (m/v) e o gel foi submetido a
eletroforese de 20 mV por 12 h. Esse baixo potencial em um longo periodo de
tempo tem como objetivo aumentar a resolucdo do ensaio. Ao fim da corrida o
gel foi mergulhado numa solucéo de brometo de etidio para corar o gel, em

seguida, foi feita a fotodocumentacéo.

A FIGURA 4.28 apresenta o gel de agarose revelado, L1
representa o controle negativo, plasmideo pB322 e 3,33% (v/v) de DMSO; L2
representa o controle positivo, plasmideo e cisplatina. Sabe-se que a
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cisplatina é capaz de afetar a estrutura do DNA e alterar sua mobilidade
eletroforética, seja formando torcbes em sua estrutura, o que dificulta
moderadamente a mobilidade no gel ou clivando algumas ligagdes do DNA,
diminuindo o enovelamento do plasmideo e ainda mais a mobilidade no gel de
agarose. As demais linhas apresentam a interacdo do plasmideo com os

complexos apos 24h de incubacéo.

L1 L2 L3 L4 5L L6 L7 L8 L9 L10 L11L12 L13 L14

- - = - _—e 2" e »» @ - . - -

+V “h“-.‘ﬂ&“-“u“

FIGURA 4.28 - Incubacéo do plasmideo superenovelado com os compostos
1, 4, 5 por 24h. Linha 1: plasmideo/DMSO (3,3% (v/v)). Linha 2: cisplatina.
(Linha 3: 1 (0,2 umol-L™). Linha 4: 1 (0,8 ymol-L™"). Linha 5: 1 (3,1 pmol-L™).
Linha 6: 1 (12,5 pmol-L™). Linha 7: 4 (0,2 pmol-L™). Linha 8: 4 (0,8 pmol-L™).
Linha 9: 4 (3,1 umol-L™Y). Linha 10: 4 (12,5 pmol-L™Y). Linha 11: 5 (0,2 pmol-L’
Y. Linha 12: 5 (0,8 umol-L™"). Linha 13: 5 (3,1 pmol-L™"). Linha 14: 5 (12,5
umol-L™).)

Os dados demonstram a auséncia de interagcdo entre o
plasmideo e os complexos, sendo que a Unica mudanca significativa de
mobilidade eletroforética foi observada na linha 2, correspondente ao controle

positivo, indicando que o DNA néo seja 0 alvo desses compostos.
4.11 - Inibicdo da enzima DNA-Topoisomerase lla

O ensaio de inibicdo da DNA-Topoisomerase Il foi realizado com
o kit fornecido pela Inspiralis Limited, utilizando o plasmideo pBR322 (DNA

superenovelado), o qual foi incubado com todos o0s complexos
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individualmente em duas diferentes concentracdes, 5 e 12,5 umol-L*. O

resultado obtido apresentou a melhor inibicdo da enzima associada aos
complexos 1, 4, 5 e 6 (FIGURA 4.29).

L1 L2 L3 L4 5L L6 L7 L8 L9 L10 L11 L12 L13 L14

e

FIGURA 4.29 - Capacidade inibitéria da enzima TOPOIIA pelos complexos 1
a 6. Linha 1: plasmideo (3,3% (v/v) DMSO). Linha 2: DNATopoisomerase
plasmideo. Linha 3: 1 (5 pmol-L™). Linha 4: 1 (12,5 ymol-L™).Linha 5: 2 (5
umol-L™). Linha 6: 2 (1,25 pymol-L™).Linha 7: 3 (5 pmol-L™). Linha 8: 3 (12,5
umol-L™).Linha 9: 4 (5 pmol-L™). Linha 10: 4(12,5 umol-L'™"). Linha 11: 5 (5
umol-L™). Linhal2: 5 (12,5 umol-L™").Linha 13: 6 (5 pmol-L™). Linhal4: 6 (12,5
umol-L™).

Neste ensaio foi observado que nas linhas referentes aos
complexos 1, 4, 5 e 6 houve inibicdo da enzima TOPOIIA na concentracdo de
12,5 pmol-L™. De acordo os ensaios anteriores, ndo ha indicacdes que os
complexos atuem sobre o DNA, sendo assim, o resultado apresentado acima
indica apenas a atividade da enzima TOPOIIA sobre o plasmideo pBR322.
Sendo qualquer alteracdo no perfil de bandas relacionada a interag&o direta
entre os complexos e a enzima alvo. Desta forma podemos observar a
inibicdo da enzima, ou seja, a presenca de DNA superenovelado, nas linhas
4,10, 12 e 14.

Comparando-se a acdo dos complexos frente a TOPOIIA com
um farmaco ja utilizado, o etopésido (inibicdo a 35 pmol-L™), nota-se uma

acdo de 2,8 vezes mais eficaz dos complexos de paladio(ll). Confrontando-se
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os resultados obtidos de citotoxiciade e inibicdo da TOPOIIA pode-se
observar uma relacéo existente entre eles. Os complexos que apresentaram
maior inibicdo da enzima sdo 0S mesmos se mostraram mais citotdxicos

frente a linhagem de mama.
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5 - Consideracgoes finais

5.1 - Conclusobes

Neste trabalho foram planejados e sintetizados 6 novos
complexos de paladio(ll), os quais foram caracterizados pelas técnicas
espectroscoépicas de IV, RMN e UV-vis. Os dados obtidos corroboraram com
a estrutura molecular determinada pela difracdo de raios X de monocristal, a
qual apresenta uma geometria plana distorcida ao redor do ion Pd(ll).
Célculos computacionais permitiram propor estruturas para 0s complexos

analogos sem dados cristalograficos.

Apbs a caracterizacdo dos complexos, foram realizados os
ensaios de citotoxicidade para a avaliacdo da citotoxicidade frente as
seguintes linhagens celulares: cancer de mama (MDA-MB-231), cancer de
pulméo (A549) e fibroblasto pulmonar (MRC5). Os complexos apresentaram
desempenho satisfatério, sendo que em sua maioria foram mais ativos que a
cisplatina, além disso, demonstraram boa seletividade quando comparados

com a farmaco padrao.

Uma vez que 0os compostos apresentaram significativa atividade
citotdéxica, a investigacdo de um possivel alvo terapéutico se mostrou
necessaria. Ensaios de interacdo entre o DNA e os complexos foram
realizados, entretanto nao foi observado interacdes significativas que

justificassem a citotoxicidade obtida.

A avaliacdo da capacidade inibitéria dos complexos frente a
enzima TOPOIIA forneceu importantes informacfes sobre um possivel meio
de acdo, j4 que os complexos mais ativos nas células tumorais foram os que
apresentaram maior capacidade em inibir a enzima alvo, em concentragdes

mais baixas do que o farmaco etopédsido.

Outra importante observacao € a influencia do grupo fosfinico na
citotoxicidade e na inibicdo da enzima TOPOIIA, onde os complexos com
fosfinas fluoradas (4) ou com o anel fenilico ndo substituido (1 e 5)
apresentaram o0s menores valores de ICsg para a MDA-MB-231 e maior

inibicdo da enzima TOPOIIA em compara¢do com 0os demais complexos.
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7 - Apéndices
A. Espectros UV-Vis e curvas analiticas para realizacdo do coeficiente de
particéo.
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FIGURA APENDICE 1 — Espectros de absorc¢&o no UV-Vis do complexo 1 em
diferentes concentracdes (umol-L™") em 1-octanol para realizacdo da curva

analitica.

ly = -0,021 + 0,02185 x

06-{R? = 0,99803

o
~
1

Absorbancia

o
N
1

0,0 T T 1
0 10 20 30

Concetragao (umolL™)

FIGURA APENDICE 2 — Curva analitica do complexo 1 em diferentes
concentracdes (umol-L™") em 1-octanol.
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FIGURA APENDICE 3 — Espectros de absorc¢&o no UV-Vis do complexo 4 em
diferentes concentracdes (umol-L™") em 1-octanol para realizacdo da curva

analitica.
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FIGURA APENDICE 4 — Curva analitca do complexo 4 em diferentes
concentracdes (umol-L™") em 1-octanol.
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FIGURA APENDICE 5 — Espectros de absorc¢&o no UV-Vis do complexo 5 em
diferentes concentracdes (umol-L™") em 1-octanol para realizacdo da curva

analitica.
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FIGURA APENDICE 6 — Curva analitca do complexo 5 em diferentes
concentracdes (umol-L™") em 1-octanol.
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FIGURA APENDICE 7 — Espectros de absor¢&o no UV-Vis do complexo 6 em
diferentes concentracdes (umol-L™") em 1-octanol para realizacdo da curva

analitica.
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FIGURA APENDICE 8 — Curva analitica do complexo 6 em diferentes
concentracdes (umol-L™") em 1-octanol.



