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RESUMO

O estudo de complexos metélicos para uso na quimioterapia teve um grande impulso no final
da década de 60 com a descoberta da cisplatina [(cis-diamindicloridoplatina(ll)], que é
utilizada para diversos tipos de cancer. No entanto, sua eficacia vem sendo limitada devido
surgimento de resisténcia celular e aos efeitos colaterais, desse modo tem-se buscado por
compostos que possam agir eficazmente em um grande ndmero de tumores e apresentar
menos efeitos colaterais. Desse modo, ha uma busca por andlogos e por complexos contendo
outros metais, como por exemplo o paladio(ll) que apresenta uma quimica de coordenacao
muito semelhante a da platina(ll). Nesse contexto, esse trabalho descreve a sintese,
caracterizacdo, atividade citotdxica, atividade antibacteriana e antiparasitaria de complexos de
platina(ll) e paladio(ll) com ligantes derivados da benzilpiperazina e do fenil-oxadiazol. Os
complexos foram avaliados quanto a citotoxicidade em duas linhagens de células tumorais e
uma saudavel, por meio da determinacdo da viabilidade celular. Também foi avaliada a
atividade antibacteriana dos complexos por meio da determinacdo da concentragdo inibitdria
minima (CIM), onde foi possivel observar que a coordenagdo favoreceu a atividade em
determinadas cepas. Tendo conhecimento de que muitos complexos de platina(ll) e
paladio(ll) com diaminas tem apresentado boa atividade citotoxica e que o isdbmero 1,2,4-
oxadiazol esta presente em compostos com conhecida acdo farmacoldgica optou-se por
sintetizar complexos com ligantes diaminados contendo oxadiazol e outros contendo grupos
benzilicos. Os compostos sintetizados foram caracterizados por 1V, Raman, RMN de *H, *C e
1%pt e CHN. Apenas os compostos 3, 4 e 8 contendo ligantes derivados do fenil-oxadiazol
contendo nucleo metalico platina e substituinte NO, em meta e CF; em para e contendo
paladio e CFs3, respectivamente, foram capazes de inibir em 50% a viabilidade celular nas
linhagens tumorais sem apresentar o mesmo efeito na linhagem normal, o que demonstra uma
seletividade dos mesmos. Com relacdo a atividade antibacteriana os complexos que mais se
destacaram foram os 3, 4, 7 (contendo NO, em meta e paladio) e 8, ao passo que os ligantes
ndo apresentaram atividade significativa, 0 que mostra a importancia do ion metalico para a
atividade, além disso os complexos ativos séo derivados dos ligantes contendo o grupo nitro
em meta e o grupo CF3 em para como substituinte no anel aromatico, logo, os mesmos
também contribuiram para a atividade dos complexos. Finalmente, avaliou-se a atividade anti-

tripanossoma e somente os ligantes B e C (contendo NO,), foram capazes de inibir o parasita.

Palavras-chave: Platina. Paladio. Diaminas.



ABSTRACT

The study of platinum complexes for use in chemotherapy had a big impulse in the late 60’s
with discovery of cisplatin [cis-diamminedichloridoplatinum(Il)], it is useful for many types
of cancer. However, its efficacy is limited by an emergency of cellular resistance and side
effects, thus it has been search effective compounds for many cancers and to have less side
effects. Thus, there is great interest in search for analogs and complexes containing other
metals, for example palladium(ll) that presents the coordination chemistry similar to the
platinum(I1). In this context this work describes the synthesis, characterization, cytotoxic
activity, antibacterial activity and antiparasitic activity of platinum(ll) and palladium(Il)
complexes with ligands derived from benzylpiperazine and phenyl-oxadiazole. The
cytotoxicity of compounds was investigated in two tumor cell lines and one normal cell to
determine cell viability (ICsp). The antibacterial activity of complexes was evaluated for
minimum inhibitory concentration (MIC), it was possible to observe the coordination favored
the activity in some strains. It is knowing that many platinum(ll) and palladium(ll) complexes
with diamines have shown good cytotoxic activity and the isomer 1,2,4-oxadiazole is present
in compounds with known pharmacological action it was decided to synthesize complexes
with diamines containing oxadiazole and others benzyl groups. The synthesized compounds
were characterized by 1V, Raman, RMN *H, **C and '*Pt, and CHN. Only compounds 3, 4
and 8 containig ligands derivatives from phenyl-oxadiazole containing platinum and NO; in
meta and CF3 in para and containing palladium and CFj3, respectively, were able to inhibit in
50% the cellular viability in tumor cell lines without inhibit healthy cells growth, which
shows selectivity. The antibacterial activity results of complexes 3, 4, 7 (containing NO; in
meta and palladium) and 8 deserves attention while the ligands do not present significant
responses, which shows the importance of the metal ion, besides the active complexes were
derived from ligands containing NO, in meta position and CF3 in para as a substituent on
aromatic ring, therefore they also contributed to the complex activity. Finally, was evaluated
the antiparasitic activity, however only ligands B and C, NO; derivatives, inhibited the

parasite.

Keywords: Platinum. Palladium. Diamines.
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1 INTRODUCAO
1.1 CANCER

Céncer € 0 nome dado a um conjunto de doencas que tem em comum O
crescimento desordenado de células que invadem os tecidos e 6rgdos, podendo se disseminar
para outras regides do corpo, 0 que recebe o nome de metastase. Segundo a Organizacao
Mundial de Sadde, no ano de 2030, havera 27 milhdes de novos casos de cancer, 17 milhdes
de mortes pela doenga e 75 milhGes de pessoas vivendo com cancer e o maior efeito desse
aumento incidira nos paises em desenvolvimento (INCA — Instituto Nacional do Céancer - Dia
nacional de combate ao cancer). De acordo com o Instituto Nacional do Céancer (INCA), a
estimativa para o biénio 2016-2017, aponta a ocorréncia de aproximadamente 600 mil novos
casos de cancer no Brasil o que reforca a magnitude do problema (INCA — Instituto Nacional
do Cancer — Estimativa 2016/2017).

Existem trés tipos principais de tratamentos para o cancer: cirurgia, radioterapia e
quimioterapia, que podem ser empregadas em separado ou em conjunto, em caso de
necessidade. O objetivo da quimioterapia é destruir as células malignas e preservar as
normais, no entanto, a maioria dos quimioterapicos atua de forma ndo-especifica, lesando
ambas. As células de rapido crescimento sdo as mais afetadas, como por exemplo as células
do tecido capilar, o que explica os efeitos colaterais como nauseas e queda dos cabelos
(ALMEIDA et al, 2005).

Em 1942, Goodman e Gilman mostraram a reducdo do tumor de um paciente com
linfoma, ao ser tratado com mecloretamina, essa foi a primeira demonstracdo que compostos
quimicos poderiam ser usados no tratamento do cancer. Porém, a ideia da cura do cancer
surgiu apenas aproximadamente 20 anos depois, com a cura de camundongos com leucemia
guando tratado com ciclofosfamida. Desde entdo muitas pesquisas foram realizadas com o
objetivo de encontrar compostos mais ativos, mas a busca pelo farmaco ideal ainda perdura
até os dias de hoje (BARRA, NETO, 2015).

Devido ao grande numero de compostos que vem sendo desenvolvidos, tornou-se
necessario o agrupamento dos mesmos em classes, porém, devido a grande diversidade
estrutural destes compostos o critério classificatorio ndo leva em conta a estrutura das

moléculas anticancerigenas, leva em conta apenas o ponto de interferéncia no mecanismo de
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acdo das diferentes etapas da sintese do DNA, transcri¢do e transducdo (Figura 1). No entanto,
essa classificacdo ndo abrange todos os agentes antineoplasicos conhecidos, como por

exemplo, os agentes hormonais (ALMEIDA et al, 2005).

Figura 1: Classificacdo dos agentes antineoplasicos.

Antimetabélitos

(inibe sintese de TMP)

Antagonistas
purinicos
(inibem sintese purinica)

Dactominicina e

derivados
(intercalagdo no DNA e

~ ™

Aese de
purinas

Sintese de
/ pirimidinas Y
P >

3 [T

S Ribonucleotideos
e

[

{ Desoxiribonucleotideos

"-\\__. ARN

Hidroxiuréia, PALA
(inibe ribonucleosideo redutase
Y inibe biossintese pirimidinica)

Agentes alquilantes

(formam derivados com DNA}

Enzimas
(inibe sintese protefca)

\"\.\\. &
\

\ Proteinas
e taxdis

a
S~
Enzimas
N (inibe polimerizagao

Microtibulos
— demicrotibulos)

inibigao de RMNA-polimerase)

Alcaldides vegetais

Fonte: ALMEIDA et al, 2005.

Alguns obstaculos encontrados no tratamento do cancer sdo os efeitos colaterais e
a resisténcia celular, que pode ser causada pela perda do transportador da droga e pela
modificagdo dos mecanismos de efluxo e reparo (GOTTESMAN, 2002). Para contornar esses
fatores, tém sido desenvolvidos novos farmacos, sistemas carreadores de drogas e tem-se
buscado novos alvos terapéuticos. Muitos avangos foram alcancados nessa area, no entanto,
muitos estudos ainda devem ser feitos, uma vez que, as caracteristicas especificas de cada
célula tornam cada tipo de tumor Unico, sendo impossivel encontrar um tratamento que seja
adequado para todas as neoplasias (FLOREA, BUSSELBERG, 2011).
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1.2 COMPOSTOS DE COORDENACAO NA TERAPIA DO CANCER
1.2.1 Complexos de platina

As propriedades antineoplasicas da cis-diaminodicloridoplatina(ll) (cisplatina),
figura 2, foram descobertas por Rosenberg e colaboradores, na década de 60 (KELLAND,
2007). Essa descoberta impulsionou o estudo de complexos metalicos para uso na
quimioterapia. A cisplatina é um dos agentes oncoldgicos mais utilizados e eficazes contra 0s
canceres de testiculo, ovario, cabeca e pescogo (DASARI, TCHOUNWOU, 2014).

Figura 2: Cisplatina
CI\Pt/NHg
CI/ \NH3

Fonte: A propria autora.

Sabe-se que o principal alvo celular da cisplatina é o DNA, e estudos sobre seu
mecanismo de acdo apontam que ao entrar na célula a mesma sofre sucessivas reagdes de
hidrolise formando espécies mais reativas (figura 3) como [Pt(NH3).CI(OH,)]" e
[Pt(NH3)2(OH,),]**, que interagem rapidamente com os alvos celulares. Além do DNA,
também sdo alvo dos complexos de platina as biomoléculas contendo enxofre, como por
exemplo, a glutationa, albumina, cisteina e metionina. A concentracdo de cloreto extracelular
é maior do que a concentracdo intracelular, desse modo no meio intracelular é favorecida a
formacédo de espécies hidrolisadas que se ligam ao DNA inibindo os processos de transcricdo
e replicacdo celular, ocasionando a morte programada da célula, também conhecida como
apoptose (WANG, LIPPARD, 2005).

Figura 3: Hidrdlise da cisplatina.
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Fonte: A propria autora.
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O principal alvo celular da cisplatina, que é o DNA (figura 4), possui a forma de
uma dupla hélice, que é formada por blocos repetitivos, onde cada um deles é constituido por
uma base nitrogenada, um grupo fosfato e uma molécula de agucar 2’-desoxi-D-ribose. As
bases nitrogenadas sdo divididas em puricas e pirimidicas, sendo as puricas a guanina (G) e a
adenina (A), e as pirimidicas a citosina (C) e a timina (T). A estrutura de dupla hélice é
mantida por interagdes de hidrogénio entre as bases complementares de fitas opostas
(FONTES et al, 2005).

Figura 4: Representacao da estrutura de dupla hélice do DNA
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Fonte: NEVES, VARGAS, 2011.

O DNA é uma macromolécula que apresenta uma estrutura muito rica em
possibilidades de interacdes, o que faz com que 0s complexos metalicos possam interagir com
0 mesmo de forma covalente, por meio da ligacdo do metal as bases nitrogenadas ou ao grupo
fosfato, de forma nédo-covalente por meio de interacGes eletrostaticas entre o complexo
carregado e o fosfato, por meio de interacdes hidrofobicas, ou ainda por intercalagdo entre os
pares de bases do DNA. Essas interagdes possiveis estdo representadas na figura 5 (BARRA,
NETO, 2015).



20

Figura 5: Representacdo dos tipos de interagdo com o DNA.
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Fonte: BARRA, NETO, 2015.

A cisplatina interage com o DNA de maneira covalente podendo se ligar ao DNA
por meio de uma ligacdo intrafita (ligada a duas bases na mesma fita de DNA), interfita
(ligada a duas diferentes fitas) e também pode se ligar a uma fita de DNA e a uma proteina. A
interacdo intrafita pode ser divida em 1,2-intrafita, onde a platina se liga a duas bases
adjacentes e 1,3-intrafita que é quando se liga a duas bases ndo adjacentes (WANG,
LIPPARD, 2005). Entretanto, outros complexos de platina podem interagir de outras maneiras

dependendo de sua estrutura.

Apesar de sua grande eficécia, o uso clinico da cisplatina vem sendo limitado
devido a efeitos colaterais graves tais como nefrotoxicidade, neurotoxicidade e ototoxicidade,
e ainda pelo surgimento de células resistentes a cisplatina. Dessa forma, a busca por analogos
objetiva agir eficazmente em um grande nimero de tumores, minimizar efeitos colaterais e
superar a resisténcia das células tumorais (DASARI, TCHOUNWOU, 2014).

No contexto da busca por analogos, foram aprovados para uso mundial dois
outros complexos de platina(ll), a carboplatina e a oxaliplatina, figura 6. A carboplatina foi o
segundo farmaco a receber aprovacao para uso clinico e difere da cisplatina pela presenca de
um ligante carboxilato no lugar dos cloretos. Comparada a cisplatina, a carboplatina € menos
reativa, o que implica no fato da mesma se ligar menos a espécies contendo enxofre que estdo

presentes no plasma e também, é excretada mais facilmente na urina, o que faz com que seja
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menos toxica que a cisplatina. No entanto, este farmaco é menos ativo que a cisplatina em
alguns tipos de canceres (NEVES, VARGAS, 2011).

Figura 6: Carboplatina e oxaliplatina.
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Fonte: A propria autora.

Ja a oxaliplatina, difere da estrutura tradicional pela presenca do ligante carreador
DACH (diaminociclohexano) e pelo grupo abandonador oxalato. A mesma forma adutos com
0 DNA que néo sdo reconhecidos pelo sistema de reparo do mesmo e seus metabdlitos ativos
se acumulam pouco no plasma, o que implica, respectivamente, em maior atividade em

células resistentes a cisplatina e em auséncia de nefrotoxicidade (NEVES, VARGAS, 2011).

Ainda na busca por compostos ativos e com poucos efeitos colaterais, outros
compostos que foram amplamente estudados foram os complexos de platina(lV), como por
exemplo a satraplatina, figura 7, que é o composto de platina(lVV) mais estudado, foi o
primeiro a ser administrado por via oral e apresentou atividade em células cancerigenas
humanas resistentes a cisplatina, a mesma alcancou testes clinicos, mas foi desacreditada
(AKSHINTALA et al., 2015).

Figura 7: Satraplatina.
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Fonte: A propria autora.

Com o objetivo de superar a resisténcia celular, compostos com a capacidade de
interagir com o DNA de forma diferente da tradicional, também foram alvo de grande

interesse. Dentre estes compostos destacam-se 0 BBR3464 e o triplatinNC. O BBR3464,
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figura 8, apresenta em sua estrutura trés tomos de platina, sendo que os das extremidades se
ligam a dois cloretos, que podem ser substituidos por bases nitrogenadas do DNA, formando
dois adutos monofuncionais. O mesmo apresenta a capacidade de formar ligacbes cruzadas
flexiveis, intra e interfitas de longo alcance, o que ocasiona distor¢Ges na molécula de DNA.
Além disso, 0 mesmo também pode interagir com o fosfato presente na estrutura do DNA,
uma vez que o mesmo é carregado (WHEATE et al, 2010).

Figura 8: BBR3464.
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Fonte: A propria autora.

Ja o triplatinNC, figura 9, que apresenta carga +8, se difere do BBR3464 pela
substituicdo dos cloretos por uma hexanodiamina e além de interagir com o DNA de forma
diferente da cis-DDP, também apresenta diferente mecanismo de entrada na célula. Com
relacdo a entrada do triplatinNC na célula, a mesma é mediada por proteoglicanos, diferente
da cisplatina que utiliza principalmente os transportadores hCTR1 e OCTs, além do transporte
passivo. Ja a interacdo entre o triplatinNC e o DNA ¢ do tipo eletrostatica com o fosfato
presente nos nucleotideos que compdem a estrutura do DNA e também por ligacGes de

hidrogénio, o que causa distor¢es na dupla hélice do DNA (SILVA et al., 2012).

Figura 9: TripatinNC.
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Fonte: A propria autora.

O complexo BBR3464 chegou a testes clinicos de fase Il e se mostrou ativo em
concentracdes ate 1000 vezes mais baixas que a cisplatina em células sensiveis a mesma e foi
ativo também em células resistentes de glioma, ovario e osteosarcoma, no entanto foi
desacreditado (WHEATE et al., 2010). Ja o triplatinNC apresentou maior acimulo celular
qguando comparado a cisplatina e apesar de ser menos ativo que a cisplatina, 0 mesmo
apresenta citotoxicidade da ordem de micromolar (uM) (HARRIS, RYAN, FARRELL, 2005)
(NEVES, VARGAS, 2011).
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1.2.2 Outros complexos como possiveis antitumorais

Com a descoberta da cisplatina o interesse por complexos derivados de outros
ions metalicos também cresceu como os complexos a base de ruténio (PAGE, 2012), titanio
(KOSTOVA, 2009), ouro (TIEKINK, 2008), entre outros (FARRELL, 2003). A figura 10
destaca trés desses complexos que chegaram aos testes clinicos: o composto de titanio(IV), o
budotitano, foi o primeiro complexo de metal diferente de platina que chegou aos testes
clinicos, devido a sua atividade em células tumorais de colén (TSHUVA, ASHENHURTS,
2009); O complexo de Ru(lll) NAMI-A, é bastante ativo em tumores com metastase
(FARRELL, 2003); e o complexo de galio(111) KP46, com possibilidade de administracao por
via oral (ALAMA et al, 2009).

Figura 10: Exemplos de compostos que chegaram aos testes clinicos para antitumorais.
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Fonte: A propria autora.

Outro ion metalico que tem sido alvo de constantes investigacdes é o Pd(Il), uma
vez que, 0 mesmo apresenta quimica de coordenacdo muito semelhante a da Pt(ll), ja que
ambos possuem raio idnico muito semelhante (Pt(1) = 0,74 A e Pd(1l) = 0,78 A) (RUIZ et al,
2005). Os complexos de paladio apresentam algumas vantagens frente aos de Pt(Il), como
maior facilidade de obtencéo e menor custo.

Comparado aos complexos de Pt(1l), os andlogos de Pd(Il) sdo mais labeis, visto
que os mesmos sofrem troca dos ligantes cerca de 10° vezes mais rapido, sendo este um fator
limitante no avanco da pesquisa desses complexos. Desse modo, deveria ocorrer a formacéo
de espécies muito reativas que poderiam reagir no plasma sanguineo, sendo o complexo,

portanto impedido de alcancar seu alvo farmacologico. No entanto, uma alternativa para



24

diminuir a elevada reatividade dos complexos de paladio seria 0 uso de ligantes quelatos
(GARAUFIS, HADJIKAKOU, HADJILIADIS, 2009), que é o alvo desse trabalho.

A literatura apresenta diversos compostos de paladio(ll) com atividade antiviral,
antifungica, antimicrobiana e antitumoral (GARAUFIS, HADJIKAKOU, HADJILIADIS).
Estudos mostraram o aumento da atividade antitumoral de complexos de paléddio com
derivados da cloroquina, figura 11, quando comparados com o ligante livre (NAVARRO et
al., 2006).

Figura 11: Complexo de paladio derivado da cloroquina.

Fonte: NAVARRO et al, 2006.

Um outro estudo avalia alguns complexos de paladio em trés linhagens tumorais
humanas, sendo uma delas resistente a cisplatina. Com base no mesmo, percebe-se que 0S
compostos ndo apresentaram uma boa atividade nas células sensiveis a cisplatina, no entanto
mostraram-se ativos na célula resistente. Na figura 12, é possivel visualizar a estrutura dos
mesmos, onde os complexos 2 e 3 foram mais ativos que o complexo 1 (BARRA et al.,
2016).

Figura 12: Complexos de paladio com 1,10-fenantrolina.
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Fonte: BARRA et al, 2016.
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Investigagdes sobre o mecanismo de acdo dos compostos de paladio sugerem que
diferente da cisplatina os mesmos atuem ligando-se ao DNA preferencialmente da maneira
interfita, fato que explica alguns compostos de paladio se mostram ativos em células
resistentes (QUIROGA et al., 1998).

1.3 ESCOLHA DO LIGANTE

Objetivando uma melhor atividade pode-se também variar os ligantes, onde uma
classe bastante interessante de ligantes sdo as diaminas aromaticas. A vantagem de se utilizar
aminas relativamente inertes é que as mesmas ndo sofrem transformac@es no meio bioldgico e
podem formar interagdes de hidrogénio com o DNA. O fato de aminas terem a capacidade de
formar ligacdes de hidrogénio com o DNA é bastante positivo, visto que foi observado que a
atividade aumenta com o numero de interacdes possiveis. A presenca de um anel aromatico
pode favorecer a intercalacdo do ligante nas bases ou sulcos do DNA propiciando outra forma
de interacdo (FONTES et al., 2005).

A piperazina, figura 13, € uma diamina utilizada como um agente anti-helmintico
(ARBO, BASTOS, CARMO, 2012) e também esta presente em antibidticos, como as
fluoroquinolonas (VIEIRA et al., 2009).

Figura 13: Piperazina.

HN/\
K/NH

Fonte: A propria autora.

As fluoroquinolonas tem mostrado um amplo espectro de atividade contra
parasitas, bactérias e micobacterias, incluindo cepas resistentes (VIEIRA et al., 2009). Na
figura 14, e possivel observar ciprofloxacin, o gatifloxacin e o levofloxacin, que sédo exemplos
de fluoroquinolonas e observando a estrutura dos mesmos, nota-se que ambos apresentam a
piperazina em sua estrutura, o que torna interessante o estudo de complexos metalicos

empregando a mesma, uma vez que, a coordenacao pode potencializar a atividade.
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Figura 14: Fluoroquinolonas.
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Fonte: A propria autora.

Nesse contexto, uma classe interessante de ligantes sdo os derivados da
benzilpiperazina, figura 15, que é uma substancia psicoativa, ou seja, atua principalmente no
sistema nervoso central onde modifica a funcdo cerebral. Derivados da benzilpiperazina
foram testados como possiveis anti-depressivos, alcancaram as fases | e 11 de ensaios clinicos
e constatou-se que 0s mesmos sdo considerados pro-drogas, visto que, sdo metabolizados a
BZP (Benzilpiperazina), que é ativa no organismo (ARBO, BASTOS, CARMO, 2012).

Figura 15: Benzilpiperazina.
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Fonte: A propria autora.

A benzilpiperazina é consumida principalmente na forma de cépsulas e absorvida
a partir do trato gastrointestinal (ARBO et al, 2014). O fato desse composto ser absorvido no
trato gastrointestinal torna interessante a busca por complexos metélicos contendo analogos
da BZP, visto que os mesmos devido a essa caracteristica sdo bons candidatos e a serem

administrados por via oral.

Tem sido relatado na literatura estudos que demonstram a capacidade do atomo de
platina em se ligar aos dois nitrogénios da piperazina, formando um quelato. Um exemplo da
coordenacdo da platina a essa diamina encontra-se na figura 16, no entanto tal coordenacgéo
ndo e muito comum (VIEIRA et al., 2009).
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Figura 16: Complexo de platina com um ligante derivado de fluoroquinolona.
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Fonte: VIEIRA et al, 2009.

Ainda no intuito de obter complexos de platina(ll) derivados de diaminas
aromaticas, os ligantes derivados do feniloxadiazol com diaminas sdo alvo do presente
trabalho. Os oxadiazdis (figura 17) sdo compostos heterociclicos constituidos por anéis de
cinco membros, sendo dois a&tomos de nitrogénio, um de oxigénio e dois de carbono e podem
existir em diferentes formas isoméricas de acordo com a posi¢do do nitrogénio (SOMANI,
SHIRODKAR, 2009).

Figura 17: Representacdo dos oxadiazois.
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Fonte: A propria autora.

Os oxadiazdis estdo presentes em compostos com conhecida acdo farmacolégica
como, por exemplo, o raltegravir, uma droga antirretroviral que é utilizada no tratamento do
HIV. Existem também compostos contendo este heterociclico que ainda estdo em fase de
testes clinicos como o zibotentan como um agente anticancerigeno e ataluren para a fibrose
cistica. O raltegravir, zibotentan e o ataluren estdo representados na figura 18 (BOSTROM et
al., 2011).

Figura 18: Compostos contendo oxadiazol com atividade bioldgica.
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1.4  OUTRAS APLICACOES PARA COMPLEXOS DE PLATINA E PALADIO

Além da expressiva atividade antitumoral, os complexos de platina e paladio
também tem se mostrado ativos em outros tipos de doencas. Alguns estudos tem relatado uma

boa atividade antibacteriana, antiparasitaria, antifungica, entre outras.

Com relacdo a atividade antibacteriana, trabalhos relatam a importancia do ion
metalico para a atividade dos mesmos. Como por exemplo, na figura 19, encontra-se uma
representacdo de um complexo de paladio e platina que apresentaram melhor atividade na

cepa S. aureus do que o controle usado, o cloranfenicol (TAVARES et al., 2014).

Figura 19: Complexo de palédio e platina derivado de tiossemicarbazona.

M =Pte Pd
Fonte: TAVARES et al, 2014.

Outra atividade que pode ser observada para esses complexos é a atividade
antiparasitaria, um exemplo da mesma € a atividade anti-tripanossomatidea, onde o0s
compostos sdo testados em parasitas da familia Trypanosomatidae, a qual pertencem o
Trypanosoma cruzi, que causa a doenca de Chagas e uma variedade de espécies de
Leishmania, responsavel por causar a leishmaniose. Na figura 20, pode se observar um
complexo de platina que apresentou uma boa atividade quando testado em Leishmania
mexicana e Trypanosoma cruzi, tendo sido mais ativo nos parasitas Leishmania, e ndo foi

citotoxico em células imunocompetentes (NAVARRO et al., 2015).
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Figura 20: Complexo de platina com atividade anti-tripanosomatidea.

Fonte: NAVARRO et al., 2015.

Complexos de paladio e platina também tém apresentado atividade antifingica.
Shareen e colaboradores estudaram a atividade antifingica de nove complexos de palédio,
onde observaram a atividade significativa dos mesmos nos fungos Fusarium moniliformes,
Fusarium saolani, Mucor sp., Aspergillus niger e Aspergillus fumigatus, sendo mais ativos no
fungo F. moniliformes, encontra-se na figura 21 um desses complexos (SHAREEN et al.,
2010).

Figura 21: Exemplo de composto com atividade antifungica.
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Fonte: SHAREEN et al., 2010.

Um exemplo de complexos de platina(ll) com atividade antifingica encontra-se
em um trabalho de Samota e Seth, onde avaliou-se a atividade de complexos com ligantes
derivados do benzoxazol nos fungos Aspergillus niger and Fusarium oxysporum. Foi possivel
observar que a atividade antifungica aumentou ap0s a complexacdo, 0 que mostra a
importancia do ion metélico, na figura 22, observa-se um desses complexos (SAMOTA,
SETH, 2009).
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Figura 22: Exemplo de complexo de platina(ll) com atividade antifingica.
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Fonte: SAMOTA, SETH, 2009.

Como pode ser visto por meio dos exemplos acima os complexos de platina e
paladio tém apresentado diversas outras aplicacdes, além da atividade anticancerigena, desse
modo uma vez que 0s mesmos ndo sejam ativos em células saudaveis, eles podem ser

empregados no tratamento de outras doencas, 0 que 0s torna tao atrativos.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Obter novos complexos de platina(ll) e paladio(ll) contendo ligantes derivados do
fenil-oxadiazol e da benzilpiperazina na expectativa de que possam apresentar atividade
biolégica promissora unindo potenciais grupos moleculares com conhecida acéo

farmacologica.

2.2  OBJETIVOS ESPECIFICOS

2.2.1 Sintetizar oito complexos com os ligantes derivados do fenil-oxadiazol (ligantes A, B,
C e D), sendo quatro de platina (1, 2, 3 e 4) e quatro de palédio (5, 6, 7 e 8), que variam entre
si devido a presenca dos substituintes NO, em para e em meta, e do CF3 no anel aromatico.

2.2.2 Sintetizar trés ligantes derivados da benzilpiperazina (E, F e G), que diferem entre si
devido ao substituinte na posicdo para do anel aromatico (H, NO, e CI) e seus respectivos
complexos de paladio (9, 10 e 11), visando avaliar a influéncia do substituinte na atividade

bioldgica.

2.2.3 Caracterizar os ligantes e os complexos pelos métodos usuais de andlise, que
compreendem espectroscopia na regido do infravermelho, espectroscopia Raman, analise
elementar de C, N e H, e RMN de *H, *3C e *°pt.

2.2.4 Avaliar a atividade bioldgica dos ligantes e dos complexos por meio da viabilidade
celular em linhagens normais e tumorais, da atividade antibacteriana pelo CIM dos mesmos
em diferentes cepas e atividade antiparasitaria através do 1Cso sobre a cepa Talahuen de

Tripanossoma Cruzi.
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3 PARTE EXPERIMENTAL

3.1 PROCEDENCIA DOS SOLVENTES E REAGENTES

Os reagentes (p.a.) foram utilizados nas sinteses sem purificagdo prévia. A
procedéncia dos reagentes e solventes empregados nas sinteses esta apresentada na tabela 1.

Tabela 1: Procedéncia dos reagentes utilizados nas sinteses.

Reagentes Procedéncia Solventes Procedéncia
Acido Bromidrico Vetec Cloreto de metileno Vetec
Alcool 4-clorobenzilico Sigma-Aldrich DMSO-dg Sigma-Aldrich
Cloreto de benzila Sigma-Aldrich Etanol Vetec
Cloreto de 4-nitrobenzila Sigma-Aldrich Metanol Vetec

Tetracloridoplatinato de Sigma-Aldrich

potéssio

Tetracloridopaladato de Sigma-Aldrich

potassio

Fonte: A propria autora.
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3.2 METODOS INSTRUMENTAIS

3.2.1 Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN)

Os espectros de RMN de 'H, **C, *°Pt, Dept 135 e COSY foram obtidos
utilizando um equipamento de RMN modelo Avancer Il HD, Bruker, 500 MHz. Os

deslocamentos quimicos (&) foram expressos em partes por milhdo (ppm) e o solvente

utilizado foi DMSO-dg.

3.2.2 Espectroscopia vibracional de absorcéo na regiéo do infravermelho (1V)

Os espectros no infravermelho foram registrados em um espectrometro
BRUCKER ALPHA FT-IR Spectrometer, na regido de 4000-400 cm™, resolucéo espectral de

4 cm™, com 64 varreduras, utilizando como suporte janelas de NaCl e pastilhas de KBr.

3.2.3 Espectroscopia vibracional de espalhamento Raman

Os espectros Raman foram obtidos usando um espectrometro BRUCKER RFS
100 FT-Raman instrumento equipado com detector de germanio refrigerado com nitrogénio
liquido, com excitacdo de 1064 nm a partir de um laser Nd: YAG, no intervalo entre 4000 e
50 cm™ e resolucéo espectral de 4 cm™, com uma media de 500 scans, com potencia entre 10
e 20 mW em fase solida.

3.2.4 Analise elementar

A analise de C, H e N dos compostos foi feita na Central Analitica do Instituto de
Quimica da Universidade de Sdo Paulo — USP em um analisador elementar Perkin Elmer
2400 series ii.

3.2.5 Ponto de fusao

Os pontos de fusdo foram determinados em um aparelho digital de ponto de fusdo
modelo MQAPF/Microquimica.
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3.3 LIGANTES DERIVADOS DO FENIL-OXADIAZOL.
Os ligantes A, B, C e D, derivados de diaminas com fenil-oxadiazol, figura 23,
foram fornecidos pelo grupo de pesquisa da professora Mara Rubia Costa Couri do

departamento de Quimica da UFJF.

Figura 23: Ligantes derivados do fenil-oxadiazol.

NH, NH,
N-Q  HN N-Q  HN
| />—/ | />—/
N N
O,N
A B
N-Q  HN _0
N HN
I ) >
FsC
NO,
c D

Fonte: A propria autora.
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3.4 SINTESE DOS LIGANTES DERIVADOS DA BENZILPIPERAZINA

A sintese dos ligantes E e F (X = H e NO,, respectivamente) foi feita por meio da
reacao dos respectivos cloretos de benzila com a piperazina, como representado no esquema
1.

Esquema 1: Sintese dos ligantes E e F.
cl / N\ CH3CH,OH N  NH
+ HN NH ———— _/
X N 48h / 60°C «

X = H, NO,
E F

Fonte: A propria autora.

Adicionou-se lentamente 100 mL de solucdo etandlica contendo 20 mmol do
respectivo cloreto de benzila (2,3 e 2,7 mL) a 60 mL de solucé etandlica contendo 100 mmol
(8,6 g) de piperazina. A reacdo permaneceu sob agitacdo a 60 °C por 48 horas até a formacéo
do produto e foi acompanhada por cromatografia em camada delgada utilizando como eluente
cloreto de metileno e metanol na proporc¢édo 9:1, onde foi observado o consumo dos reagentes

de partida.

Foi feita uma extracdo em cloreto de metileno e agua com o objetivo de remover,
na fase aquosa, a piperazina usada em excesso, e 0 contetdo da fase organica foi purificado
por coluna cromatografica com diclorometano e metanol, onde foi possivel remover
inicialmente o respectivo cloreto e o subproduto dibenzilado, e finalmente o dltimo a ser
eluido foi o produto de interesse.

A sintese do ligante contendo cloro como substituinte no anel aromatico (ligante
G) foi feita em duas etapas, onde na primeira etapa, esquema 2, partiu-se do alcool benzilico
obtendo-se 0 brometo de benzila. O brometo foi obtido por meio da reagdo do &lcool com
acido bromidrico 42% a uma temperatura de 86 °C, obtendo-se assim um soélido branco

cristalino que foi purificado por extragdo em diclorometano e agua.
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Esquema 2: Sintese do brometo de 4-clorobenzila.

+ HBr —
Cl

24h/86°C ¢

Fonte: A propria autora

A segunda etapa, esquema 3, seguiu 0 mesmo procedimento da obtencdo dos
ligantes E e F.

Esquema 3: Sintese do ligante G.

Br /\ CH,CH,OH
/g + HN  NH 3= 2 N NH
cl N 48h / 60°C N —

Fonte: A propria autora.

3.5 SINTESE DOS COMPLEXOS DERIVADOS DO FENIL-OXADIAZOL

A sintese dos complexos foi realizada a partir da reacdo dos ligantes com o sal do

metal (K,MCl,), na proporc¢éo de 1:1, como pode ser observado no esquema 4.

Esquema 4: Sintese dos complexos derivados do fenil-oxadiazol.

NH,
N-Q  HN N-Q HN_  NH,
I )— | )—
N N M~

CH3OH/H,0 of Cl
+  KMCl, ——=
R2 RZ
Rl Rl

M=Pt Ry=-H; R,=-H
Rl =-H; R2 = -N02
Rl = -NOZ; R2 =-H
Rl = 'H, R2 = 'CF3

M=Pd R;=-H; Ry,=-H 5
Rl =-H; R2 = -N02 6
Rl = -NOZ; R2 =-H 7
Rl = 'H, Rz = 'CF3 8

AWDNPF

Fonte: A propria autora.

A obtencdo dos complexos de platina(ll) e de paladio(ll), foi realizada a partir da
adicédo de 0,3 mmol do ligante em 1 mL de metanol a 0,3 mmol do sal do metal em 2,5 mL de
agua. A reacdo foi mantida ao abrigo da luz, em temperatura ambiente por 4 horas. Os solidos

obtidos foram lavados com agua, metanol e cloreto de metileno a quente.
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3.6 SINTESE DOS COMPLEXOS DERIVADOS DA BENZILPIPERAZINA

A sintese dos complexos foi realizada a partir da reagdo dos ligantes com o sal de
paladio, na proporcéao de 1:1,5, como pode ser observado no esquema 4.

Esquema 5: Sintese dos complexos derivados da benzilpiperazina.

/N I~
gNuNH + 15K,pdcl, CHOHH;0 g NT N
X 5h X ClI” ~ci

M = H; NO,; CI
9 10 11

Fonte: A propria autora.

Os complexos de palddio foram obtidos por meio da adicdo de uma suspensdo
contendo 0,3 mmol do ligante em 1 mL de metanol a uma solucédo contendo 0,45 mmol do sal
de paladio em 2,5 mL de agua. A reacdo foi mantida ao abrigo da luz, em temperatura
ambiente por 5 horas. Os sélidos obtidos foram lavados com &gua, metanol e cloreto de

metileno a quente.
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3.7 DADOS DOS LIGANTES DERIVADOS DO FENIL-OXADIAZOL

3.7.1 Ligante A
NH,

N-O HN
I,
N

Nome IUPAC: 1-{(3-fenil-1,2,4-oxadiazol-5-il)metil}etilenodiamina

Férmula molecular: C11H14N4O

Massa molar: 218 g/mol

Caracteristica fisica: 6leo amarelo

IV (cm™): 3349, 3294, 3063, 2928, 2852, 1444, 1070.

RMN 'H (DMSO-ds) 8: 2,61 (m, 4H, CH,-NH e CH,-NH,); 4,06 (s, 2H, CH,-oxadiazol);
7,56 (t, 3H, J = 7,5 Hz, Ph), 8,02 (m, 2H, Ph).

RMN *C (DMSO-d) 8: 41,2 (C-NH,); 44,2(C-NH); 51,7 (HN-C-oxadiazol); 126,3 (C-Ph);
127,0; 129,3; 131,5 (HC-Ph); 167,4 (N-C-N); 179,6 (N-C-0).

3.7.2 Ligante B
NH,
N-O HN
I
N

O,N

Nome IUPAC: 1-[{3-(4-nitrofenil)-1,2,4-oxadiazol-5-il}metil]etilenodiamina

Formula molecular: C11H13N503

Massa molar: 263 g/mol

Caracteristica fisica: 6leo marrom

IV (cm™): 3360, 3302, 3107, 2946, 2861, 1516, 1415, 1340, 1106.

RMN 'H (DMSO-dg) 8: 2,62 (m, 4H, CH,-NH e CH,-NH,); 4,12 (s, 2H, CH,-oxadiazol);
8,27 (d, 2H, J = 9 Hz, Ph), 8,41 (d, 2H, J = 9 Hz, Ph).

RMN *3C (DMSO-dg) 8: 41,1 (C-NH,); 44,2(C-NH); 51,5 (HN-C-oxadiazol); 124,5 (C-Ph);
128,4; 132,0; 149,2 (HC-Ph); 166,1 (N-C-N); 180,4 (N-C-0).
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3.7.3 Ligante C
NH,

N-O  HN
I,
N

NO,
Nome IUPAC: 1-[{3-(3-nitrofenil)-1,2,4-oxadiazol-5-il}metil]Jenodiamina
Formula molecular: C;1H;13N503
Massa molar: 263 g/mol
Caracteristica fisica: 6leo marrom
IV (cm™): 3362, 3304, 3090, 2939, 2861, 1516,1446, 1346, 1075.
RMN 'H (DMSO-dg) 8: 2,61 (m, 4H, CH,-NH e CH,-NHy); 4,11 (s, 2H, CH,-oxadiazol);
7,86 (t, 1H, J = 8 Hz, Ph), 8,43 (m, 3H, Ph), 8,70 (m, 1H, Ph).
RMN C (DMSO-dg) 8: 41,2 (C-NH,); 44,3 (C-NH); 51,8 (HN-C-oxadiazol); 121,5; 126,1
(HC-Ph); 127,7 (C-Ph); 131,3; 133,1 (HC-Ph), 148,3 (C-NOy); 166,1 (N-C-N); 180,4 (N-C-
0).

3.7.4 Ligante D
NH,

N-C HN
I,
N

CF;
Nome IUPAC: 1-[{3-(3-trifluormetilfenil)-1,2,4-oxadiazol-5-il}metil]etilenodiamina
Férmula molecular: C1,H13F3N4O
Massa molar: 286 g/mol
Caracteristica fisica: 6leo incolor
IV (cm™): 3357, 2940, 2869,1418, 1326, 1066.
RMN 'H (DMSO-dg) 8: 2,61 (m, 4H, CH,-NH e CH,-NH,); 4,09 (s, 2H, CH,-oxadiazol);
7,92 (d, 2H, J = 8 Hz, Ph), 8,21 (d, 2H, J = 8 Hz, Ph), 8,70 (m, 1H, Ph).
RMN **C (DMSO-ds) &: 41,2 (C-NH,); 44,2 (C-NH); 51,8 (HN-C-oxadiazol); 120,6 (g, J =
271,5 Hz, C-F3); 126,3; 127,9 (HC-Ph); 130,1 (C-Ph); 130,9 (q, 2J = 31,5 Hz, C-CF3); 166,5
(N-C-N); 180,2 (N-C-0).
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3.8 DADOS DOS LIGANTES DERIVADOS DA BENZILPIPERAZINA

3.8.1 Ligante E

N NH
("

Nome IUPAC: Benzilpiperazina

Formula molecular: C11H16N>

Massa molar: 176 g/mol

Caracteristica fisica: solido bege.

Ponto de fuséo: 68,5 °C

IV (cm™): 3408, 3028, 2934, 2802, 1534, 1300.

RMN *H (DMSO-dg) 8: 2,31 (m, 4H, CH2-NH); 2,73 (m, 4H, CH,-N): 3,42 (s, 2H, CH,-Ph);
7,29 (m, 5H, Ph).

RMN ¥C (DMSO-dg) 8: 45,05 (C-NH); 53,09 (C-N); 62,07 (C-Ph); 126,9; 128,2; 128,9;
138,1 (C, Ph).

3.8.2 Ligante F

N  NH
__/
O,N

Nome IUPAC: 4-nitrobenzilpiperazina

Férmula molecular: C;1H350,N3

Massa molar: 221 g/mol

Caracteristica fisica: solido amarelo

Ponto de fuséo: 79,5 °C

IV (cm™): 3406, 3078, 2944, 2802, 1516, 1348, 1300.

RMN 'H (DMSO-ds) &: 2,29 (s, 4H, CH,-NH): 2,68 (s, 4H, CH,-N): 3,55 (s, 2H, CH,-Ph);
7,57 (d, J = 8,5 Hz, 2H, Ph), 8,17 (d, J = 8,5 Hz, 2H, Ph).

RMN ¥C (DMSO-dg) 6: 45,51 (C-NH); 54,01 (C-N); 61,84 (C-Ph); 123,3; 129,7; 146,5;
146,9 (C, Ph).
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3.8.3 Ligante G

/N
N NH
g
Cl

Nome IUPAC: 4-clorobenzilpiperazina

Formula molecular: C11H15N,Cl

Massa molar: 210,5 g/mol

Caracteristica fisica: 6leo amarelo

IV (cm™): 3382, 3032, 2805, 2765, 1303, 1095.

RMN *H (DMSO-ds) &: 2,26 (s, 4H, CH,-NH): 2,68 (s, 4H, CH,-N): 3,38 (s, 2H, CH,-Ph);
7,28 (d, 2H, J = 8,5 Hz, Ph), 7,33 (d, 2H, J = 7,5 Hz, Ph).

RMN *C (DMSO-dg) &: 45,48 (C-NH); 53,84 (C-N); 61,90 (C-Ph); 128,08; 131,36; 137,34
(C, Ph).
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3.9 DADOS DOS COMPLEXOS DERIVADOS DO FENIL-OXADIAZOL

3.9.1 Complexo 1

N-Q  HN NH,
N _

| p— Pt

N Cl Cl

Nome IUPAC: Diclorido[1-{(3-fenil-1,2,4-oxadiazol-5-il)metil }etilenodiamina-
«*N]platina(ll)

Férmula molecular: C11H14N4OPtCI,

Massa molar: 484 g/mol

Caracteristica fisica: solido amarelo

Ponto de decomposicao: 262,8 °C

IV (cm™): 3284, 3179, 1441, 1070, 1066.

Raman (cm™): 3074, 2966, 2893, 1608, 1527, 1475, 1446, 1159, 1005, 966, 577, 332, 160,
114,

RMN H (DMSO-dg) 8: 2,36 (m, 2H, CH,-NH,): 2,69 (m, 2H, CH»-NH); 4,35 (dd, 1H, J =
15,5 Hz, J = 9 Hz CH;-oxadiazol); 4,75 (dd, 1H, CHj-oxadiazol); 5,42 (m, 2H, NH,); 7,18
(sl, 1H, NH); 7,59; 7,60; 7,61 (t, 3H, J = 5 Hz, Ph); 8,03; 8,05 (d, 2H, J = 10 Hz, Ph).

RMN C (DMSO-ds) 8: 46,6 (C-NH,); 46,6 (C-NH); 56,5 (HN-C-oxadiazol); 125,9 (Ph-
oxadiazol); 127,1; 129,37; 131,8 (C-Ph); 167,6 (N-C-N); 174,9 (N-C-0).

RMN ***Pt (DMSO-dg) §: -2354.

Analise Elementar (%):

Calculado: C=27,27;H=2,89; N=11,57

Encontrado: C =27,55; H=2,82; N = 11,26



43

3.9.2 Complexo 2

N-O  HN NH

2
| )~ :Pti
N Cl Cl
O,N

Nome IUPAC: Diclorido[1-{[3-(4-nitrofenil)-1,2,4-oxadiazol-5-il]jmetil}etilenodiamina-
«°N]platina(ll)

Formula molecular: C;1H;3N503PtCl,

Massa molar: 547 g/mol

Caracteristica fisica: s6lido amarelo

Ponto de decomposicdo: 309 °C

IV (cm™): 3569, 3292, 3183, 3097, 2884, 1516, 1416, 1343, 1109.

Raman (cm™): 3091, 2962, 1608, 1529, 1473, 1352, 1107, 970, 856, 629, 328.

RMN H (DMSO-dg) &: 2,37 (m, 2H, CH,-NH,); 2,71 (m, 2H, CH,-NH); 4,41 (dd, J = 15,5
Hz e J = 9 Hz, 1H, CH;-oxadiazol); 4,79 (dd, J = 15,5 Hz e J = 2 Hz, 1H, CH,-oxadiazol);
5,43 (m, 2H, NH,); 7,24 (sl, 1H, NH); 8,31 (m, 2H, Ph); 8,43 (m, 2H, Ph).

RMN C (DMSO-dg) 8: 46,5 (C-NH,); 46,6 (C-NH); 56,5 (HN-C-oxadiazol); 124,6; 128,6
(CH-Ph); 131,6 (Ph-oxadiazol); 149,3 (C-NO,); 166,4 (N-C-N); 175,7 (N-C-O).

RMN Pt (DMSO-dg) &: -2355.

Analise Elementar (%) :

C11H13N503PtCl;,.H,0

Calculado: C=24,14;H=2,76; N =12,80

Encontrado: C = 23,73; H=2,66; N = 11,89
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3.9.3 Complexo 3

N-O HN NH,
L >~ e
N Cl— ~cl

NO,

Nome IUPAC: Diclorido[1-{[3-(3-nitrofenil)-1,2,4-oxadiazol-5-ilJmetil}etilenodiamina-
«*N]platina(ll)

Férmula molecular: C11H13NsO3PtCl,

Massa molar: 529 g/mol

Caracteristica fisica: solido bege

Ponto de decomposicao: 235,2 °C

IV (cm™): 3267, 3199, 3118, 2958, 2887, 1519, 1446, 1349, 1070.

RMN 'H (DMSO-dg) &: 2,36 (m, 2H, CH,-NH,); 2,68 (m, 2H, CH,-NH); 4,40 (dd, J = 15,5
Hz e J = 9 Hz, 1H, CH;-oxadiazol); 4,79 (dd, J = 15,5 Hz e J = 2 Hz, 1H, CH;-oxadiazol);
5,44 (m, 2H, NHy); 7,25 (sl, 1H, NH); 7,91 (m, 1H, Ph); 8,46 (m, 2H, Ph); 8,73 (m, 1H, Ph).
RMN C (DMSO-dg) 8: 46,6 (C-NH,); 46,8 (C-NH); 56,6 (HN-C-oxadiazol); 121,7; 126,4
(HC-Ph); 127,4 (C-Ph); 131,4; 133,2 (HC-Ph); 148,4 (C-NO,); 166,3 (N=C-N); 175,7 (N-C-
0).

RMN Pt (DMSO-dg) &: -2355.

Andlise Elementar (%o):

Calculado: C =24,95; H=2,46; N =13,23

Encontrado: C =24,54; H=2,40; N=12,41
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3.9.4 Complexo 4

N-O HN NH
| />_/ \Pt/ 2
N c” ~cl
CF;
Nome IUPAC: Diclorido[1-{[3-(4-trifluormetilfenil)-1,2,4-oxadiazol-5-

ilJmetil}etilenodiamina-k®N]platina(ll)

Formula molecular: C1o,H13N4sOF3PtCl,

Massa molar: 552 g/mol

Caracteristica fisica: solido bege

Ponto de decomposicao: 298,8 °C

IV (cm™): 3303, 3182, 3091, 2957, 2884, 1418, 1065.

Raman (cm™): 1624,1542, 1488, 968, 778, 634, 569, 328.

RMN 'H (DMSO-dg) 6: 2,35 (m, 2H, CH2-NH,); 2,70 (m, 2H, CH,-NH); 4,38 (dd, J = 15,6
Hz e J = 9,6 Hz, 1H, CH,-oxadiazol); 4,78 (dd, 1H, J =2 Hz e J = 15,6 Hz, CH,-oxadiazol);
5,44 (m, 2H, NH,); 7,23 (sl, 1H, NH); 7,97 (d, J = 8 Hz, 2H, Ph), 8,25 (d, J = 8 Hz, 2H, Ph).
RMN Pt (DMSO-dg) &: -2357.

Andlise Elementar (%o):

Calculado: C=26,09; H=2,35; N =10,14

Encontrado: C =26,01; H=2,41; N=9,76
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3.9.5 Complexo 5

N-O HN NH,
N

| p— _Pd_

N cl Cl

Nome IUPAC: Diclorido[1-{(3-fenil-1,2,4-oxadiazol-5-il)metil}etilenodiamina-
«°N]paladio(Il)

Formula molecular: C;;H14N4,OPdCl,

Massa molar: 395 g/mol

Caracteristica fisica: s6lido marrom

Ponto de decomposicao: 272,4 °C

IV (cm™): 3189, 3104, 2941, 2889, 1446, 1078, 1029.

Raman (cm™): 1607,1527, 1000, 962, 550, 337, 303.

RMN *H (DMSO-dg) &: 2,46 (m, 2H, CH»-NH,); 2,76 (m, 2H, CH,-NH); 4,38 (dd,J=9 Hz e
J =16 Hz , 1H, CH;-oxadiazol); 4,57 (dd, J= 2 Hz e J = 9 Hz, 1H, CH,-oxadiazol); 4,97 (m,
2H, NH); 6,78 (sl, 1H, NH); 7,61 (m, 3H, Ph); 8,05 (m, 2H, Ph).

RMN *3C (DMSO-dg) 8: 44,7 (C-NH,); 45,7(C-NH); 54,4 (HN-C-oxadiazol); 125,9 (C-Ph);
127,1; 129,3; 131,8 (HC-Ph); 167,5 (N-C-N); 175,0 (N-C-O).

Analise Elementar (%):

Calculado: C=33,42; H=3,54; N=14,18

Encontrado: C = 33,56; H = 3,58; N = 13,57
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3.9.6 Complexo 6

Nome IUPAC: Diclorido[1-{[3-(4-nitrofenil)-1,2,4-oxadiazol-5-il]jmetil}etilenodiamina-
“N]palédio(ll)

Formula molecular: C;1H;3Ns03PdCl,

Massa molar: 440 g/mol

Caracteristica fisica: solido amarelo

Ponto de decomposicao: 184,9 °C

IV (cm™): 3308, 3186, 3103, 2958, 2891, 1527, 1414, 1336, 1106.

Raman (cm™): 3109, 2962, 1608, 1519, 1473, 1352,1107, 968, 856, 629, 291.

RMN 'H (DMSO-ds) 8: 2,46 (m, 2H, CH,-NH,); 2,78 (m, 2H, CH»-NH); 4,42 (dd, J = 16 Hz
e J =9 Hz, 1H, CH;-oxadiazol); 4,60 (dd, J = 16 Hz e J = 2 Hz, 1H, CH»-oxadiazol); 4,98 (m,
2H, NH,); 6,81 (s, 1H, NH); 8,32 (m, 2H, Ph); 8,43 (m, 2H, Ph).

RMN C (DMSO-dg) 8: 44,7 (C-NH,); 45,8 (C-NH); 54,5 (HN-C-oxadiazol); 124,6; 128,6
(CH-Ph); 131,7 (Ph-oxadiazol); 149,3 (C-NOy); 166,3 (N-C-N); 175,8 (N-C-O).

Andlise Elementar (%o):

Calculado: C=30,00; H=2,95; N =15,91

Encontrado: C = 30,59; H =2,95; N = 14,63
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3.9.7 Complexo 7

N-O  HN_ _NH,
| >—" "pd
N ¢l ~cl

NO,

Nome IUPAC: Diclorido[1-{[3-(3-nitrofenil)-1,2,4-oxadiazol-5-iljmetil}etilenodiamina-
«°N]paladio(1l)

Formula molecular: C11H13N503PdCl>

Massa molar: 440 g/mol

Caracteristica fisica: sdlido avermelhado

Ponto de decomposicao: 202,5 °C

IV (cm™): 3264, 3198, 3107, 2945, 2889, 1517,1444, 1349, 1079, 1038.

RMN 'H (DMSO-ds) : 2,48 (m, 2H, CH,-NH,): 2,75 (m, 2H, CH»-NH); 4,42 (dd, J = 16 Hz
e J =9 Hz, 1H, CH,-oxadiazol); 4,62 (dd, 1H, J =16 Hz e J = 2 Hz, CH,-oxadiazol); 4,98 (m,
2H, NHy); 6,81 (sl, 1H, NH); 7,91 (m, 1H, Ph); 8,48 (m, 2H, Ph), 8,74 (m, 1H, Ph).

RMN *C (DMSO-dg) 8: 44,7 (C-NH,); 45,8 (C-NH); 54,5 (HN-C-oxadiazol); 121,6; 126,4
(HC-Ph); 127,4 (C-Ph); 131,3; 133,2 (HC-Ph); 148,3 (C-NO,); 166,2 (N=C-N); 175,8 (O-
C=N).

Analise Elementar (%):

Calculado: C =230,00; H=2,95; N =15,91

Encontrado: C =30,59; H=2,99; N = 15,41
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3.9.8 Complexo 8

N-Q  HN NH,
N 7
[ p— _Pd_
N Cl Cl

CF;

Nome IUPAC: Diclorido[1-{[3-(4-trifluormetilfenil)-1,2,4-oxadiazol-5-
ilJmetil}etilenodiamina-x*N]paladio(11)

Formula molecular: C1o,H13N4sOF3PdCl»

Massa molar: 463 g/mol

Caracteristica fisica: solido bege.

Ponto de decomposigéo: 272,4

IV (cm™): 3311, 3186, 3103, 2955, 2890, 1418, 1324, 1065.

Raman (cm™): 3089, 2956, 2891, 1626, 1543, 1489, 1122, 968, 781, 550, 316, 285, 158.
RMN 'H (DMSO-ds) 8: 2,47 (m, 2H, CH,-NH,); 2,77 (m, 2H, CH»-NH); 4,40 (dd, J = 16 Hz
e J =9 Hz, 1H, CH;-oxadiazol); 4,59 (dd, 1H, J =16 Hz e J = 2 Hz, CH,-oxadiazol); 4,97 (m,
2H, NH,); 6,80 (s, 1H, NH); 7,96 (d, J = 8 Hz, 2H, Ph), 8,27 (d, J = 8 Hz, 2H, Ph).

RMN *C (DMSO-ds) 8: 44,8 (C-NH,); 45,9 (C-NH); 54,5 (HN-C-oxadiazol); 120,6; 122,8;
124,9; 127,1 (C-Fs, g, J = 270,9 Hz); 126,3; 126,4; 128,1 (HC-Ph); 129,8 (C-Ph); 131,2 (C-
CFs, g, 2J = 31,5 Hz); 166,2 (N-C-N); 175,8 (N-C-O).

Andlise Elementar (%o):

Calculado: C=31,10; H=2,81; N =12,09

Encontrado: C = 30,66; H =2,80; N =11,58
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3.10 DADOS DOS COMPLEXOS DERIVADOS DA BENZILPIPERAZINA

3.10.1 Complexo 9

Nome IUPAC: Dicloridobenzilpiperazina-x°N-platina(ll)

Formula molecular: C11H16N2PdCl;

Massa molar: 353 g/mol

Caracteristica fisica: solido amarelo

Ponto de decomposicao: 184,2 °C

IV (cm™): 3210, 3030, 2932, 2880, 1286.

Raman (cm™): 3055, 2983, 2883, 1608, 1005, 659, 555, 492, 262.

RMN *H (DMSO-dg) &: : 2,25 (m, 2H, CH,-NH); 2,57 (m, 2H, CH,-NH); 2,94 (m, 2H, CH,-
N); 3,11 (m, 2H, CH>-N); 4,79 (sl, 1H, NH); 7,26 (d, 2H, J = 7,5 Hz, Ph); 7,30 (d, 2H, J =7
Hz, Ph).

RMN C (DMSO-dg) 8: 49,6 (C-NH); 52,2 (C-N); 61,7 (C-Ph); 127,1; 128,2; 128,9; 137,7
(C, Ph).

Analise Elementar (%):

Calculado: C=37,37;H=4,69; N =7,92

Encontrado: C = 36,34 ; H=4,62; N =7,72
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3.10.2 Complexo 10

Pd
O,N cl” ~cl

Nome IUPAC: Diclorido(4-nitro-benzilpiperazina-x*N)platina(l1)

Formula molecular: C11H15N3O,PdCl,

Massa molar: 398 g/mol

Caracteristica fisica: solido amarelo

Ponto de decomposicao: 207,7 °C

IV (cm™): 3206, 3056, 2954, 2886, 1520, 1348, 1294.

Raman (cm™): 3058, 2945, 2888, 1601, 1352, 1114, 864, 658, 501, 307, 278.

RMN 'H (DMSO-dg) 8: 2,28 (m, 2H, CH,-NH); 2,56 (m, 2H, CH»-NH); 2,91 (m, 2H, CH,-
N); 3,11 (m, 2H, CH,-N); 3,53 (s, 2H, CH,-Ph); 4,73 (s, 1H, NH); 7,54 (d, 2H, J = 8,5 Hz,
Ph); 8,16 (d, 2H, J = 8,5 Hz, Ph).

RMN *C (DMSO-dg) 8: 50,1 (C-NH); 52,9 (C-N); 61,3 (C-Ph); 124,0; 130,7; 146,4; 147,3
(C, Ph).

Andlise Elementar (%o):

Calculado: C=33,15; H =3,79; N = 10,54

Encontrado C =32,76; H=3,90; N = 10,23
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3.10.3 Complexo 11
<\
N7 ONH

~N d/
~ClI

Cl CI/P
Nome IUPAC: Diclorido(4-cloro-benzilpiperazina-k®N)platina(l1)

Formula molecular: C;3H35N2PdCl3

Massa molar: 388 g/mol

Caracteristica fisica: s6lido amarelo

Ponto de decomposicao: 195,5 °C

IV (cm™): 3394, 3006, 2938, 2806, 1298, 1108.

Raman (cm™): 3058, 2989, 2887, 1599, 1093, 623, 505, 459, 318, 268.

RMN 'H (DMSO-dg) 8: 2,25 (m, 2H, CH,-NH); 2,54 (m, 2H, CH»-NH); 2,90 (m, 2H, CH,-
N); 3,01 (m, 2H, CH-N); 3,39 (s, 2H, CH-Ph); 4,78 (sl, 1H, NH); 7,28 (d, 2H, J = 8 Hz, Ph);
7,35 (d, 2H, J = 8 Hz, Ph).

RMN 3C (DMSO-dg) &: 49,6 (C-NH); 52,2 (C-N); 60,9 (C-Ph); 128,2; 130,8; 131,6 (C, Ph);
136,8 (C-Cl).

Andlise Elementar (%o):

Calculado: C=34,05;H=3,90; N=7,22

Encontrado C =33,66; H=4,10; N =7,14
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3.11 INVESTIGACAO DA ATIVIDADE CITOTOXICA EM CELULAS NORMAIS E
TUMORAIS

Para determinacédo da viabilidade celular foram utilizadas as linhagens B16-F10,
melanoma metastatico murino; CT26WT, carcinoma de c6lon murino; 4T1, adenocarcinoma
metastatico de mama de camundongo; BHK-21, célula normal de rim de hamster. As células
foram distribuidas em meio de cultura RPMI 1640, suplementado com soro fetal bovino
(FBS) 10% v/v, em densidades que variaram conforme a linhagem celular entre 0,5 x 10% e 2
x 10° células/poco/100 pL em placas com 96 pogos e foram devidamente incubadas a 37 °C

em atmosfera umedecida a 5% de CO, por 24 horas para total aderéncia.

Nos pogos da placa contendo as células ja aderidas, foram distribuidos 100 pL de
concentracdes decrescentes (100 a 0,1 uM) da substancia a ser testada, em quadruplicatas.
Para controle negativo foi utilizado 100 pL de meio de cultura suplementado com 10% de
FBS.

Apds a exposicdo aos compostos de investigacdo por 72h, as células foram
incubadas com MTT (5 pg/10 plL/pogo) durante 4 horas. A seguir, todo o liquido
sobrenadante foi removido por aspiragdo e foram adicionados 100 pL de DMSO/pogo, sendo
a viabilidade celular (proporcional a concentracdo dos sais de formazan — produto da reducéo
mitocondrial do MTT nas células viaveis) determinada pela medida de absorvancia a 492 nm
em um espectrofotdmetro de microplacas. Os dados obtidos através dos ensaios citotoxicos
foram normalizados considerando-se a viabilidade celular do controle negativo como 100%.

3.12 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIBACTERIANA

A atividade antibacteriana dos ligantes e complexos foi avaliada sobre as cepas
das bactérias Staphylococcus aureus ATCC 29213, Staphylococcus epidermidis ATCC 12228
(Gram-positivas); Escherichia coli ATCC 11229, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853

(Gram-negativas).

Para tal avaliacdo, foi realizado o ensaio de susceptibilidade em microdiluicdo em
caldo, usando o metodo descrito pelo National Committee for Clinical Laboratory Standards
(NCCLS, 2002), com modificacdes. Cepas de bactérias foram cultivadas a 37 °C por 24 horas
em &gar nutritivo. Foi utilizada solugéo estoque (em DMSO) das amostras na concentracao de

2,0 mg/mL. Foram transferidos 38 pL da solucdo estoque para microplacas de 96 pogos e
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realizou-se diluigdo seriada para obtencdo das solucgdes diluidas nas concentracdes de 256,0 a
2,0 pg/mL. Em cada poco, foi adicionado 232 pL de caldo Mueller-Hinton e 30 pL do
inculo diluido em solugdo salina 0,9 % (108 UFC/mL, de acordo com a escala turbidimétrica
padrdo de 0,5 McFarland).

Posteriormente, as placas foram incubadas a 37 °C por 24 horas. Como controles,
foram utilizados caldo Mueller-Hinton e bactéria; caldo Mueller-Hinton e amostra; e como
controle positivo, Cloranfenicol nas concentragdes de 256,0 a 2,0 pug/mL. A Concentracao
Inibitéria Minima (CIM) foi calculada como a menor concentracdo que impediu o
crescimento visivel da cepa utilizada. Todos os testes foram realizados em duplicata (NCCLS,
2002).

3.13 ATIVIDADE BACTERICIDA E BACTERIOSTATICA

Para determinar as concentrac@es bactericidas foram transferidos com um auxilio
de um swab estéril para uma placa de Petri contendo meio Agar Mueller Hinton (AMH —
Himedia Laboratories, Mumbai, India) aliquotas das diluicBes selecionadas ap6s a
determinacdo do CIM (concentragdo inibitéria minima) através do método de diluicdo em
caldo. Foram selecionadas duas dilui¢cbes abaixo do CIM, a concentragdo relativa a CIM e
duas diluicdes superiores ao CIM. A placa de Petri foi previamente demarcada de acordo com
as posicdes das diluicdes das solucdes desejadas. A placa foi incubada em estufa sob
condicBes aerdbicas a 37 °C por 24 h. A classificacdo de concentracdo bactericida minima foi
feita a partir da menor concentracdo de solucdo do composto em analise que ndo permitiu o
desenvolvimento dos microrganismos. Os compostos para 0s quais 0 crescimento bacteriano

foi observado em todas as concentrac6es foram classificados como bacteriostaticos.

3.14 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTI-TRIPANOSSOMA

A atividade anti-tripanossoma foi determinada sobre as formas amastigotas e
tripomastigotas. Para a determinagéo da concentragéo inibitoria de 50% da viabilidade celular
foi utilizada a linhagem L929, que é uma célula de tecido adiposo de rato, as células
encontravam-se infectadas pela cepa Talahuen de Tripanossoma cruzi, expressando beta-
galactosidade. Foram entdo determinados o 1Csq sobre L929 e o I1Csy sobre o parasita, que € a

concentracdo para inibir em 50% a viabilidade do parasita. O indice de infec¢do foi de 10
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tripomastigotas por célula durante duas horas e o desenvolvimento da infec¢do foi de dois
dias, as células infectadas foram incubadas com diferentes concentragdes dos compostos a
serem testados por 96 horas e a 37°C. Apoés o periodo de incubacéo a atividade enzimatica foi
determinada pela medida da absorvancia em 570 nm ap0s a adi¢ao de Clorofenol vermelho-§-
D-galactopiranosideo (CPRG) que é convertido em vermelho de clorofenol. Os valores de
ICso foram calculados por meio de interpolacéo linear e por meio da razdo entre o I1Csy sobre
L929 e 0 ICsy sobre o parasita foi determinado o indice de seletividade das substancias
(ROMANHA et al., 2010).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste trabalho foram sintetizados e caracterizados trés ligantes derivados da
benzilpiperazina e, a partir destes, trés complexos de paladio. Também foram sintetizados oito
complexos, sendo quatro de platina(ll) e quatro de paladio(ll), empregando ligantes derivados
do fenil-oxadiazol.

Para caracterizacdo dos compostos sintetizados foram utilizadas as seguintes
técnicas: espectroscopia na regido do Infravermelho, espectroscopia Raman, ponto de fuséo,
analise elementar de C, H e N, e RMN de *H, **C e **°pt,

4.1 SINTESE E CARACTERIZACAO DOS COMPLEXOS DERIVADOS DO FENIL-
OXADIAZOL

A obtencdo dos complexos é feita por meio da reacdo do sal de platina com o
respectivo ligante derivado do fenil-oxadiazol, onde ocorre a troca dos cloros da esfera de
coordenacdo pelo ligante em questdo, formando um quelato, por meio da coordenacdo dos
nitrogénios da etilenodiamina ao ion metalico, sendo tal formagdo é favoravel
energeticamente. Na obtencdo desses complexos ndo ocorre a variagdo do numero de
oxidacdo do ion metalico, porém o complexo é neutro e ndo necessita de contra ion ao

contrario do sal de partida.

A reacdo ocorreu na proporcao de um equivalente do ligante para um equivalente
do metal, onde para garantir a remocdao de residuos de sal do metal e dos respectivos ligantes,
apos a filtracdo dos complexos obtidos foi feita uma lavagem com &gua em temperatura
ambiente e, metanol e diclorometano a quente, uma vez que o sal de platina é soltvel em agua
e os ligante em diclorometano, o metanol foi empregado como intermediario para que a
utilizacdo do cloreto de metileno pudesse ser realizada, j& que 0 mesmo e dgua sao imisciveis.

Os complexos foram obtidos em rendimentos satisfatérios.

Em funcdo da semelhanga estrutural dos complexos, o que faz com que 0s
mesmos apresentem espectros andlogos, apresentamos as caracterizagfes de um complexo de
platina (complexo 1) e um de paladio (complexo 8). Os demais estdo nos apéndices A, B, C,
D.



57

4.1.1 Complexo 1

Na figura 24, encontram-se 0s espectros vibracionais na regido do infravermelho
do ligante A e do complexo 1. Observando o espectro do ligante é possivel perceber bandas
em 3349 cm™ e 3294 cm™, que sdo atribuidas aos estiramentos NH e em 3063 cm™, 2928 cm™
e 2852 cm™ que séo atribuidas aos estiramentos CH de aromatico e alifatico. Nota-se também
em 1444 cm™ e 1070 cm™ que podem ser atribuidas a C=N e C=0O do oxadiazol
(SILVERSTEIN, WEBSTER, KIEMLE, 2006).

Em comparagao, no espectro do complexo observam-se duas bandas em 3288 cm’
! e 3104 cm™ que séo caracteristicas do estiramento da ligacdo NH, em 3093 cm™, 2961 cm™
e 2877 cm™, que sdo atribuidas ao estiramentos CH de aromético e alifético, respectivamente.
Em 1445 cm™ e 1073 cm™ observam-se bandas CO e C=N. E possivel perceber que as bandas
referentes aos estiramentos NH deslocaram-se 61 e 190 cm™, as bandas CH de alifético 33 e
25 cm™ e as bandas CO e C=N ndo apresentaram deslocamentos significativos. Tais
deslocamentos sugerem que a coordenacdo proposta foi alcangada, ja que as bandas atribuidas
aos estiramentos NH, deslocaram-se para valores mais baixos o que é explicado pela presenga
do metal, uma vez que inicialmente o nitrogénio apresentava um par de elétrons livres e com a
coordenacdo 0 mesmo passou a se ligar ao ion metélico, afetando assim a forca da ligacdo

entre nitrogénio e hidrogénio (SILVERSTEIN, WEBSTER, KIEMLE, 2006).

Figura 24: Espectro vibracional na regido do IV do ligante A e do complexo 1.
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Também foi obtido o espectro vibracional de espalhamento Raman, na figura 25,
estdo representados 0s espectros do ligante e complexo, onde é possivel perceber o
surgimento de duas bandas em 577 e 332 cm™, que sdo atribuidas aos estiramentos Pt-N e Pt-
Cl, respectivamente (NAKAMOTO, 2009).

Figura 25: Espectro Raman do ligante A e do complexo 1.
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Estdo representados na figura 26, os espectros de RMN de *H do ligante e do
complexo. Nela é possivel observar um sinal em 2,61 ppm com quatro hidrogénios que é
atribuido aos hidrogénios dos grupos CH, da etilenodiamina, em 4,06 ppm nota-se um sinal
com dois hidrogénios que é referente ao outro CH, da molécula e em 7,56 e 8,02 um tripleto e

um multipleto com trés e dois hidrogénios cada e que sdo caracteristicos de anel aromatico.

Ja no espectro do complexo é possivel perceber que os hidrogénios da
etilenodiamina passaram a aparecer separados como dois multipletos em 2,36 e 2,69 ppm, o
CH, do oxadiazol que era um grupo homotopico passou a ser diasterotopico aparecendo como
dois dupletos duplos em 4,35 e 4,75 ppm. Tais mudancas sugerem a coordenacao proposta e
ja eram esperadas, sendo devidas ao fato do nitrogénio do NH tornar-se um centro quiral ap6s
a coordenacdo (SILVERSTEIN, WEBSTER, KIEMLE, 2006). Também nota-se em 5,42 ppm
um sinal referente ao NH, e em 7,18 ppm um sinal alargado referente ao NH, por fim, em
7,60 ppm e em 8,03 ppm 0s cinco hidrogénios aromaticos.
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Figura 26: Espectro de RMN de *H do ligante A e do complexo 1 (DMSO-ds, 500 MHz).
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O espectro COSY, figura 27, ajudou a confirmar os acoplamentos e a presenca
dos grupos NH e NH; da etilenodiamina. Pode-se observar no espectro o acoplamento do
hidrogénio do grupo NH com os hidrogénios do grupo CH, que esta ligado ao oxadiazol e
com os hidrogénios do CH, da etilenodiamina que se liga a0 mesmo. E possivel observar
também que o grupo NH, acopla com os hidrogénios do outro CH, da etilenodiamina.

Figura 27: Espectro COSY do complexo 1 (DMSO-ds, 500 MHz).
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Na figura 28, encontram-se os espectros de RMN de *C do ligante e do
complexo, onde é possivel observar em 41,2 e 44,2 ppm os carbonos da etilenodiamina, em
51,7 ppm o carbono do CHj; ligado ao oxadiazol, em 126,3 ppm o carbono quaternario do anel
aromatico e entre 127,0 e 131,5 ppm os carbonos hidrogenados do aromatico. Também pode-
se perceber em 167,4 ppm e 179,6 ppm os carbonos do oxadiazol que estdo entre dois

nitrogénios e entre um oxigénio e um nitrogénio.

Ja no espectro do complexo os carbonos da etilenodiamina passaram a aparecer
juntos em 46,6 ppm, o carbono do CH, ligado ao oxadiazol deslocou-se para 56,5 ppm, 0S
carbonos do anel aromético ndo se deslocaram, aparecendo entre 125,9 e 131,8 ppm, 0
carbono do oxadiazol que se liga a dois nitrogénios deslocou-se para 167,6 ppm e 0 outro

carbono do oxadiazol deslocou-se para 174,9 ppm.

O fato dos sinais atribuidos aos carbonos dos grupos CH, terem se deslocado para
uma regido de mais alta frequéncia concorda com a estrutura proposta, visto que 0S mesmos
encontram-se préximos aos atomos de nitrogénio da etilenodiamina, que inicialmente
possuem pares de elétrons livres e com a coordenacdo passam a estar envolvidos em uma
ligacdo, desse modo essa densidade eletronica ndo influencia mais tais &tomos, o que faz com
que os mesmos desloquem-se para uma regido menos blindada. Ja o deslocamento do carbono
do oxadiazol que se liga a um grupo CH; para frequéncias mais baixas pode ser devido a
presenca do metal, que € uma espécie rica em elétrons e desse modo pode estar blindando este

atomo.
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Figura 28: Espectro de *C do ligante A e do complexo 1 (DMSO-dg, 125 MHz).
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Para confirmar a presenca dos carbonos de CH e de CH, foi feito um DEPT 135,
figura 29, onde pode ser visto em 46,5 e 56,4 ppm os carbonos de CH, e entre 127,0 ppm e
131,7 ppm aparecem os sinal dos grupos CH. Os outros carbonos que ndo apareceram sdo

carbonos ndo hidrogenados.

Figura 29: DEPT 135 do complexo 1 (DMSO-dg, 125 MHz).
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O complexo também foi caracterizado por RMN de platina, figura 30, mostrando
apenas um sinal em -2354 ppm, que é bastante caracteristico de platina ligada a dois
nitrogénios e dois cloros (SILVA et al, 2008).

Figura 30: Espectro de RMN de ***Pt do complexo 1 (DMSO-dg, 107,5 MHz).
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As caracterizacGes discutidas em conjunto com a andlise elementar de C, H, e N

(dados do complexo item 3.9.1) confirmam a coordenacdo proposta.

4.1.2 Complexo 8

Observando os espectros vibracionais do ligante D e do complexo 8 que se
encontram na figura 31, é possivel observar no espectro do ligante bandas em 3357 cm™,
2940 cm™ e 2869 cm™, que sdo atribuidas aos estiramentos NH e CH de alifatico. Também
nota-se em 1418 cm™, 1326 cm™ e 1066 cm™ bandas que sdo atribuidas a C=N, CF e CO, a
presencada deformacéo axial da ligacdo C-F € caracteristica desse ligante que apresenta um
grupo CF3, que é o substituinte que o difere dos outros (SILVERSTEIN, WEBSTER,
KIEMLE, 2006).

Ja no espectro do complexo os estiramentos NH aparecem em 3311 cm™ e 3186

cm™, CH de aromatico em 3103 cm™ e CH de alifatico em 2955 cm™ e 2890 cm™, como pode
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ser observado os estiramentos NH e CH de alifatico sofreram deslocamentos significativos o

que sugere a coordenagdo dos &tomos de nitrogénio ao ion metélico. J& as bandas referentes a
C=N, CF e CO aparecem em 1418 cm™, 1324 cm™ e 1065 cm™, n3o apresentando
deslocamento significativo (SILVERSTEIN, WEBSTER, KIEMLE, 2006).

Figura 31: Espectro vibracional na regido do IV do ligante D e do complexo 8.
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Na figura 32, pode-se observar 0s espectros Raman do ligante e do complexo,

onde comparando ambos nota-se o surgimento de duas bandas em 550 cm™ e 316 cm™ que

sdo atribuidas aos estiramentos Pd-N e Pd-Cl, confirmando a coordenacdo proposta

(NAKAMOTO, 2009).

Figura 32: Espectro Raman do ligante D e do complexo 8.
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No RMN de 'H do ligante, figura 33, nota-se um sinal em 2,61 ppm com
quatro hidrogénios que é atribuido aos hidrogénios do grupos CH, da diamina, em 4,09 ppm
um sinal com dois hidrogénios que é atribuido ao CH, que se liga ao oxadiazol e em 7,92 e
8,21, nota-se dois dupletos, com dois hidrogénios cada, que sdo atribuidos aos hidrogénios do

anel aromatico e confirmam a substituicdo em para no aromatico.

Ja no espectro do complexo os hidrogénios dos grupos CH, que inicialmente se
encontravam juntos passaram a aparecer separados em dois multipletos em 2,47 ppm e 2,77
ppm que sdo atribuidos ao CH; ligado ao NH; e ao CH, ligado ao NH, respectivamente. Os
hidrogénios do outro CH, passaram a ser diasterotopicos aparecendo como dois dupletos
duplos em 4,40 ppm e 4,59 ppm, os hidrogénios dos grupos NH; e NH podem ser observados
em 4,97 ppm e 6,80, e por fim os hidrogénios aroméaticos ndo apresentaram deslocamentos

significativos aparecendo entre 7,96 e 8,27 ppm.

Figura 33: Espectro de RMN de *H do ligante D e do complexo 8 (DMSO-ds, 500 MHz).
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No espectro de RMN de **C do ligante, figura 34, observa-se sinais em 41,2
ppm, 44,2 ppm e 51,8 ppm que séo atribuidos aos carbonos dos grupos CH, da molécula,
entre 120,6 ppm e 127,1 ppm aparece um quarteto que é devido ao acoplamento do carbono
com o fldor e é atribuido ao carbono do CF3 e entre 126,3 ppm e 130,1 ppm os carbonos do
anel aromaético. Observa-se mais um quarteto que agora é devido ao acoplamento do fltor
com o carbono do anel aromatico ao qual o grupo CFs; se liga, entre 130,9 ppm e 131,8 ppm,
e por fim, aparecem dois sinais em 166,5 e 180,2 ppm que sdo atribuidos aos carbonos do
oxadiazol que se ligam a dois nitrogénios e a um nitrogénio e um oxigénio. Os acoplamentos
carbono-flior estdo de acordo com a literatura (SILVERSTEIN, WEBSTER, KIEMLE,
2006).

Ja no espectro do complexo nota-se os carbonos dos grupos CH, em 44,8 ppm,
45,9 ppm e 54,5 ppm, o carbono do CF3 que aparece como um quarteto entre 120,6 e 127,1
ppm, os carbonos hidrogenados do anel aromatico entre 126,3 e 128,1 ppm e o carbono
quaternario do anel aroméatico em 129,8 ppm. Percebe-se também entre 131,2 e 131,9 ppm o
carbono do anel aromético que se liga ao CF3 e que também acopla com o fluor, em 166,2
ppm o carbono do oxadiazol que se liga a dois nitrogénios e finalmente em 175,8 ppm aparece
0 outro carbono do oxadiazol. Pode-se observar que os carbonos dos grupos CH; e o do
oxadiazol que se liga ao CH, foram deslocados com relagdo ao ligante, 0o que sugere a

coordenacao almejada.
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Figura 34: Espectro de RMN de **C do ligante D e do complexo 8 (DMSO-dg, 125 MHz).
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Na expansdo abaixo, figura 35, é possivel observar os acoplamentos dos dois

atomos de carbono com o atomo de fllor.

Figura 35: Expansdo do RMN de **C do complexo 8 (DMSO-dg, 125 MHz).
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42SINTESE E CARACTERIZACAO DOS LIGANTES DERIVADOS DA
BENZILPIPERAZINA

Os derivados da benzilpiperazina foram obtidos através de uma reacdo de
substituicdo nucleofilica bimolecular (SN2), onde o ataque ¢ feito pela diamina ao respectivo
cloreto, sendo o cloro um grupo bastante labil. A reacdo é feita empregando excesso de
piperazina sob aquecimento para favorecer a formacdo do produto monoalquilado. A
purificacdo é feita em duas etapas, onde inicialmente é feita uma extracdo para remover 0
excesso de piperazina e para retirar o subproduto dialquilado € feita uma coluna
cromatogréafica. Todos os ligantes foram obtidos com rendimentos em torno de 75%.

O ligante C, foi obtido em duas etapas, uma vez que partimos do élcool 4-
clorobenzilico, a primeira etapa consiste em uma substituicdo da hidroxila pelo brometo, essa
reacdo foi feita empregando excesso de &cido bromidrico 42% para a total conversdo do grupo
funcional mencionado, para garantir o total consumo do reagente minoritario a mesma
permaneceu em aquecimento por 24h. O produto foi purificado por extracdo para remover o

excesso de acido.

421 Ligante E

Na figura 36, encontra-se o espectro de infravermelho do ligante E, cujas
principais frequéncias vibracionais foram atribuidas com base em dados disponiveis na
literatura para compostos semelhantes. No espectro de E é possivel perceber em 3408 cm™
uma banda intensa que é caracteristica do estiramento da ligacdo NH, em 3028 cm™, 2934 e
2802 cm™ os estiramentos CH de aromatico e alifatico, respectivamente. Por fim, 1300 cm™

nota-se uma banda referente a deformagé&o axial da ligagdo CN (SILVA et al, 2010).
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Figura 36: Espectro vibracional na regido do 1V do ligante E.
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Os espectros de RMN foram obtidos usando DMSO-dg como solvente. A figura
37 mostra o espectro de RMN de *H do ligante E, onde se observam os sinais em 2,31 e 2, 73
ppm com quatro hidrogénios cada que sdo atribuidos aos hidrogénios dos grupos CH, da
piperazina, em 3,42 ppm um sinal com dois hidrogénios que é atribuido ao outro CH; presente
na molécula, e finalmente em 7,28 ppm os hidrogénios do anel aromatico.

Figura 37: Espectro de RMN de *H do ligante E (DMSO-dg, 500 MHz).
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No espectro de carbono, figura 38, pode-se perceber em 45,0 ppm e em 53,1 ppm
dois sinais que sdo atribuidos aos grupos CH, da diamina, em 62,7 ppm o CH; benzilico e por

fim, entre 126,9 e 138,1 ppm os carbonos do anel aromatico.

Figura 38: Espectro de RMN de *C do ligante E (DMSO-ds, 125 MHz).
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4.2.2 Ligante F

Na figura 39, esta representado o espectro de infravermelho do ligante F, onde é
possivel observar em 3406 cm™, 3078 cm™, 2944 cm™ e em 2802 cm™, bandas que s&o
atribuidas respectivamente, aos estiramentos NH e CH de aromaético e de alifatico. Também
percebe-se em 1300 cm™, uma banda que é referente a deformagéo axial da ligacdo CN e em
1348 e 1516 cm™, bandas que sdo atribuidas as deformac@es simétricas e assimétricas do
grupo nitro que é o substituinte no anel aromatico do composto em questdo (SILVA et al,
2010).
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Figura 39: Espectro vibracional na regido do IV do ligante F.
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De acordo com o espectro de RMN de hidrogénio do ligante F, figura 40, pode se
perceber em 2,29 e 2,68 ppm dois sinais que sao atribuidos aos CH, da piperazina e em 3,55 0

outro CH, presente na molécula. Finalmente, entre 7,57 e 8,18 ppm os hidrogénios do anel

aromatico.
Figura 40: Espectro de RMN de **C do ligante F (DMSO-ds, 500 MHz).
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A figura 41, representa o espectro de carbono do ligante F, no mesmo nota-se
entre 45,5 e 61,8 ppm os carbonos dos grupos CH, da molécula e entre 123,3 e 146,9 ppm 0s

carbonos quaternarios e hidrogenados do aromatico.

Figura 41: Espectro de RMN de **C do ligante F (DMSO-ds, 125 MHz).
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4.2.3 Ligante G

Para o ligante G, no espectro de infravermelho que se encontra na figura 42, é
possivel observar em 3382 cm™, 3032 cm™, 2805 cm™ e em 2765 cm™, bandas que assim
Ccomo Nnos outros compostos sdo atribuidas aos estiramentos NH, CH de aromatico e CH de
alifatico, nota-se também uma banda em 1303 cm™ que é referente a ligacdo CN na piperazina
e por fim, em 1095 cm™ uma banda que é caracteristica da deformagdo axial C-Cl

comprovando a presenca do cloro como substituinte (SILVA et al, 2010).
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Figura 42: Espectro vibracional na regido do IV do ligante G.
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Os espectros de RMN de hidrogénio (figura 43) e carbono (figura 44) do ligante
G estdo de acordo com os espectros mostrados anteriormente para os ligantes E e F. A grande
semelhanca entre as moléculas gera espectros com as mesmas atribuicdes discutidas
anteriormente. Vale ressaltar que no espectro de RMN de *H os dois dupletos atribuidos aos
hidrogénios do anel aromatico aparecem com deslocamento quimico muito préximo, por isso,

foi mostrada uma pequena expansao.

Figura 43: Espectro de RMN de *H do ligante G (DMSO-ds, 500 MHz).
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Figura 44: Espectro de RMN de **C do ligante G (DMSO-dg, 125 MHz).
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43SINTESE E CARACTERIZACAO DOS COMPLEXOS DERIVADOS DA
BENZILPIPERAZINA

Os complexos de paladio derivados da benzilpiperazina foram obtidos por meio
da substituicdo dos cloros da esfera de coordenacédo do sal de paladio pelos derivados da BZP,
ocorrendo a mudanca conformacional da piperazina e formando um complexo quelato por
meio da ligacdo do metal aos nitrogénios da piperazina. Nao houve variagdo do nimero de

oxidacdo (nox) do metal e 0 complexo obtido é neutro.

Os complexos de paladio derivados da benzilpiperazina foram obtidos
empregando excesso de paladio com o objetivo de favorecer a obtencdo do produto de
interesse. A reacdo permaneceu em agitacdo por cinco horas ao abrigo da luz e os complexos
foram entdo filtrados e lavados com agua, metanol e cloreto de metileno a quente. Os

complexos obtidos apresentaram coloragdo amarela e os rendimentos foram em torno de 70%.
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Devido a grande semelhanca estrutural dos compostos optou-se por discutir as
caracterizacgdes apenas do complexo 10. Os espectros dos outros complexos encontram-se nos
apéndices A, B, Ce D.

4.3.1 Complexo 10

Pode-se observar na figura 45, o espectro de Infravermelho do complexo 10 e do
ligante F (j& discutido anteriormente), onde é possivel perceber em 3206 cm™, 3056 cm?,
2954 cm™ e 2886 cm™ bandas que podem ser atribuidas aos estiramentos NH, CH de
aromético e de alifético, respectivamente. Também nota-se em 1520 e 1348 cm™ duas bandas
que sdo referentes as deformacdes simétrica e assimétrica do grupo nitro, que € o substituinte
do anel aromético neste caso. Por fim, em 1294 cm™ uma banda caracteristica da deformacéo
axial da ligagdo CN (SILVERSTEIN, WEBSTER, KIEMLE, 2006). Em comparagdo com o
espectro do ligante (mencionado no item 4.2.2) observa-se que as bandas referentes a NH, CH
de alifatico e CN deslocaram 200 cm™, 10 cm™, 84 cm™ e 6 cm™, respectivamente, ao passo
que as demais ndo apresentaram deslocamentos significativos, o que sugere a coordenacao

proposta.

Figura 45: Espectro de infravermelho do ligante F e do complexo 10.
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Na figura 46, encontram-se 0s espectros Raman do ligante e do complexo, onde é
possivel perceber o surgimento de duas novas bandas, em 278 e 501 cm™ que séo atribuidas
aos estiramentos Pd-Cl e Pd-N, respectivamente (NAKAMOTO, 2009).

Figura 46: Espectro de Raman do complexo F e do ligante 10.
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Na figura 47, esta representado o RMN de *H do complexo 10 e do ligante que o
originou, 0 RMN de *H do ligante j& foi discutido anteriormente. E possivel observar que os
hidrogénios dos grupos CH, ligados ao NH e dos ligados ao nitrogénio que inicialmente
apareciam juntos passaram a aparecer separados, sendo que os hidrogénios dos grupos CH,
ligados ao nitrogénio apareceram em 2,28 ppm e 2,56 ppm e 0s que se encontram ligados ao
nitrogénio em 2,91 ppm e 3,11 ppm, ambos deslocados com relacdo ao ligante. O sinal
referente aos hidrogénios do CH, ligado ao anel aromatico ndo apresentou deslocamento
significativo encontrando-se em 3,53 ppm, nota-se também em 4,73 ppm um sinal alargado
referente ao NH presente na molécula. Por fim, os hidrogénios do anel aromatico também néo
apresentaram deslocamentos significativos aparecendo como dois dupletos em 7,54 ppm e

8,16 ppm.
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Figura 47: Espectro de RMN de *H do ligante F e do complexo 10 (DMSO-ds, 500 MHz).
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E possivel observar na figura 48, os espectros de **C do complexo 10 e do ligante
F. No espectro do complexo nota-se que os carbonos relativos aos grupos CH, ligado ao NH e
CH, ligado ao nitrogénio deslocaram-se para 50,13 ppm e 52,92 ppm com relacdo ao ligante,
ja o carbono do outro grupo CH; ndo se deslocou. Os carbonos hidrogenados do anel

aromatico e os quaternarios também ndo apresentaram deslocamento significativo.

Figura 48: Espectro de RMN de **C do complexo 10 e do ligante F (DMSO-dg, 125 MHz).
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4.4 TESTE DE CITOTOXICIDADE

A atividade citotoxica dos complexos e dos ligantes foi avaliada em duas
linhagens de células tumorais diferentes (4T1 e CT26WT) e em uma linhagem de célula
normal (BHK-21) que foi utilizada para avaliar a seletividade. As células foram expostas aos
compostos por 72 horas e o método utilizado foi 0 do MTT. Como nem todos 0s compostos
foram ativos optou-se por mostrar um grafico de barras contendo a viabilidade celular em 100
MM dos compostos.

Gréfico 1: Viabilidade celular apos exposicdo de 100 UM dos compostos por 72h nas células
tumorais (4T1 e CT26WT) e célula normal (BHK-21).
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Pode-se observar que os compostos que mais inibiram o crescimento celular
foram os complexos 3, 4 e 8 na linhagem 4T1, ao passo que 0s respectivos ligantes nédo
chegaram a inibir nem 50% da viabilidade celular nesta concentracdo, indicando que a
coordenacdo favoreceu a atividade. Outro fator interessante é que os compostos inibiram a
viabilidade celular da linhagem tumoral sem inibir a linhagem saudavel, o que indica uma
seletividade dos mesmos. Vale ainda ressaltar que a célula saudavel é uma célula de rim, o
que pode sugerir menor nefrotoxicidade, um dos efeitos colaterais da cisplatina. Todos os
compostos foram avaliados em diferentes concentracdes e através dos resultados obtidos foi
possivel calcular a concentracdo inibitoria de 50% (ICsp) para 0s trés compostos que
apresentaram melhor atividade. Os compostos 3, 4 e 8 apresentaram ICso na linhagem 4T1,
tabela 2, onde foi possivel perceber que o que mais se aproximou da cisplatina sem apresentar

citotoxicidade relevante na linhagem saudavel foi o derivado do fenil-oxadiazol com
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substituinte NO, na posicdo meta e nucleo metalico de platina (3). O respectivo composto
com pal&dio ndo apresentou tal atividade. J& os compostos 4 e 8 sdo derivados do fenil-
oxadiazol com substituinte CF3 na posic¢do para do anel aromatico com 0s metais platina e
paladio, respectivamente, mostraram atividades semelhantes. Este perfil de atividade ndo foi
observado na linhagem de carcinoma de colén (CT26WT) o que mostra uma diferente acéo
em células de origem embrionéria distinta. Esta observagdo pode significar uma seletividade

interessante para esse grupo de compostos.

Tabela 2: 1C50 — Concentracdo Inibitdria de 50% do Crescimento Celular (UM £ SD*).

Compostos 4T1
Complexo 3 9,85+ 1,7 uM
Complexo 4 51,7+ 5,0 uM
Complexo 8 58,4 7,0 uM
Cisplatina 6,20 £ 2,5 uM

*SD — Desvio padrdo (triplicata de dois experimentos independentes).

Fonte: A propria autora.

4.5 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIBACTERIANA

A cepa Staphylococcus aureus € causadora de infeccGes simples como espinhas e
furdnculos e infecgbes graves como pneumonia, meningite, endocardite, entre outras
(SANTOS et al., 2007). No caso da Staphylococcus epidermidis as principais doengas que a
mesma pode causar estdo associadas ao uso de dispositivos médicos implantados, tais como
cateteres e proteses, e incluem bacteremias/septicemias, endocardites, meningites, peritonites,
endoftalmetite, meningites, infeccbes do trato urindrio dentre outras (TRABULSI,
ALTERTHUM, 2008). Ja a Escherichia coli faz parte da microbiota normal do intestino,
tornando-se patogénico em localizagdes extra-intestinal ou mesmo intestinal. Podem causar
infeccBes urinarias, diarreia, meningite, osteomielite, dentre outras. Por fim, a Pseudomonas
aeruginosa é considerada um patdgeno oportunista e pode causar infeccbes do trato
respiratorio superior e inferior, sistema nervoso central, trato urinario entre outras
(TRABULSI, ALTERTHUM, 2008).

A atividade antibacteriana foi testada para os ligantes A, B, C e D, e seus

respectivos complexos de platina e paladio em quatro diferentes cepas de bactérias. Foi
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determinada a concentracdo inibitéria minima (CIM) para 0S mesmos e comparou-se 0S
valores obtidos com o valor do controle positivo, o cloranfenicol. Os valores da CIM nas

quatro cepas testadas encontram-se na tabela 3.

Tabela 3: Concentragdo inibitéria minima em diferentes cepas dos ligantes e complexos.

Concentracdo inibitoria minima — CIM (ug/mL)
Amostras S. aureus S. epidermidis E. coli P. aeruginosa
Ligante A 256,0 256,0 256,0 256,0
Ligante B 256,0 256,0 256,0 256,0
Ligante C 256,0 256,0 256,0 256,0
Ligante D 64,0 256,0 128,0 256,0
Complexo 1 256,0 256,0 256,0 256,0
Complexo 2 256,0 128,0 256,0 256,0
Complexo 3 32,0 16,0 256,0 256,0
Complexo 4 32,0 8,0 256,0 256,0
Complexo 5 256,0 256,0 256,0 256,0
Complexo 6 256,0 128,0 256,0 256,0
Complexo 7 32,0 8,0 256,0 256,0
Complexo 8 16,0 64,0 256,0 128,0
Cloranfenicol 16,0 32,0 16,0 32,0

Fonte: A propria autora.

E possivel observar na tabela 1 que os ligantes ndo apresentaram atividade
antibacteriana significativa frente as cepas testadas, ja os complexos 3, 4, 7 e 8 apresentaram
uma melhor atividade quando comparados aos ligantes nas cepas S. aureus e S. epidermidis, o
que indica que neste caso a complexagdo favoreceu a atividade dos mesmos. Nota-se também
que o complexo 8 foi tdo ativo quanto o cloranfenicol na cepa S. aureus e que 0s complexos

3, 4 e 7 foram mais ativos que o controle na cepa S. epidermidis.

Também é possivel perceber que os complexos 3 e 7 sdo derivados do ligante C e
0s complexos 7 e 8 foram obtidos a partir do ligante D, 0 que sugere que a presenga do grupo
nitro em meta no anel aromatico e do grupo CF3 na posicdo para favoreceu a atividade dos

complexos em questao.

Nota-se que 0s compostos em estudo ndo apresentaram atividade significativa nas
cepas E. coli e P. aeruginosa, que sdo Gram-negativas, essas bactérias apresentam parede

celular mais complexa, sendo resistentes a acdo de compostos que ndo sdo capazes de cruzar
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essa barreira lipidica (GUIMARAES, MOMESSO, PUPO, 2010). Esse fato explica a baixa
atividade dos compostos nas cepas em questéo.

4.6 ATIVIDADE BACTERICIDA E BACTERIOSTATICA:

Antibidticos sdo compostos naturais ou sintéticos capazes de inibir o crescimento
ou causar a morte de fungos e bactérias, desse modo podem ser classificados como
bacteriostaticos ou bactericidas. Dentro desse contexto, também foi avaliado se 0os compostos
testados sdo bacteriostaticos, ou seja, apenas promovem a inibicdo do crescimento bacteriano
ou se sdo bactericidas, que sdo capazes de causar a morte da bactéria (GUIMARAES,
MOMESSO e PUPPO, 2010). Os resultados encontram-se na tabela 4.

Tabela 4: Avaliacdo da atividade bactericida, ou bacteriostatica dos compostos (concentracdo

em pg/mL).

Compostos S. aureus S. epidermidis E. coli P. aeruginosa
Ligante A Bacteriostatico | Bacteriostatico | Bacteriostatico | Bacteriostatico
Ligante B Bacteriostatico | Bacteriostatico | Bacteriostatico | Bacteriostatico
Ligante C Bacteriostatico | Bacteriostatico | Bacteriostatico | Bacteriostatico
Ligante D Bacteriostatico | Bacteriostatico | Bacteriostatico | Bacteriostatico

Complexo 1 Bacteriostatico | Bactericida, 256 | Bacteriostatico | Bacteriostatico

Complexo 2 Bacteriostatico | Bactericida, 256 | Bactericida, 256 | Bacteriostatico

Complexo 3 Bactericida, 32 | Bactericida, 128 | Bacteriostatico | Bacteriostatico

Complexo 4 Bactericida, 256 | Bactericida, 128 | Bacteriostatico | Bacteriostatico

Complexo 5 Bacteriostatico | Bactericida, 256 | Bacteriostatico | Bacteriostatico

Complexo 6 Bacteriostatico | Bactericida, 256 | Bacteriostatico | Bacteriostatico

Complexo 7 Bactericida, 32 | Bactericida, 64 | Bactericida, 256 | Bacteriostatico

Complexo 8 Bactericida, 32 | Bactericida, 64 | Bactericida, 256 | Bactericida, 256

Fonte: A propria autora.

Com base nos resultados obtidos foi possivel observar que se destacam o0s

complexos 3, 7 e 8, que foram bactericidas na menos concentracdo, 0 que é bastante
importante, visto que 0s mesmos foram capazes de matar a bactéria e ndo de somente inibi-la.

4.7 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTI-TRIPANOSSOMA

A atividade anti-tripanossoma foi avaliada para os ligantes A, B, C, D e seus
respectivos complexos de platina e paladio. Foram determinados o 1Csy Sobre o parasita, 0
ICso sobre a linhagem célular L929 e o indice de seletividade dos mesmos e os valores obtidos
foram comparados ao benzonidazol, que é utilizado no tratamento da doenca de Chagas. Os
dados encontram-se na tabela 5.
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Com base nos dados obtidos é possivel perceber que os ligantes foram mais ativos
que os complexos e destacam-se os ligantes B e C, que foram capazes de reduzir as formas
amastigotas e tripomastigotas do parasita e que inibem a viabilidade celular em concentracGes
acima de 200 pM, o que indica seletividade dos mesmos. Os dois ligantes ativos possuem em
sua estrutura um grupo nitro como substituinte no anel aromético, semelhante ao
benzonidazol que apresenta um grupo nitro ligado a um heterociclico. Evidéncias indicam que
0 grupo nitro presente na estrutura desse composto é reduzido por enzimas do tipo
nitroredutases a grupo amino, porém durante esse processo ocorre a formacdo de um grupo
nitro radicalar que por meio da ligacdo a biomoléculas do parasita exerceria seu efeito
tripanocida. Desse modo, a presenca do grupo nitro nos ligantes B e C pode ser responsavel
pela atividade dos mesmos (DIAS et al, 2009).

Tabela 5: Avaliacdo da atividade anti-tripanossoma dos compostos.

Amostra Concentragéo | Atividade I1Cso sobre o ICso sobre | Indice de
(LM) 1 (%) parasita’ L929° | Seletividade®
(M) (M)
Ligante A 200 0 Inativo - -
Ligante B 200 85 423 > 200 >47
100 83
50 63
25 21
12,5 0
Ligante C 200 70 69,4 > 200 >1,2
100 15
50 13
25 0
Ligante D 200 86 Inativo > 200 >29
100 80
50 31
25 6
12,5 0
Complexo 1 200 0 Inativo - -
Complexo 2 200 0 Inativo - -
Complexo 3 200 0 Inativo - -
Complexo 4 200 0 Inativo - -
Complexo 5 100 13 Inativo - -
Complexo 6 100 22 >100 >100 -
Complexo 7 100 24 >100 >100 -
Complexo 8 100 25 >100 >100 -
Benzonidazol - - 3,8 2.381 625

! Porcentagem de reducio das formas amastigotas e tripomastigotas sob acdo do composto.
2 Concentragio do composto que reduz em 50% o crescimento parasitario.

% Concentragéo do composto que induz 50% de morte celular (L929).

*1Cs, do composto sobre as células dividido pelo ICs, do composto sobre o parasita.

Os valores de 1Cs, foram calculados através de interpolagéo linear.
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4.8 AVALIACAO DA INFLUENCIA DA ESTRUTURA NA ATIVIDADE BIOLOGICA
DOS COMPOSTOS
Com base nos dados obtidos na avaliacdo da atividade citotdxica, avaliacdo da
atividade antibacteriana e atividade anti-tripanossoma, foi possivel observar que no primeiro
caso os complexos de platina e pal&ddio com o ligante derivado do fenil-oxadiazol que possui 0
grupo CF3 como substituinte e o complexo de platina com o ligante derivado do fenil-
oxadiazol com grupo NO, em meta foram os mais ativos, ja na avaliacdo da atividade
antibacteriana os complexos de platina e paladio com os ligantes mencionados anteriormente
também foram os mais ativos, sendo inclusive até mais ativos que o cloranfenicol em
determinadas cepas. Finalmente, na avaliacdo da atividade anti-tripanossoma foi constatado
que os ligantes que possuem grupo nitro tanto em para quanto em meta, apresentaram
melhores resultados. Portanto, com base nos trés experimentos mencionados pode-se concluir
que a variacdo do substituinte para NO, e CF3; no anel aromético foi importante para a
atividade dos compostos.

Em sua tese, Chaves avaliou a atividade citotoxica de complexos de Au(l) com
ligantes sulfurados em trés linhagens de células, sendo uma saudéavel (BHK21) e duas
tumorais (CT26WT e B16F10), onde na linhagem CT26WT, de carcinoma de colén, todos os
complexos foram mais ativos que a cisplatina e que a maioria dos ligantes, os complexos com
substituinte nitro no anel aromatico fazem parte dos que mais se destacaram, apresentando
ICs0 < 0,1 uM e bons indices de seletividade, na figura 50, encontram-se os complexos
testados. Com relacdo aos ligantes livres, 0 que possui 0 grupo nitro como substituinte
também foi mais ativo que a cisplatina e para essa linhagem foi possivel concluir que os
ligantes mais citotdxicos foram os que possuem como substituinte o flior ou o nitro, ambos os
grupos retiradores de elétrons (CHAVES, 2014).



Figura 49: Complexos de ouro(l) com ligantes derivados da tiazolidina.
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Fonte: CHAVES, 2014.
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Em sua dissertacdo Caneschi, sintetizou e avaliou a atividade biolégica de 1,3,4-

citotoxicidade nas linhagens tumorais testadas para 0s compostos mais eletronegativos.

Figura 50: Compostos derivados da isoniazida.
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Fonte: CANESCHI, 2013.

oxadiazOis derivados da isoniazida. Um dos testes realizados foi a avaliagdo da atividade
antibacteriana dos compostos, onde um dos compostos que se destacou na cepa Escherichia
coli, foi 0 composto que apresentava 0 grupo nitro como substituinte em para no anel
aromatico. Outro teste executado foi o0 da avaliacdo da atividade citotdxica dos compostos,
dentre os compostos testados um dos que se destacou foi 0 que apresentava como substituinte
na posicdo 4 do anel aromatico um grupo CF3, 0 mesmo apresentou LC50 na linhagem HelLa
(Cancer cervical humano) de 43,0 + 2,4 uM, valor este muito préximo ao do Etoposideo que
foi o padrdo usado e apresentou LC50 = 42,4 + 1,4 uM, porém o composto testado apresentou
indice de seletividade nas linhagens testadas maior que o padrdo. Os compostos mencionados

encontram-se na figura 51. Neste teste também foi possivel observar altos indices de
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De posse dos dados obtidos e observando os exemplos mencionados acima é
possivel perceber que a variagdo do substituinte no anel aromatico pode influenciar a
atividade bioldgica, onde variando o substituinte para os grupos NO, e CF3 é possivel obter
melhores resultados de atividade em diferentes testes. Também foi possivel observar que a

presenca de grupos retiradores de elétrons favorece a atividade.
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5 CONCLUSAO

Neste trabalho foram sintetizados e caracterizados pelos métodos usuais de analise
3 ligantes e 11 complexos, dos quais 8 séo derivados do fenil-oxadiazol (sendo 4 complexos
de platina e 4 complexos de paladio) e outros 3 complexos derivados da benzilpiperazina com
paladio. Foram realizados estudos da atividade bioldgica destes compostos que compreende
avaliacdo da atividade citotoxica em células normais e tumorais, atividade antibacteriana e
antiparasitaria. Com relagdo a atividade citotdxica, os complexos que mais se destacaram na
linhagem tumoral 4T1 sem provocarem citotoxicidade significativa na linhagem saudavel
BHK-21 foram 3 (derivado NO,), 4 e 8 (derivado CF3), 0 que mostra seletividade dos
mesmos. J& na avaliacdo da atividade antibacteriana, além dos compostos mencionados o
composto 7 (derivado NO;) também apresentou uma excelente atividade frente as cepas
Gram-positivas utilizadas. Finalmente, na avaliacdo da atividade antiparasitaria apenas 0s
ligantes B e C (derivados NO,) foram capazes de reduzir o crescimento parasitario sem
induzir a morte celular. Foi possivel por meio dos testes realizados observar a influencia do
substituinte no anel aromatico para a atividade e pode-se concluir que 0s grupos NO, e CF;

sdo bons substituintes.
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APENDICE A - RELACAO DOS COMPOSTOS SINTETIZADOS/FORNECIDOS
NESTE TRABALHO

Ligantes:

¢ Derivados do feniloxadiazol (fornecido):
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¢ Derivados da benzilpiperazina (sintetizado):
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Complexos derivados do feniloxadiazol:

e Complexos de platina:
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Complexos derivados da benzilpiperazina:
VPR
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APENDICE B — ESPECTROS DE INFRAVERMELHO DOS COMPOSTOS

Transmitancia

Espectro de infravermelho do ligante B e do complexo 2.
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Espectro de infravermelho do ligante D e do complexo 4.
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Transmitancia

Espectro de infravermelho do ligante B e do complexo 6.
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Intensidade Raman

Intensidade Raman
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APENDICE C - ESPECTROS RAMAN DOS COMPOSTOS

Espectro de infravermelho do ligante B e do complexo 2.
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Transmitancia

Intensidade Raman

Espectro de infravermelho do ligante A e do complexo 5.
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Intensidade Raman

Intensidade Raman

Espectro de infravermelho do ligante E e do complexo 9.
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APENDICE D - ESPECTROS DE RMN DE *H E **C DOS COMPOSTOS

Espectro de RMN de *H do ligante B e do Complexo 2 (DMSO-dg, 500 MHz).

D= MO © COTOMMEON T © 2 =]
£ INUS I OOANDIONDMANC o 0 I~
a LW, 0 M N A i Ly Ly T
a 0 o0 o @ r|- u‘:mw}(ﬂw d rimm

Ls,
— e,

J_L Ligante B | |
|
2

Complexo 2
| . J |
A M ‘L.l " ML

b
0,8 1.7 1,0 1,0 20 1.2

] T T T T

I

v
R0
T

-
—
-
—
-
—

I T T T

ppm
—7.,247

L Ligante C /\\‘J

Complexo 3|| i nl
- H = i b =1 e b
1,021 ) 0,9 1.8 10 1,0 22 1.3

T T T l LI ] T I L T I LI T I ¥ & 8§ ¥ I I | 3 R ] I ] Ll T T I LI | AR | I LI LI I T T LI

I L]
ppm 9 8 7 6 5 4 3 2 1



101

Espectro de RMN de *H do ligante D e do Complexo 4 (DMSO-ds, 500 MHz).
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Espectro de RMN de *H do ligante A e do Complexo 5 (DMSO-ds, 500 MHz).
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Espectro de RMN de *H do ligante B e do Complexo 6 (DMSO-dg, 500 MHz).
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Espectro de RMN de 'H do ligante C e do Complexo 7 (DMSO-ds, 500 MHz).
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Espectro de RMN de *H do Complexo 9 (DMSO-dg, 500 MHz).
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Espectro de RMN de *H do Complexo 11 (DMSO-ds, 500 MHz).
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Espectro de RMN de *C do ligante B e do Complexo 2 (DMSO-ds, 125 MHz).
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Espectro de RMN de *C do ligante A e do Complexo 5 (DMSO-dg, 125 MHz).
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Espectro de RMN de *C do ligante B e do Complexo 6 (DMSO-ds, 125 MHz).
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Espectro de RMN de *C do ligante C e do Complexo 7 (DMSO-dg, 125 MHz).
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Espectro de RMN de *C do Complexo 11 (DMSO-dg, 125 MHz).
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APENDICE E — ESPECTROS DE RMN DE **°pt

Espectro de RMN de **°Pt do complexo 2 (DMSO-dg, 107,5 MHz).
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Espectro de RMN de **°Pt do complexo 4 (DMSO-dg, 107,5 MHz).
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