Lientifica da Unicamp

----------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------

XAVIIl Longresso 1virtual; de Iniciagéo

<
Kl
-

o DN

\|/ —_—
&

—
R

UNICANMP

.
-
~
©
-
-
L
<
=

unicamp

f.\v SAE
°
> @
* =
- -
- -
© »
R CNPq
e = Coosa®o Asaaaa’ ae Desernads vy
O ;? Cwre¥cr ¢ Tecralogeo

Universidade Estadual de Campinas, Departamento de Quimica Inorganica — Laboratorio de Quimica Bioinorganica e Medicinal

Sintese, caracterizacao e avaliacao das atividades antibacterianas e antitumorais de
complexos de Pt(ll) e Pd(ll) com L-butionina sulfoximina
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Metodologia

Introducao

Desde a antiguidade, metais e seus complexos tém sido
utilizados para o tratamento dos mais diversos males, podendo ser
citados relatos da ingestao do ouro em pod, que era considerado
capaz de curar diversos males e um elixir da juventude desde 2500
a.C., e também do uso do cobre metalico para a esterilizacao da
agua no Egito Antigot2. O uso racional de compostos metalicos na
area medicinal, contudo, teve inicio a partir do seculo XX, com a
descoberta das propriedades antituberculose do KJAu(CN),], e
também da eficacia da arsfenamina (complexo contendo o semi-
metal As) no tratamento da sifilis?.

A descoberta das atividades antitumorais da cisplatina (cis-
diaminodicloridoplatina(ll)) na década de 1960, em especial contra
cancer testicular, ovariano, de cabeca e de pescoco3>, levou a
Quimica Medicinal a incluir complexos metalicos como potenciais
agentes terapéuticos®, o que resultou em um aumento do interesse
no desenvolvimento de novos complexos metalicos com
propriedades medicinais, com destague para complexos de Pt(ll),
Pt(1V) e Pd(ll) e suas propriedades anticancer*>/8, Atualmente, ja é
mundialmente difundido o uso de metalofarmacos no tratamento e
diagnodstico de doencas.

Nesse contexto de desenvolvimento de novos complexos
metalicos para uso medicinal, uma estrategia utillizada por
pesquisadores e aplicada nesse trabalho € a combinacao de
agentes terapéuticos ja bem estabelecidos com ions metalicos que
possuam propriedades reconhecidas contra microrganismos e/ou
células cancerigenas. A utilizacao dessa estrategia pode levar a
obtencao de metalofarmacos que, devido a possiveis efeitos
aditivos ou sinergicos, exibam atividades tanto do farmaco quanto
do metal® 1.

A L-butionina sulfoximina, BSO, € um aminoacido sintético cuja

Para a sintese do complexo de Pd(ll), primeiramente foi preparado o
precursor cis-dicloridofenantrolinapaladio(ll), [PdCI,(phen)]. A reacéao fol
feita em meio aguoso na proporcao 1:1 entre o tetracloridopaladato(ll)
de potassio, K,[PdCl,], e a o-fenantrolina monohidratada, C,,HgN,-H,O.
Foram diluidos 1,0 mmol do sal de paladio em 10 mL de agua, com
posterior adicao de 1,0 mmol de o-fenantrolina. A reacao seguiu a
temperatura ambiente e sob agitacao magnética constante por 24
horas. O precursor fol separado por filtracao a vacuo e seco em
dessecador. O complexo de Pd(ll) foi preparado dissolvendo 0,60 mmol
de hidroxido de potassio, KOH, em 10 mL de agua, seguido da adicao
de 0,60 mmol do precursor previamente preparado e de 0,60 mmol do
ligante BSO. A reacao fol mantida sob agitacao constante e refluxo, em
banho de silicone a aproximadamente 80 °C por 24 horas. Ao fim desse
periodo, uma solucido amarela limpida foi formada e o complexo fol
precipitado com a adicao lenta e constante de 0,60 mmol de
hexafluorofosfato de amonio, NH,PF;, em 2 mL de agua sob agitacéo
magnética. Depois da adicao completa da solucao de NH,PF, a
agitacao prosseguiu por 30 minutos. O complexo formado fol separado
por filtracao a vacuo e seco em dessecador.

O complexo de Pt(ll) foi sintetizado seguindo a mesma metodologia
e quantidades (em mmol) de reagentes da sintese do complexo de
Pd(ll). Para a sintese do precursor, foi utllizado 0,60 mmol de
tetracloridoplatinato(ll) de potassio, K,[PtCl,], ao invés do
tetracloridopaladato(ll) de potassio. Uma diferenca foi a manutencao da
reacao em banho de silicone por 48 horas, ao invés de 24 h conforme
efetuado na sintese do complexo de Pd(ll). O complexo de Pt(ll) foi
separado da mesma forma aplicada ao complexo de Pd(ll).

Resultados

A sintese deu origem a um solido amarelado, no caso do complexo
de Pd(Il), e a um solido alaranjado, no caso do complexo de Pt(ll).
Ambos apresentaram solubilidade em DMSO, pouca solubilidade em
acetonitrila, acetona e dimetilformamida e insolubilidade em agua,
metanol, etanol e cloroformio.

Os complexos foram submetidos a diversas analises quimicas,
espectroscopicas e espectrometricas, gue levaram a proposta de suas
estruturas apresentadas na Figura 2.

estrutura esta apresentada na Figura 1. A escolha desse ligante é
natural para complexos de Pt(ll) e Pd(ll), visto que a BSO é
clinicamente utilizada como agente auxiliar em tratamentos com
metalofarmacos como a cisplatina'l. Isso ocorre porque a BSO
inilbe a sintese da glutational?, que por sua vez esta relacionada
com a resisténcia adquirida de celulas tumorais a medicamentos
anticancer a base de metais!3. Além disso, ja foi relatada na
literatura a inibicao in vitro e in vivo de linhas celulares derivadas de
melanoma pela L-butionina sulfoximina'4, ou seja, ela tem potencial
para atuar por si SO como um possivel agente antitumoral.
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Figura 1. Estrutura da L-butionina sulfoximina

Nesse trabalho é descrita a sintese de novos complexos de
Pd(ll) e de Pt(ll) com a L-butionina sulfoximina, sendo utilizada a
orto-fenantrolina como ligante auxiliar.

Figura 2. Estruturas propostas para os complexos de Pd(ll) (esquerda) e Pt(ll) (direita).
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Pelos resultados da analise por espectrometria de massas
(Figura 3) foram Identificadas em solucao as espécies
[Pd(C,,H,:N,0,5)]* (m/z 507) e [Pt(C,,H,:N,0,S)]* (m/z 596), que
Indicam a presenca em solucao dos complexos com as
composicoes Inicialmente sugeridas.
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Figura 3. Espectro de massas (ESI/MS, modo positivo) para o complexo de Pd(ll) (a)
e para o complexo de Pt(ll) (b).

Pelas analises dos espectros de absorcao na regiao do
iInfravermelho (Figura 4), & possivel observar uma banda em 1654
cm para o complexo de Pd(ll) e em 1658 cm para o complexo de
Pt(ll), que podem ser atribuidas a vibracao v(C=0) e que sugere a
coordenacao dos metails pelo grupo carboxilato de forma
monodentada, ja que nao observamos mais a forma zwitterionica
do ligante.

Além disso, é possivel perceber o deslocamento das bandas
relativas ao grupo amino. No espectro do ligante livre, essas
bandas podem ser atribuidas aos sinais em 3227 e 3134 cm™. No
espectro do complexo de Pd(ll) esses sinais aparecem em 3315 e
3218 cm™, enquanto no complexo de Pt(ll) observamos uma banda
alargada entre 3400 e 3300 cm™.
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Figura 4. Espectros de absorcao no infravermelho para BSO livre, complexo de Pd(ll) e
complexo de Pt(ll).
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Algumas analises feitas para se confirmar a composicao e estrutura
dos complexos sintetizados estavam em fase de repeticao quando as
atividades dos laboratorios de pesquisa foram suspensas devido a
pandemia causada pelo novo coronavirus. Entre elas, podemos citar a
analise elementar e a analise termogravimetrica.

Até o0 momento, apenas o complexo de Pd(ll) fol submetido a analise
por ressonancia magnética nuclear, incluindo tH, 13C, {13C, 1H} HSQC e
HMBC, além de {{H,'>°N} HSQC, todas em DMSO deuterado. Na Figura
5 esta representada a estrutura proposta (e até agora a mais provavel)
para o complexo de Pd(Il) com os hidrogénios e carbonos identificados.

Figura 5. Estrutura proposta para o complexo de Pd(ll) e a atribuicao de cada
hidrogénio (esquerda) e cada carbono (direita).

Nas Figuras 6 e 7, estao apresentados os espectros de RMN de ‘H
e 13C, respectivamente, com os hidrogénios e carbonos atribuidos de
acordo com o apresentado na Figura 5.
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Figura 6. Espectro de 'H do complexo de Pd(ll) com os hidrogénios atribuidos.
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Figura 7. Espectro de 13C do complexo de Pd(ll) com os hidrogénios atribuidos.

Um ensaio preliminar de interacdo com biomoléculas também foi
feito e consistiu em avaliar a interacao dos novos complexos de Pd(ll) e
Pt(ll) com a proteina lisozima por eletroforese em gel de poliacrilamida
(SDS-PAGE).
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As proteinas sao responsaveis por diversas funcoes vitais do
NOSSO organismo e podem ser um dos principais alvos de acao de
metalofarmacos. Dessa forma, analisar como 0s novos complexos
iInteragem com tais moléculas € de extrema importancia. Os
resultados obtidos estao apresentados na Figura 8.
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Figura 8. Resultado da eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) da interacao
da proteina lisozima e dos compostos de interesse. Da esquerda para a direita: ladder,
lisozima, cisplatina, ligante livre, complexo de Pd(ll), complexo de Pt(ll) — 12 sintese,
complexo de Pt(ll) - 22 sintese, sal de Pd(ll).

Como € possivel observar, os complexos de Pt(ll) e Pd(ll) nao
demonstraram perfil de alteracao na mobilidade eletroforética da
isozima nas condicoes experimentals consideradas, o gue pode
sugerir que as proteinas nao sao o alvo preferencial dos complexos
sintetizados.
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Conclusao

Ao longo desse trabalho, foram sintetizados dois complexos, um de
Pd(ll) e outro de Pt(ll) com o ligante L-butionina sulfoximina, ambos
utiizando a o-fenantrolina como ligante auxiliar. Com base nos
resultados parciais as composicoes propostas para 0s complexos sao:
[Pd(C,,H,:N,O,S)|PF.-1/2 H,O e [Pt(C,,H,:N,0O5;S)|PF.-1/2 H,0.

As analises por espectroscopia vibracional de absorcao no
iInfravermelho e ressonancia magnética nuclear apontam dque a
coordenacao da L-butionina sulfoximina aos ions metalicos ocorre
pelos grupos carboxilato e amino, conforme indicado na estrutura
proposta na Figura 2.

A analise preliminar de interacao com biomolécula, feita utilizando
a téecnica de eletroforese em gel de poliacrilamida indica que nenhum
dos complexos Interagiu e/ou modificou o perfil de mobilidade
eletroforética da proteina lisozima.

Perspectivas

Nosso grupo de pesquisas pretende retomar os estudos de
caracterizacao das espécies, com prioridade na repeticao das
analises elementares e termogravimetricas dos complexos de Pt(ll) e
Pd(ll), assim como a realizacao de analises por ressonancia

magnetica nuclear para o complexo de Pt(ll).

Outra prioridade € o Inicio dos ensaios para avaliacao das
possiveis atividades biologicas dos complexos apresentados, assim
como estudos de interacao com outras moléeculas biologicas, como
por exemplo o DNA.
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