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INTRODUCAO

Nosso grupo de pesquisas em Organometalicos, do CIIB da Universidade de Mogi das
Cruzes tem conseguido inimeros avangos na elucidagdo mecanistica ¢ no “design” de
novas drogas organometalicas derivadas de compostos paladaciclos bifosfinicos para
combate do cancer. Dentre esses complexos destacam-se aqueles derivados do agente
de ciclometalagdo N,N-dimetil-1-fenetilamina (dmpa) e do ligante 1,1-bis
(difenilfosfina) ferroceno (dppf). De forma particular o paladaciclo i6nico
mononucleado [Pd(C*N-S® (dmpa) (dppf)]Cl teve comprovada agdo biologica sobre os
lisossomos de diversas linhagens de células de tumores malignos humanos. O referido
complexo foi capaz de desencadear a apoptose celular pela ruptura dessas organelas.
Dentre as linhagens combatidas eficazmente por esse composto, inclui-se a linhagem de
células K562, responsavel pela leucemia mieldide cronica, sendo esta, resistente a
qualquer tipo de quimioterapia existente. Esse composto , patenteado pela FAPESP,
encontra-se hoje em fase de testes clinicos (FASE I), de responsabilidade do INCA da
FIOCRUZ. A necessidade do ligante bifosfinico dppf, na estrutura molecular do
complexo, bem como as dependéncias enantioméricas do agente de ciclometalacdo
dmpa para a eficacia biologica do paladaciclo ja foram demonstrados em publicagdes
anteriores. Neste trabalho, nossa inten¢ao maior foi demonstrar a importancia do agente
de ciclometalagdo dmpa ¢ estabelecer correlagcdes entre a estrutura e atividade
antitumoral do composto denominadas na literatura especializada de SARs (Structure
Activity Relationships). Dessa forma, sintetizamos novos paladaciclos derivados do
ligante bifosfpinico dppf substituindo-se o anel de ciclometalagao dmpa pelo triazol
funcionalizado  1-Propargil-1-piridinil-Benzotriazol ~ (ppbtz). Esse agente de
ciclometalagdo foi por nos eleito por possuir propriedades estruturais bem diferentes do
dmpa, dentre as principais diferencas mencionamos a planaridade do ligante triazolico
funcionalizado ligado ao ion de paladio central e a existéncia de um centro pro-quiral na
molécula, sendo um carbono sp’ ligado diretamente no centro metalico que poderia
trazer como conseqiiéncias, mudancas na reatividade e na atividade biologica do
paladaciclo. Considerando a comprovada eficiéncia bioldgica dos novos ciclopaladados
aqui estudados, iniciamos testes de liberacdo controlada dos mesmos, através da
utilizagdo de carreadores que permitem o controle da velocidade de liberagdo em fungao
das condi¢cdes do meio, como o pH, dentre os sistemas de liberacdo, optamos por



nanoparticulas constituidas por polimeros biocompativeis. A necessidade de encapsular
os ciclopaladados ¢ devido a hidrolise sofrida pelos complexos em meio 4cido, portanto
foi desenvolvido neste trabalho um sistema inédito de libera¢do controlada por pH, na
qual, a parte ativa do sistema consiste de uma nanocapsula sintetizada a partir de
mondmeros i6nicos e hidrofobicos.

OBJETIVOS

Demonstrar que o agente de ciclometalacdo exerce grande influéncia nas relagdes
Estrutura Molecular X Atividade Biologica de Paladaciclos Bifosfinicos aplicados como
agentes antitumorais contra a linhagem de células K562. Sintese de nanocapsulas com
caracteristicas mais hidrofobicas que possam incorporar derivados triazolicos de
paladaciclos. Teste de liberagdo controlada “in vitro” dos novos complexos com
atividade antitumoral em diferentes valores de pH.



METODOLOGIA

Funcionalizamos inicialmente o triazol 1-Propargil-1-H-Benzotriazol
com 2-bromopiridina usando PdCl(PPh;),, previamente por nos
sintetizado como catalisador. Os complexos de paladio foram entao
sintetizados empregando-se técnicas de Schlenk em linha de vacuo-
argonio. A partir do dimero [Pd(ppbtz)(u-Cl)], obtido pela rea¢io
entre o 1-Propargil-1-piridinil-Benzotriazol (ppbtz) e Li,PdCl,,
sintetizamos os compostos bifosfinicos [(Pd-ppbtz),(u-dppe)Cl,] (tzell),
[(Pd-ppbtz)(n-dppe)]Cl (tzel2), [(Pd-ppbtz),(n-dppf)ClL] (tzf11) e [(Pd-
ppbtz)(n-dppf)|Cl (tzf12), utilizando as bifosfinas 1, 2-bis difenilfosfina-
etano (dppe) e 1,1’-bis (difenilfosfina) ferroceno (dppf) em diferentes
proporc¢oes estequiométricas. Os compostos tzfll e tzfl2 foram
testados como agentes antitumorais na linhagem de células. A curva de
células viaveis foi obtida pelo método de reducio do MTT-tetrazolium,
seus resultados foram comparados com ciclopaladados muito eficientes
obtidos anteriormente derivados do dmpa. Os novos ciclopaladados
derivados do ppbtz, foram caracterizados pela técnica de FTIR, RMN
(lH) e analise elementar (CHN). A suspensio de nanocapsulas foi
preparada com o polimero poli(metacrilato de sodio-co-metacrilato de
metila) previamente sintetizado, onde adicionamos o ciclopaladado
solubilizado em metanol para incorporar nas microparticulas
nanorrevestidas. Os testes de liberacdo controlada com os compostos
ionicos sfl12 e tzfl2 nas formas pura e nanoencapsulada, foram
realizados pelo método de difusio em membrana de didlise para
condicées acidas e basicas, acompanhados por Espectroscopia UV-
Visivel na faixa de 200-800 nm utilizando-se um aparelho marca
Varian, modelo Casy 50C ONC.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Ppbtz: RMN H' (CDCL): & (ppm): 5.47 t (2H, -CH»-) ; 8.07-8.38 dd (1H,2-Br-Py);
7.51-7.85 td (1H,2-Br-Py); 7.47-7.50 t (1H,2-Br-Py); 7.38-7.43 t (1H,2-Br-Py); 8.01-
8.07dt (1H,TZ); 7,51-7.64 dt (1H, TZ); 7.27-7.47 m (1H, TZ); 7.50-7.54 m (1H, TZ);
auséncia triplete (1H,-C=C-H-TZ).

FTIR/ATR (ZnSe-45°): Estiramentos tipicos do anel piridinico 2-substituidos v (1433,
1471, 1572, 1615 cm’l); Vibracdo do anel piridinico 2-substituido fora do plano
acoplada a 4 vibragdes wag de Hidrogénios adjacentes (780cm™); Estiramentos do anel
aroméatico do triazol (2900-3000 cm™).

Dimero [Pd(ppbtz)(u-Cl)]2: RMN H' (CDCL): & (DMSO): 1.17 dd ( 4H, -CHy-);
7.43-7.76 m-br (14H, aromaticos); 8.00-8.39 m- br (2H, aromaticos-Py).

FTIR (KBr): Vibragdo do anel piridinico 2-substituido fora do plano acoplada a 4
vibracdes wag de Hidrogénios adjacentes (780cm™), Estiramentos do anel aromatico do
triazol (2800-2900cm™).



Tzf 11: RMN H' (CDCl3): 8 (DMSO): 2.08 s (4H,—~CH,-); 4.23 s (5H-Cp); 4.53 s (5H-
Cp); 7.48-7.56 m ( 20H, aromaticos -C¢Hs); 7.59-7.61 m (8H, aromaticos-TZ-
ciclometado); 7.84-7.90 m- br (8H, aromaticos-Py-coordenada ao Pd).

Biologico: 1C50=5,5uM

Tzf 12: RMN H' (CDCls): & (DMSO): 2.08 s (2H,—CH,-); 4.23 s-br (5H-Cp); 4.53 s-br
(5H-Cp); 7.14-7.50 m ( 20H, aromaticos -CeHs); 7.52-7.59 m (4H, aromaticos-TZ-
ciclometado); 7.84-7.88 m- br (4H, aromaticos-Py-coordenada ao Pd).

Bioldgico: 1C50=38,3uM contra ICsy= 4,1pM do analogo com dmpa

Ficou evidenciado que os ciclopaladados ligam-se as nanocapsulas através de grupos
carboxila existentes no polimero pelo desaparecimento das bandas de absor¢do entre
1600-1750 cm™ no espectro de infravermelho. Ja o aparecimento da forte banda de
absor¢do entre 1000-1300 cm™ que observamos mostra claramente que grupos
aromaticos das bifosfinas estdo direcionados para a superficie da nanocapsula. Este fato
¢ evidenciado por esta regido ser caracteristica de movimentos vibracionais de Rocking
de Hidrogénios aromaticos no plano. As nanocapsulas por afinidade dos anéis
aromaticos devem interagir entre si para formar estruturas supramoleculares planares.
A parte i6nica das nanocéapsulas (metacrilato de sddio) foi projetada para responder ao
pH do meio de liberagdo da seguinte maneira: em meio acido (abaixo pKa do poli
(acido metacrilico)) tem-se a forma protonada da nanocdpsula e em meio basico (acima
do pKa) tem-se a forma anidnica, considerando que a nanocépsula ¢ porosa, o tamanho
dos poros ¢ controlado, em parte (ap6s a sintese do material) pela repulsdo entre cargas
elétricas presentes no polimero. Assim, se predominar o polimero neutro, ndo ha cargas
para serem repelidas nos poros e estes por sua vez permanecem no seu estado mais
fechado. Além disso, a pressdo osmotica € pequena e a entrada de solvente no sistema
(o que facilita a saida da droga) ¢ diminuida, por isso espera-se uma menor velocidade
de liberagdo da droga na condicao de baixo pH. Foi exatamente este o comportamento
verificado nas curvas de libera¢dao, onde os complexos ficam mais retidos, a ponto de
ser liberado apenas uma pequena quantidade em meio acido, fato este que pode ser util
na prevencao da hidrolise da mesma no estdmago.

CONCLUSOES

Conforme a hipdtese inicial, o agente de ciclometalagdo exerce um enorme papel no
efeito biologico dos complexos, verificamos esse fato nos diferentes valores de 1C50
encontrados, sendo estes, 38.3 uM para o derivado triazolico tzf12 e 4.1 uM para o seu
complexo analogo sfl2. Existe entretanto uma enorme dependéncia farmacodinadmica
envolvendo a estrutura dos complexos com a linhagem de célula tumoral ensaiada,
verificada pelo alto grau de eficiéncia do complexo tzfl1, onde encontramos um ICs
igual a 5,5 uM. Os testes de liberagdo controlada foram efetivos em proteger a droga
contra hidrélise, uma vez que sua liberagdo s6 foi verificada em meio bdsico,
permitindo assim que se desenvolva sistema de liberagdo controlada oral, ou seja,
sistema que tem a proteger a droga do pH estomacal.
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