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SYNTHESIS AND CYTOTOXICITY OF SOME CYCLOMETALLATED PALLADIUM(I) COM-
PLEXES CONTAINING COORDINATED AZIDE AND DIPHOSPHINES. Some cyclopalladated
compounds containing the azido group ligand and the (C-N) ring of N,N-dimethylbenzylamine
have been prepared by bridge opening reactions of dimmer azide complex precursor with some
diphosphines in different stoichiometric quantities. The neutral or ionic, mono or binuclear com-
plexes synthesized were characterized by elemental analyses, I. R. spectroscopy and NMR tech-
niques. The series of complexes was screened for cytotoxicity against a panel three human tu-
mour cells lines(C6,Hep-2,HeLa). All complexes were found to be cytotoxic (ICsy) at UM concen-
trations while one complex having the coordination bond N-Pd ruptured also displayed some

differential cytotoxicity.
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INTRODUCAO

A eficdcia da cisplatina cis-[Pt(NH3),Cl,] e da carboplatina
[Pt(NH3)s(cbdca)], (cbdca =1,1'- ciclobutanodicarboxilato)
no tratamento clinico de tumores do ovdrio, dos testiculos, da
cabeca e do pescogo ji é bem conhecida'. Entretanto existe
um grande interesse no desenvolvimento de novos agentes
quimioterdpicos a base de metais de transigdo, especialmente
de metais pertencentes ao grupo da platina, que sejam menos
téxicos e, ou possuam um espectro de atividade antitumoral
mais amplo?.

Embora o mecanismo de agdo dessas drogas seja muito dis-
cutido é amplamente aceito no meio cientifico que tanto a
cisplatina quanto a carboplatina possuem o mesmo tipo de atu-
acdo na inibicdo do DNA da célula tumoral, provocando o
mesmo tipo de lesdo nesta molécula, formando um aduto G-G
entre as cadeias de nucleotideos laterais, que configuram a sua
estrutura de dupla hélice®*. Assim sendo, segue que estes com-
postos apresentam um espectro de atividade similar.

Uma das estratégias bdsicas no desenvolvimento de novas
drogas antitumorais a base de metais de transicfio consiste na
sintese de complexos que, mesmo possuindo caracteristicas
estruturais similares a carboplatina ou a cisplatina, sejam capa-
zes de provocar lesdes diferentes e irreversiveis na molécula
de DNA. No que concerne aos complexos de palddio, observa-
se que os mesmos, em geral, possuem uma atividade antitumo-
ral muito pequena quando comparado aos complexos de plati-
na, devendo-se isto a alta labilidade exibida pelos compostos
de palddio (II) em meio bio]égico5. Neste sentido, a classe dos
compostos ciclopaladados tem despertado um recente e grande
interesse na aplicagdo dos mesmos como agentes antineopldsi-
cos, ndo sé por produzirem complexos estdveis o suficiente
para permitirem uma eficaz agio da droga no organismo em
concentragGes muito baixas, mas também por possuirem uma
citotoxicidade consideravelmente menor que os compostos and-
logos de platina®®,

O presente trabalho apresenta a sintese ¢ a caracterizagio
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estrutural de alguns azido - ciclopaladados estabilizados com
bases moles de Lewis®, contendo dtomos de fésforo doador,
através da reacdo do ciclopaladado de natureza dimérica
[Pd(dmba)N3],' com as difosfinas 1,3-bis (difenilfosfina)
propano (dppp); 1,4-bis (difenilfosfina)butano (dppb); cis -
1,2 bis(difenilfosfina)etileno (cis-dppet) e trans- 1,2(difenil-
Sfosfina) etileno (trans-dppet), produzindo espécies mono ou
bi-nucleares de palddio (II) de natureza neutra, contendo o
fon azida coordenado de forma terminal ao fon metilico cen-
tral ou de natureza idnica, com este fon fora da esfera de
coordenagdo do metal. Para o caso especifico da reagio do
dimero de azida com a (dppp), um organometdlico neutro de
férmula geral [Pd(C-dmba)(N3)(dppp)] foi produzido, onde
a difosfina encontra-se ligada ao metal de forma bidentada e
a ligagdo de coordenagdo N-Pd foi rompida, fato este com-
provado por difragdo de raios-X!'. Também sdo apresenta-
dos neste trabalho os resultados dos testes da atividade
citotéxica “in vitro”, realizados com os novos complexos
sintetizados, em trés linhagens de células tumorais huma-
nas; HeLa (colon do iitero), Hep-2 (orofaringe) e C6
(glioma cerebral), sendo que o complexo [Pd(C-
dmba)(N;)(dppp)] apresentou uma grande eficicia no com-
bate as células da linhagem C6. Com base nos resultados
dos testes bioldgicos foram feitas algumas correlagdes en-
volvendo a estrutura quimica e a atividade citotdxica.

EXPERIMENTAL
Sintese e Caracteriza¢io dos Complexos
Métodos Instrumentais Utilizados
Andlise elementar (C, H N)
As andlises elementares de carbono, nitrogénio ¢ hidrogénio

dos complexos sintetizados foram realizadas na Central Analiti-
ca do Instituto de Quimica da Universidade de Sdo Paulo - SP.
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Espectros de absor¢do na regido do infravermelho (IV)

Os espectros de absorgé@o na regifio do infravermelho foram
obtidos num espectrofotdmetro “NICOLET” mod. 730 SX-FT,
na regidio de 4000 a 400 cm™!, utilizando técnica de pastilha de
KBr e uma resoluciio de 4 cm™.

Espectros de Ressondncia magnética nuclear (RMN)

Os espectros de RMN de *P{'H},'*C('H} e 'H foram me-
didos em um equipamento multinuclear “BRUKER” mod. AC-
200, utilizando-se CDCl; para a dissolugdo das amostras e TMS
como padriio de referéncia interno nos espectros de 'H. Para os
espectros de *'P{1H} utilizou-se (CH3;0)3P como referéncia
externa. Foram utilizadas as frequéncias de 81 MHz, 50 MHz
¢ 200 MHz, respectivamente.

Métodos de Sintese Utilizados

Os reagentes sélidos utilizados sdo de grau de pureza P. A.
e distribuidos pela Aldrich, Riedel-de-Haen e Merck e foram
utilizados sem qualquer purificagdo prévia.Os solventes utili-
zados também sdo de grau de pureza P. A. e distribuidos pela
Merck. Estes solventes foram purificados conforme métodos
descritos na literatura'2,

O composto ciclometalado de partida [Pd (dmba) (U-N3)la,
onde dmba representa a N,N-dimetilbenzilamina, foi sintetiza-

do conforme método anteriormente descrito'?.

Sintese do Composto 1- [Pdy(C* N-dmba),(N;),(L+-trans-dppet)]

Foram parcialmente dissolvidos 0,10 g (0,18 mmol) do
dimero [Pd(C?,N-dmba)(u-N3)], em 50 mL de acetona em um
erlenmeyer. A suspensdo resultante, foram adicionados 0,07 g
(0,18 mmol) de 1,2-trans-bis(difenilfosfina) etileno. Esta sus-
pensdo foi mantida em reagfio, sob agitagfo constante, & tem-
peratura ambiente, por | h. Concentrou-se entdo a solugio fi-
nal, A pressdo reduzida, até quase a secura e precipitou-se um
s6lido branco com a adi¢dio de pentano. Este sélido foi filtrado
e lavado novamente com pentano e seco sob vicuo. Rendimen-
to: 95%. Andlise Elementar: Enc. % (Calc.): C:54,1(54,9);
H:4,9(4,8); N:11,8(11,6). IV(cm’): vun(N3 )1276; vu 4 (N3)
2027; &(CH-Ph)744; v(CN)I1321; &(CH, CH3)1420,1439;
v(CC)1577; v(CH,CH3)2830, 2889; v(CH-Ph)3051.

Sintese do Composto 2- [Pd;(C* N-dmba)y(N3),(li-dppb)]

Foram parcialmente dissolvidos 0,10 g (0,18 mmol) do dimero
[Pd(C? N-dmba)(u-N3)]; em 50 mL de acetona em um erlenmeyer.
A suspensdo resultante, foram adicionados 0,08 g (0,18 mmol) de
1,4-bis(difenilfosfina) butano. Esta suspensdo foi mantida em re-
agdio sob agitagdio constante, 3 temperatura ambiente, por 1h.
Concentrou-se ento a solug#o final, 3 pressdo reduzida, até quase
a secura e precipitou-se um sélido branco com a adi¢do de
pentano. Este sélido foi filtrado e lavado novamente com pentano
e seco sob véicuo. Rendimento: 95%. Andlise Elementar: Enc. %
(Calc.): C:55,5(55,7); H:5,4(5,3); N:10,8(11,6). IV(em!):
Vyim(N3)1288; v,5,{N3)2048. RMN *'P{'H}(ppm): -104,49(s). RMN
3¢ H} (ppm): 71,74(-CH,N); 49,37(-N-CH;); 149,31 (-C-Pd);
137,05 (-C*-CH,-N); 123,14-136,01 (4C,Ph-dmba); 26,50 (P-
C*H,); 27,37 (PCH,-C*H;-); 129,79 (C-Ph-P,dppp); 128,47(C-
orts Ph-dppb); 125,26 (C-pera ,Ph-dppb); 137,05 (C-pure Ph-
dppb).RMN 'H(ppm): 3,79(s, 4H,-CH,N-); 2,70(s,6H,-N-CH3);
2,72(s,6H,-N-CH3);  6,39-6,97(m,8H,Ph-dmba); 7,31-7,82
(m,20H,Ph-dppb); 1,61 (m, 4Huy b); 2,11 (m,4H 5,dppb).

Sintese do Composto 3- [Pds( C? N-dmba),(N3):(L-dppp)]

Foram parcialmente dissolvidos 0,10 g (0,18 mmol) do
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dimero [Pd(Q2,N-dmba)(u-N3)]2 em 50 mL de acetona em um

- erlenmeyer. A suspensfio resultante, foram adicionados 0,15 g

(0,18 mmol) de 1,3-bis(difenilfosfina) propano. Esta suspensio
foi mantida em reagéio,sob agitagdo constante, & temperatura
ambiente, por 1 h. Concentrou-se entfo a solugfo final, & pres-
sdo reduzida, até quase a secura e precipitou-se um sélido
amarelo com a adigdo de pentano. Este sélido foi filtrado e
lavado novamente com pentano e seco sob vicuo. Rendimento:
95%. Andlise Elementar: Enc % (Calc.): C:55,3(55,3);
H:5,4(5,2); N:9,3(10,3). IV(cm™): v,3(N3)1264; v,.(N3)2034.
RMN 3'P{1H})(ppm): -106,90(s). RMN 3C{'H} (ppm): 72,30
(-CH3N-); 49,70(-N-CH3); 148,77 (-C-Pd); 137,27 (-C*-CH;-
N); 122,51-139,05 (4C,Ph-dmba); 22,19 (P-C*H,); 29,23
(PCH,-C*H,-); 129,58 (C-Ph-P,dppp) 128,50 (C- 1., Ph-dppp);
125,32 (C-petws Ph-dppp); 137,05 (C-pura, Ph-dppp). RMN
'H(ppm): 3,82(s,4H,-CH;N-); 2,63(s,6H,-N-CHj); 2,64(s,6H,-
N-CH;); 6,28-7,66(m,8H,Ph-dmba); 7,21-7,72(m,20H,Ph-
dppp); 1,95(t,2H i, -*CH2-CH»-P); 2,52(qui,4H 4i.,-*CH; -P).

Sintese do Composto 4- [Pd(Cz-dmba)(Ng)(dppp)]

Foram parcialmente dissolvidos 0,10 g (0,18 mmol) do dimero
[Pd(Cz'N-dmba)(u-N3)]2 em 50 mL de acetona em um erlenmeyer.
A suspensdo resultante foram adicionados 0,30 g (0,35 mmol) de
1,3-bis(difenilfosfina)propano.Esta suspensio foi mantida em rea-
¢do sob agitacdo constante, & temperatura ambiente, por 1 h.
Concentrou-se entfo a solugdo final, & pressdo reduzida, at€ quase
a secura e precipitou-se um sélido amarelo com a adi¢do de
pentano. Este sélido foi filtrado e lavado novamente com pentano
e seco sob vicuo. Rendimento: 80% Andlise Elementar: Enc %
(Calc.): C:61,3(62,2);H:5,6(5,5);N:7,9(8,0). IV(em™):
Vumd N2)1268; v,(N3)2040. RMN>'P {'H} (ppm): -104,54(s);-
105,70(s). RMN *C{'H} (ppm):72,25 (-CH;N-); 49,70(-N-CH3);
151,01 (-C-Pd); 137,15 (-C*-CH,-N); 122,35-137,15 (4C,Ph-
dmba); 22,08 (P-C*H,); 30,40 (PCH,-C*H,-); 148,31 (C-Ph-
P.dppp); 128,28 ( C-,,,-,,,,Ph-d/)pp);l 25,23 (C-pews Ph-dppp); 137,15
(C-parw Ph-dppp). RMN ‘H(ppm): 3,80(s, 2H,-CH;N-); 2,62
(s,6H,-N-CH3); 7,19-7,63 (m,4H, Ph-dmba); 7,15-7,78 (m,20H, Ph-
dppp); 1,88 (4,2H u,-*CH,-CH»-P); 2,62 (qui,4H uyyp,-*CH; -P).

Sintese do Composto 5- [Pd(C? N-dmba)(cis-dppet) (N;)

Foram parcialmente dissolvidos 0,10 g (0,18 mmol) do dimero
[\Pd(Cz,N-dmba)(p-N3)]2 em 50 mL de acetona em um erlenmeyer.
A suspensdo resultante foram adicionados 0,15 g (0,36 mmol) de
1,2-cis-bis(difenilfosfina)etileno. Esta suspensio foi mantida em
reagdo, sob agitagdo constante, & temperatura ambiente, por | h.
Concentrou-se entdo a solucdo final, & pressio reduzida, até quase
a secura e precipitou-se um sélido amarelo com a adigdo de
pentano.Este sélido foi filtrado e lavado novamente com pentano
e seco sob vicuo. Rendimento: 85%. Andlise Elementar: Enc %
(Cale): C:61,1 (61,9); H:5,2 (5,0); N:8,1 (8,2). IV(em™):
Vim(N3)1281; v,(N3)2030. RMN*'P{'H} (ppm): -77,62(s);-
89,03(s). RMN'*C{'H} ppm): 72,85 (-CH,N); 51,45 (-N-CH3);
147,99 (-C-Pd); 136,68 (-C*-CH,N-); 124,30-136,60 (4C,Ph-
dmba); 156,81 (PC*H =CHP); 159,13 (PCH= C*HP); 148,31(C-
Ph-P,dppp) 30,32(Cyno.Ph-dppet);  127,43(C-ipera, Ph-dppet);
138,25(C-pura, Ph-dppet). RMN'H(ppm): 2,58 (s,2H,-CH,N-);
2,15(s,3H,-N-CH3); 2,32(s,3H,-N-CH3); 6,32-7,28(m,4H,Ph-
dmba); 7,11-7,65 (m, 20H, Ph-dppet); 6,4 (dd,2H;c,PCH=CHP).

Testes Biolégicos dos Compostos como Agentes
Antitumorais

Material
Linhagens celulares

Células C6, HeLa e Hep-2 foram obtidas da American Type
Culture Collection - ATCC (Rockville, MD, EUA).
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Soro Fetal Bovino - SFB

Obtido da Cultilab Materiais para Cultura de Células, Cam-
pinas, Sdo Paulo.

Meio de Cultura.

DMEM- Dulbeaco Modified Eagle’s Medium, para cultivo
celular. Gibco BRL - Life Technologies, Inc., Gaithersburg,
MD, USA.

Solugoes

Todas as soluges foram preparadas a partir de reagentes de
grau de pureza P. A., distribuidos pela Merck, Sigma e Gibco-
BRL, seguindo formulagdes descritas na literatura'>!4,

Métodos
Curvas de Crescimento

As células foram suspensas em DMEM contendo 5-10% SFB
e distribuidas (5,0x10? células/placa) em placas de Petri
descartiveis de 35 mm de didmetro em duplicata. As células
foram expostas aos compostos de palddio (0,5-30,0 uM) e, ain-
da, ao dimetilsulf6xido, utilizado como solvente. Em interva-
los de tempo regulares de 48 h, as células foram coletadas por
tratamento com tripsina.

A contagem do niimero de células foi feita em hemocitdme-
tro. Apés contagem, o nimero de células por cm? foi obtido
pelo cdlculo da média aritmética da duplicata. Grificos das
curvas de crescimento foram construidos pelos valores do ni-
mero de células/cm? em fungdo do tempo.

Curvas de Sobrevivéncia

As células foram suspensas em DMEM contendo 5-10% SFB
e distribuidas (2,5x10? células/placa) em placas de Petri
descartdveis de 35 mm de didmetro em duplicata. As células
foram expostas aos compostos (0,5-30,0 uM) por um perfodo
de 24 horas e, ainda, ao dimetilsulféxido, solvente dos com-
postos em estudo.

O meio de cultura foi trocado periodicamente até o apareci-
mento de colonias macroscépicas. As células foram fixadas em
formaldeido 3,7% e coradas com solugiio de cristal violeta. A
seguir, determinou-se o nimero de colOnias por placa e a con-
centragdo inibitéria 50% (ICsg).

Ensaio de Citotoxicidade

O ensaio de citotoxicidade foi realizado através de método
colorimétrico através de metodologias descritas por Mosmann'?,
Denizot & Lang'® e Kim et al.'’. Utilizou-se nas medidas um
espectrofotdmetro Pharmacia LKB -Ultrospeclll.

As células suspensas foram distribuidas em placas de 24 ori-
ficios na densidade de 2,5x10° células/orificio, excetuando-se as
células C6 cuja densidade foi o dobro, e incubadas a 37°C. Ao
atingirem 60-70% da confluéncia foram expostas aos compostos
por um periodo de 24 horas. Decorrido o tempo de exposicdo,
adicionou-se aos -orificios uma solucio de MTT-tetrazdlio; [3-
(4,5-dimetiazol-2il-2,5-brometo de difeniltetrazélio)] em PBS
(solugfo tampdo de fosfato padrdo), na concentragdo de 5 mg/
mL e as células foram incubadas por mais 3 horas. A seguir,
foram removidos os meios de cultura e os orificios lavados com
PBS (2 vezes) e, em seguida, acrescidos de solug@o de isopropanol
acidificado (0,04 N; HCI). A viabilidade celular foi determinada
pelo valor da leitura de absorbéncia no comprimento de onda de
560 nm para as diferentes concentragbes dos compostos. Este
ensaio foi realizado em triplicata.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

A reatividade de compostos ciclometalados de palddio(II)
de natureza dimérica com difosfinas, formando espécies mono
e binucleares, moleculares ou idnicas, ji é conhecida'®!”, En-
tretanto nenhum aspecto da quimica destes compostos conten-
do o fon azida ¢é relatado na literatura.

Nosso interesse no estudo desta classe de compostos reside
no fato do fon azida coordenado a centros metdlicos possuir
uma reatividade fmpar?*??, principalmente na geragfio de hete-
rociclos, tornando possivel a modificagdo estrutural do com-
plexo metélico, caracteristica esta, muito desejivel quando se
propde a estudar os efeitos antitumorais destes compostos. Isto
torna possivel ndo s6 a formulagdo e o melhor entendimento
de correlagdes envolvendo estrutura quimica e atividade biolé-
gica dos complexos como também proporciona uma maior
versatilidade na alterac@o de algumas de suas propriedades fi-
sico-quimicas. No tocante aos ligantes difosfinicos,0s mesmos
sio bases moles de Lewis, dando origem & formacgfo de com-
plexos muito estdveis com palddio(I)?, o que permite o seu
emprego como agentes antitumorais, pois impede a decompo-
sicdo dos organometdlicos por vias metabélicas até a sua agdo
sobre a molécula do DNA. A labilidade quimica dos organo-
metdlicos de palddio(II) tem praticamente impedido o emprego
de outras classes de complexos deste metal com este mesmo
fim. Além deste fator, os complexos metdlicos com difosfinas
apresentam comprovada citotoxicidade “in vitro” e uma gran-
de atividade antitumoral “in vivo”?, propriedades estas alta-
mente dependentes da estrutura quimica dos seus complexos.

As estruturas dos compostos sintetizados e caracterizados nes-
te trabalho estdo representadas de forma esquemadtica na Figura 1.

@ (5

Figura 1. Complexos de palddio sintetizados.

O complexo 1, [Pdy(C? N-dmba)y(N3)o p-trans-dppet)], foi
obtido pela reagdo do dimero de azida de partida com a trans-
dppet, tanto em reagdes empregando-se razdes molares (dimero/
difosfina) de 1:1, quanto de 2:1, mostrando uma clara tendén-
cia desta difosfina em formar uma ponte entre as unidades
[Pd(dmba)N3] do dimero; devendo-se este fato tanto 2 rigidez
da dupla ligagdo carbono-carbono da difosfina, quanto ao po-
sicionamento trans de seus dtomos de f6sforo, o que torna di-
ficil a sua atuagio como ligante bidentado.

A alta insolubilidade apresentada pelo complexo | na mai-
oria dos solventes orginicos comerciais convencionais, tornou
diffcil a sua andlise através de técnicas de RMN.

O espectro vibracional na regifio do IV deste composto apre-
senta na regido de alta frequéncia bandas de intensidade média
referentes aos estiramentos V(C-H) dos grupamentos N-CH; e
N-CH; em 2830 cm™! e 2889 cm™.. Na regido de baixa frequén-
cia do espectro, em 744 cm’!, observa-se uma banda de forte
intensidade de absor¢fio, caracteristica do modo normal de
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deformagdo angular, 8(CH), de sistemas aromdticos ortfo-
substituidos™, indicando a presenga do anel ciclometalado da
N,N-dimetilbenzilamina. Em 695 cm’! verifica-se uma banda
com baixa intensidade relativa ao modo normal de deformagio
angular das ligacGes entre carbono alifitico-fésforo-carbono
aromitico, 8(C-P-CPh). Em 1321 cm™ e 1577 cm! verifica-se
as bandas relativas aos modos normais de vibragio v(C-N) e
Vv(C-C), respectivamente. As bandas atribuidas aos modos nor-
mais de deformagfo angular 8(C-H) dos grupos alifiticos da
dmba (N-CH, e N-CH3) sdo observadas em 1420 e 1439 cm™\.
Em 2027 cm-1 observa-se uma forte banda de estiramento
Vuss(N3), caracteristica de grupos azida coordenados ao metal
de forma terminal?-?7,

O complexo 2, {Pdy(C? N-dmba),(Ns)s(1-dppb)], foi obtido
pela reagiio do dimero de azida de partida com a dppb, tanto
com a utilizacio de razdes molares (dimero/difosfina) de 1:1,
como de 2:1, evidenciando que a tendéncia quelante das difos-
finas do tipo Ph,P(CH;),Ph; decresce com o comprimento da
cadeia, sendo muito grande quando n=2.

O espectro vibracional na regido do IV deste complexo,
apresenta na regifio de alta frequéncia bandas de absorcdo de
intensidade média, relativas aos modos normais de vibragéo
das ligagdes N-CH; ¢ N-CH3 em 2848 e 2913 cm’!, respecti-
vamente. Em 1332 ¢ 1591 cm™', observa-se bandas de absor-
¢do de intensidade média, relativas aos estiramentos V(C-N) e
v(C-C). Na regiio de baixa frequéncia do espectro nota-se
em 749 cm' a presenca de uma banda de absorgio de forte
intensidade, caracteristica da deformagiio angular §(C-H) de
anéis aromdticos orto-substituidos®. As bandas relativas as
deformagdes angulares dos grupos alifiticos da dmba N-CH,
e N-CH; sio observados em 1425 ¢ 1440 cm’! respectiva-
mente. Em 2048 c¢m™' observa-se uma forte banda de absorgio
relativa ao modo normal de vibragio v,,(N;), em regido ca-
racteristica de grupos azida coordenados ao metal de forma
terminal®*2%, Em 1118 cm! verifica-se uma banda de absor-
¢do de média intensidade atribuida ao estiramento da ligacio
P-C e em 709 cm’', uma banda de fraca intensidade atribuida
A deformagiio angular 8(C-P-CPh).

O espectro de RMN de *'P{'H} do complexo apresenta um
unico sinal na forma de singlete em -104,49 ppm, mostrando
haver uma perfeita equivaléncia magnética entre os dois ato-
mos de fésforo presentes na molécula do composto, indicando
a formagdo de uma estrutura simétrica, com o ligante ligado
em ponte, unindo duas unidades {Pd(dmba)N3]. O espectro do
ligante livre apresenta um unico sinal em -154,27 ppm, sendo
o deslocamento quimico observado devido a coordenacédo des-
tes dtomos ao fon de palddio(Il).

No espectro de RMN de 3C{'H} do complexo pode-se
observar um sinal em 149,31 ppm, atribuido ao dtomo de car-
bono ligado ao metal.

O complexo 3, [P(lz(CZ,N-drrzba)z(N;)z(u-dppp)], foi obti-
do pela reagiio entre o dimero de azida de partida e a dppp na
razdio molar de 1:1(dimero/difosfina). Com este ligante, a uti-
lizagio de razio molar de 2:1(dimero/difosfina) conduz a for-
magio de um composto mononuclear onde a dppp atua como
ligante bidentado ¢ a ligagdo N-Pd € rompida, como seré vis-
to posteriormente.

No espectro vibracional na regido do IV, observam-se na
regido de alta frequéncia, bandas de absor¢do de média inten-
sidade, relativas aos estiramentos v (C-H) dos grupamentos N-
CH; e N-CH; em 2893 ¢ 2930 cm’! e dos anéis aromdticos em
3052 cm™. Em 1330 ¢ 1575 cm’!' observam-se bandas de ab-
sor¢do referentes aos estiramentos v (C-N) e v (C-C), respec-
tivamente. Na regido de baixa frequéncia do espectro observa-
se uma banda de forte intensidade, caracteristica da deforma-
¢fo angular, 8(C-H), de anéis aromdticos orto-substituidos®.
As bandas de absorgio referentes aos modos normais de defor-
magdo angular dos grupos alifiticos da dmba (N-CH; e N-
CH3) sdo observadas em 1435 e 1442 cm’'. Em 2034 cm’!
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observa-se uma forte banda de absor¢do relativa ao modo nor-
mal de vibragdo v,.(N3), em regifio caracterfstica de grupos
azidas coordenados ao metal de forma terminal®*-26,

O espectro de RMN de *'P{'H}, a exemplo do complexo 2,
apresenta um unico sinal de ressonéncia em -106,90 ppm, in-
dicando ndo s6 a equivaléncia dos dtomos de fésforo na estru-
tura, como também a sua coordenagdo ao palddio, pois no
ligante livre este sinal ocorre em -157,93 ppm.

No espectro de RMN de 'H observa-se em 2,63 ¢ 2,64
ppm dois singletes correspondentes aos sinais dos quatro gru-
pos metila da dmba. Em campos mais altos do espectro ob-
serva-se em 1,95 ppm um tripleto atribuido aos prétons H,C'-
CH;-P e em 2,52 ppm um quintupleto atribuido ao desloca-
mento quimico HoC™-P. Em 3,61 ppm observa-se o desloca-
mento quimico dos quatro prétons referentes aos dois grupos
N-CH;, na forma de um singlete, sendo este conjunto de
prétons perfeitamente equivalentes.

No espectro de '*C{'H}, observamos um sinal em 149,05
ppm atribuido ao carbono quaternério da dmba ligado ao palddio
(CPh-Pd), bastante compativel com o valor obtido para ciclome-
talados similares®,

O complexo 4, [Pd(Cz-dmba)(N_;)(dppp)], foi obtido pela
reacfio do dimero de azida de partida com a dppp na razdo
molar de 1:2 respectivamente. Nestas proporgdes dos reagentes
verifica-se o grande potencial quelante das difosfinas, provo-
cando neste caso uma descoordenacfio do dtomo de nitrogénio
do anel ciclometalado da dmba produzindo um complexo mo-
nonuclear. A quebra da ligagdo N-Pd deve-se possivelmente a
formacdo de um complexo de palddio (II) intermedidrio
pentacoordenado instdvel e foi confirmada anteriormente por
estudos de difragdo de raios-X'!.

Devido a grande distincia dos 4tomos na estrutura, o espec-
tro de ¥P{'H} do complexo apresenta dois sinais em forma de
singletes, em -104,54 ¢ -105,70 ppm, mostrando também, a
inequivaléncia destes dtomos na molécula, sendo o sinal de me
nor frequéncia atribuido ao nicleo de fésforo trans ao carbono
do anel ciclometalado ligado ao palddio'?.

No espectro RMN de 'H do composto observa-se em 2,62
ppm um sinal em forma de singlete correspondente a seis
prétons, ou seja, dos dois grupos N-CHj3 existentes na molécu-
la, perfeitamente equivalentes, indicando uma liberdade de ro-
tacdo do eixo de ligacdo (-CH,-N-) devido a quebra da ligagdo
de coordenagiio N-Pd que dava origem ao anel ciclometalado.

No espectro IV do composto, observamos novamente em
2040 cm™ uma banda de absorgdo de forte intensidade, atribu-
ida ao modo normal de vibragdo v,,(N3), caracteristica de
azidas coordenadas em forma terminal ao metal.

O complexo 5, [Pd(C? N-dmba)(cis-dppet}](N3), apresentou
uma condutividade AM=87,3 puS.cm™' medida em nitrometano
em um condutdmetro Metrohm Herisau e um eletrodo EA 608-
08, com constante de cela ¢=0,7 cm’!. Esta condutincia é ca-
racteristica de eletrélitos 1:1, neste solvente®, tratando-se por-
tanto de um complexo de cardter idnico.

O espectro de IV do composto apresenta em 2030 cm! uma
forte banda de absorg¢do correspondente, neste caso, ao modo
normal de vibragdo assimétrico do grupo azida idnico.

O espectro de RMN de *'P{'H} do complexo mostra dois
sinais em forma de singlete em -77,62 e -89,03 ppm, mostrando
a inequivaléncia dos dtomos de fosforo. O ligante livre apresen-
ta um unico sinal no espectro em -161,42 ppm, sendo o enorme
deslocamento quimico observado em relagfio ao ligante, devido
a coordenag@o destes dtomos ao fon metdlico.

No espectro de RMN de 3C{'H} observamos dois sinais em
campo baixo, em 159,13 e 156,81 ppm, correspondentes aos dto-
mos de carbono da dupla ligac@o do ligante. Em 147,99 ppm obser-
vamos um sinal atribuido ao dtomo de carbono ligado ao metal.

No espectro de RMN de 'H observamos, centrado em 6,4
ppm, um duplo dublete dos prétons ndo equivalentes ligados
aos carbonos da dupla ligacdo da difostina. Também notamos
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uma inequivaléncia dos grupos N-CH; da molécula que se
apresentam na forma de dois singletes em 2,15 e 2,32 ppm.

Muitos exemplos de complexos ciclopaladados foram des-
critos nos tltimos 35 anos e sua quimica é muito bem com-
preendida’.

Em muitos casos, as espécies monoméricas destes compos-
tos sio bastante soldveis e, indefinidamente estdveis, em
solventes orginicos comerciais convencionais, mas apenas le-
vemente soliveis em dgua, o que muitas vezes se constitui
num problema para os ensaios bioldgicos. Esta questdo tem
sido resolvida em parte com a sintese de paladociclos conten-
do em sua estrutura o fon acetato®’ que aumenta a solubilidade
dos complexos.

Nossa intengdo, ao trabalharmos com estruturas contendo
o ion azida, foi justamente a possibilidade de, em trabalhos
futuros, modificarmos estruturalmente os compostos palado-
ciclos, mediante a vasta reatividade apresentada pelo grupo
azida coordenado, ndo sé com vistas ao aumento da solubi-
lidade dos compostos, como também de podermos obter
importantes correlagdes envolvendo estrutura quimica e ci-
totoxicidade. Estudos estereoquimicos sobre os complexos
de palddio prevéem que os ciclopaladados sintetizados de-
vem ter uma geometria de coordenagdo “quadrada-planar”
em torno do ifon metdlico central, onde os fons azida, a
exemplo dos fons cloreto ou acetato, devem ligar-se em
posi¢iio trans ao dtomo de carbono do anel ciclometalado
coordenado ao metal®!,

A estrutura molecular do complexo 4!, no entanto, contra-
ria este dado, pois o grupo azida estd em posicdo frans a um
dos dtomos de féstoro coordenado.

As linhagens de células C6, Hep-2 e HelLa sfo representa-
tivas de tumores de diferentes tecidos, como do glioma cere-
bral, orofaringe e colon do itero, respectivamente. Todas estas
células sio transplantiveis em ratos, tornando possivel a
extrapolagio dos estudos de citotoxicidade in vitro para a ati-
vidade antitumoral in vivo.

Na Tabela 1 sdo apresentadas as concentragdes inibitérias
(ICsp) dos complexos 1-5 nas trés linhagens de células estudadas.

Na Figura 2 sdo apresentados os resultados da atividade
citotéxica destes complexos em diversas concentragdes, nas
curvas de sobrevivéncia das células da linhagem C6. Os com-
plexos foram dissolvidos em dimetil-sulféxido para realizagio
dos testes bioldgicos.
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Figura 2. Curvas % Sobrevivéncia das Células da Linhagem C6 em
Concentragies crescentes dos Complexos de Palddio(ll) expressas [uM].

Pelos estudos realizados ficou demonstrado que a natureza
do anel orginico ciclometalado nido deve ter nenhum efeito
sobre a citotoxicidade apresentada pelos complexos, uma vez
que todos eles sdo derivados da N,N-dimetilbenzilamina.

A natureza mononuclear ou binuclear dos complexos, entre-
tanto, parecem ter um importante papel no mecanismo de agiio
destas drogas, uma vez que os compostos 1,2,3 que possuem
dois centros metdlicos em suas estruturas tiveram indistinta-
mente, nas trés linhagens de células testadas, uma agfo
citotéxica menos eficaz que os compostos 4 ¢ 5, que sdo mo-
nonucleares. Por consequéncia desta observagdo os diferentes
ligantes difosfinicos utilizados também devem ter exercido
pequena influéncia na atividade citotoxica dos complexos, sen-
do a acgdo bioldgica dos mesmos ligada diretamente ao fator
estrutural. Isto pode ser explicado, provavelmente devido ao
fato das ligagOes Pd-P serem muito inertes nio permitindo a
liberag¢do do ligante bifosfinico téxico no sitio alvo, a exemplo
do que ocorre com o complexo [Pt(dppe)Clz]n, que ¢ inativo
devido a este fator. Fica muito claro também que o mecanis-
mo de agdo citotoxica dos paladociclos testados ndo se deve
ao fato da liberag@o do ligante difosfinico téxico no sitio alvo
do DNA da célula, o que ¢ verificado para vdrios complexos
do género®’. A importancia do fator estrutural fica melhor
evidenciado quando observamos que os compostos 4 e 35,
apresentam uma maior atividade citot6xica para as linhagens
de células testadas.

Embora todos os complexos estudados tenham apresentado
citotoxicidade em maior ou menor grau, observa-se que o com-
posto 4, que possui a ligagdo de coordenagdo N-Pd rompida,
foi o mais eficaz, especialmente para as células da linhagem
Cé(glioma cerebral), apresentando uma concentragdo inibitéria
(ICsp) menor que 0,5 UM, correspondente a 0,3 pg/mL.

Como ji descrito anteriormente®, é muito provével que a
atividade citotéxica das drogas seja produto de uma ag¢do com-
binada de fatores cinéticos, termodinimicos, estruturais e
farmacodindmicos dos complexos metdlicos. Sob este aspec-
to, o mecanismo de agdo, mesmo de complexos convencio-
nais de platina, é bastante amplo e muito diversificado®2.
Portanto, qualquer previsdio sobre o mecanismo de ag¢do das
drogas aqui testadas seria prematura, devendo ser objeto de
trabalhos futuros.

Neste trabalho procuramos demonstrar a importancia que
a classe dos ciclometalados de palddio (II) podem represen-
tar ndo s6 no desenvolvimento de novas drogas antineopld-
sicas, como também na grande contribui¢io que podem vir
a dar sobre a elucidagio dos mecanismos de agdo das mes-
mas. Preocupamo-nos inicialmente com a influéncia do fa-
tor estrutural no mecanismo de agdo dos ciclopaladados, o
que nos possibilitou algumas conclusdes importantes e a
selecdo de alguns compostos para a continuidade de nossos
estudos, onde buscaremos a seletividade dos complexos
metdlicos como agentes antineopldsicos através de mudan-
¢as estruturais e com a realizagdo de testes comparativos
com células da linhagem 3T3(A31). Os fatores mecanisticos
e estruturais relevantes também serdo estudados com a rea-
lizag@o de testes “in vivo”.
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Tabela 1. Dose Inibitéria 50%(ICsy) dos Compostos Ciclometalados de Palddio(II).

Linhagem Celular/Droga Droga 1 Droga 2 Droga 3 Droga 4 Droga §
HeLa 24,0 yM 10,0 uM >30,0 uM 1,0 uM 1,75 M

Hep-2 25,0 uM 7,5 WM >30,0 uM 1,8 uM 2,20 yM

Co6 15,5 uM 7,0 M >30,0 yM < 0,5 uM 0,85 uM
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