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RESUMO

As chalconas sdo uma classe de compostos a,3-insaturados reconhecida pelo
potencial farmacologico, destacando-se pelas atividades antitumoral e antibacteriana
associadas a sua estrutura conjugada, capaz de interagir com diversas biomoléculas
e modular processos biolégicos. A coordenagdo com metais de transicdo, como o
paladio(ll), tem se mostrado uma estratégia eficaz para potencializar propriedades
bioativas, modificando caracteristicas eletronicas, lipofilicas e estruturais.
Considerando a elevada incidéncia de cancer gastrico e sua estreita associagdo com
a infecgao por Helicobacter pylori, neste trabalho, foram sintetizados e caracterizados
oito complexos de paladio(ll) contendo ligantes derivados de chalconas, com o
objetivo de avaliar suas propriedades estruturais, espectroscopicas e atividades
bioldgicas frente a células de adenocarcinoma gastrico humano (AGS), fibroblastos
murinos (L-929), H. pylori e a enzima urease. As estruturas foram caracterizadas por
FTIR, UV-Vis, RMN 'H, espectrometria de massas, analise termogravimétrica e
analise elementar. Nos ensaios in vitro observou-se aumento da citotoxicidade frente
a linhagem AGS (adenocarcinoma gastrico), reduzindo os valores de |Cso de 28—64
MM (ligantes) para 6—-26 uM (complexos). O complexo 9C foi o mais ativo e seletivo
(ICs0= 6,38 uM; I1S= 4), superando inclusive a cisplatina (ICso= 8,42 uM). Estudos de
docking frente a proteina Bcl-2 mostraram interagdes com residuos criticos do sitio
ativo, compativeis com 0 mecanismo apoptotico intrinseco. Na avaliagao
antibacteriana, todos os complexos apresentaram atividade superior aos ligantes
livres, com CIM= 1-4 ug/mL e CBM= 1-8 pg/mL. O complexo 9C exibiu o melhor perfil
(CIM e CBM = 1 ug/mL), seguido por 14C e 12C, cujas variagdes refletem efeitos
eletronicos e de lipofilicidade. Nos ensaios de inibicdo da urease, apenas o0s
complexos metalicos foram ativos (ICso= 9,72-33,29 uM), sugerindo que o Pd(ll)
possa competir com o Ni?* no sitio catalitico, reduzindo a funcdo enzimatica. Em
conjunto, os resultados demonstram que a coordenagdo ao metal amplia
significativamente a atividade biolégica das chalconas, conferindo potencial
antitumoral e anti-H. pylori de maneira integrada. As variagdes estruturais nos nucleos
aromaticos e nos padrdes de substituicio modulam a seletividade e a poténcia
bioldgica, evidenciando os complexos 7C, 9C e 14C como 0s que apresentaram o
desempenho mais consistente entre os derivados avaliados, com potencial aplicagao
no contexto do cancer gastrico e de infecgdes associadas a H. pylori.



Palavras-chave: complexos metalicos; chalconas; paladio; cancer gastrico;

Helicobacter pylori; urease.



ABSTRACT

Chalcones are a class of a,p-unsaturated compounds widely recognized for
their pharmacological potential, particularly due to their antitumor and antibacterial
activities associated with a conjugated structure capable of interacting with diverse
biomolecules and modulating biological processes. Coordination with transition metals
such as palladium(ll) has proven to be an effective strategy to enhance bioactive
properties by modifying electronic, lipophilic, and structural characteristics.
Considering the high incidence of gastric cancer and its close association with H. pylori
infection, in this study, eight palladium(ll) complexes containing chalcone-derived
ligands were synthesized and characterized, aiming to evaluate their structural,
spectroscopic, and biological properties against human gastric adenocarcinoma (AGS)
cells, murine fibroblasts (L-929), H. pylori, and the urease enzyme. The structures were
characterized by FTIR, UV-Vis, '"H NMR, mass spectrometry, thermogravimetric, and
elemental analyses. In in vitro assays, an increase in cytotoxicity against the AGS cell
line was observed, reducing ICs, values from 28-64 pM (ligands) to 6-26 uM
(complexes). Complex 9C was the most active and selective (ICs, = 6.38 uM; S| = 4),
surpassing even cisplatin (ICs, = 8.42 yM). Docking studies against the Bcl-2 protein
showed interactions with critical residues in the active site, consistent with an intrinsic
apoptotic mechanism. In the antibacterial evaluation, all complexes exhibited higher
activity than the free ligands, with MIC = 1—4 ug/mL and MBC = 1-8 pg/mL. Complex
9C displayed the best profile (MIC and MBC = 1 ug/mL), followed by 14C and 12C,
whose variations reflect electronic and lipophilic effects. In urease inhibition assays,
only the metal complexes were active (ICso = 9.72-33.29 yM), suggesting that Pd(ll)
may compete with Ni** at the catalytic site, thereby reducing enzymatic function.
Overall, the results demonstrate that metal coordination significantly enhances the
biological activity of chalcones, conferring integrated antitumor and anti-H. pylori
potential. Structural variations in the cores and substituents modulate selectivity and
potency, highlighting complexes 7C, 9C, and 14C as promising candidates for the
development of new compounds targeting gastric cancer and H. pylori-associated

infections.

Keywords: metal complexes; chalcones; palladium; gastric cancer; Helicobacter
pylori; urease.
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1 INTRODUCAO

Os produtos naturais desempenham um papel importante no desenvolvimento
de novos farmacos, de fato, muitos farmacos atualmente aprovados se originaram de
compostos que foram identificados pela primeira vez na natureza. Ja que eles
oferecem uma fonte ilimitada de compostos bioativos que apresentam grande
potencial para o tratamento de doencas como cancer, malaria, infeccdes bacterianas
e fungicas, doencgas neuroldgicas e cardiovasculares e disturbios autoimune '-5.

Uma das fontes mais importantes de compostos biologicamente ativos € o reino
vegetal. Atualmente, ha mais de 350.000 espécies de plantas vasculares registradas

no mundo, e novas espécies sdo adicionadas a cada ano .

No século XX, com o surgimento da ideia de que o efeito dos farmacos no corpo
humano é mediado por interagdes especificas entre o farmaco e macromoléculas
bioldgicas, levaram a conclusao de que compostos quimicos individuais em extratos,

sao os fatores necessarios para atividade biolégica do farmaco’-8.

Esse avango conceitual impulsionou a transicdo da farmacognosia classica
para a quimica medicinal moderna, favorecendo o isolamento, caracterizagao e
modificagdo estrutural de compostos naturais com potencial terapéutico®. A partir
desse momento, substancias isoladas de plantas, microrganismos e organismos
marinhos passaram a ser investigadas n&o apenas quanto a sua atividade bioldgica,
mas também em relacdo ao seu mecanismo de acdo em nivel molecular. Esse
movimento abriu caminho para o desenvolvimento de derivados semissintéticos e
analogos estruturais, com o objetivo de otimizar a eficacia farmacologica, reduzir

efeitos adversos e ampliar as possibilidades terapéuticas®.

Um exemplo notavel nesse contexto é o docetaxel, um derivado semissintético
do paclitaxel, inicialmente isolado do Taxus brevifolia, que revolucionou a
quimioterapia antineoplasica ao atuar na estabilizagcdo dos microtubulos e bloqueio da
divisdo celular. Assim como o docetaxel (Figura 1), diversos outros farmacos
antitumorais tiveram sua origem em produtos naturais, evidenciando a relevancia das
fontes naturais como ponto de partida para a descoberta e o desenvolvimento de

agentes quimioterapicos inovadores'®'1,
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Figura 1- Estrutura quimica do docetaxel.
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Fonte : préprio autor

As plantas tém sido usadas como remédios ha milhares de anos, sendo que
nos ultimos 30 anos houve um aumento no numero de produtos naturais que tiveram
aprovagao de agéncias regulamentadoras 2. Nesse sentido Newman e Craig (2020)
avaliaram o papel dos produtos naturais nos farmacos aprovados pela FDA entre 1981
e 2019. Esse estudo revelou que 71 eram produtos naturais inalterados, 14 eram
produtos naturais botanicos (mistura), 356 eram derivados de um produto natural,
geralmente semissintético, 217 eram drogas totalmente sintéticas, mas mimetizando
um produto natural, 65 eram drogas sintéticas, mas com farmacéforo de produtos
naturais e 207 eram drogas feitas por sintese imitando o farmacéforo de um produto
natural .

Devido a grande quantidade de metabdlitos secundarios presentes nas plantas
e seu potencial bioldgico, elas foram e continuam sendo muito exploradas pelo
homem, apresentando grande potencial para a industria farmacéutica 1314,

Dentre os produtos naturais pode-se destacar as chalconas (Figura 2) que séo
cetonas aromaticas encontradas na natureza como nucleo central de muitos
compostos bioldgicos, sdo precursoras estruturais dos flavonoides e isoflavonoides. A
estrutura basica das chalconas compreende 1,3-difenil-2-propen-1-ona que ocorre em
formas frans e cis isoméricas. O isbmero trans é termodinamicamente mais estavel

que o isdbmero cis e é a configuragdo mais predominante’®-'7. A quimica das chalconas
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continua sendo um fascinio entre os pesquisadores do século 21 devido ao grande
numero de hidrogénios substituiveis que permitem a geragdo de um grande numero

de derivados e uma variedade de atividades bioldgicas promissoras 1819,

Figura 2- Nucleo basico da chalcona

F

Fonte : proprio autor

As chalconas séo produtos de condensacao de cinamoil-CoA ou 4-cumaroil
CoA da via do chiguimato com trés moléculas de malonil-CoA, catalisado pela
chalcona sintase (CHS), sendo ela a enzima chave da via da biossintese
flavonoide/isoflavonoide (Figura 3)%°. A chalcona formada € um precursor biossintético
de varias classes de flavonoides, como flavanonas, flavonois, diidroflavonois,

isoflavonas, flavonas, isoflavonoides, auronas e antocianidinas 2'.



Figura 3 - Biossintese de chalcona

26

COOH COOH COOH COSCoA COSCoA
NH, 7 7 7 o
o] [0}
PAL C4H
E— —» & B — +3x CoA M
g OH
Fenilalanina Acido cinimico
OH OH OH
Acido p-cumarico Acido p-cumariol-CoA ~ 4-cumariol-CoA malonil-CoA
CoA OH
S o]
(0] o (e}
OH
OH CoA OH
HO
o S o]
CHS
-
enolizagdo Claisen
OH [0}
[0} (e} (¢] o] (¢]
Chalcona

PAL-Fenilalanina amdnia liase
C4H-Cinamato 4-hidroxilase
4CL-4-Cumarato-Coa ligase

Fonte : (Adaptado de CHEN et al., 2023)%?



27

As chalconas despertam consideravel interesse cientifico na quimica medicinal
devido a sua quimica simples, facilidade em sintetizar uma variedade de derivados,
além de exibir uma ampla gama de atividades farmacoldgicas promissoras modulando
varios alvos moleculares 23. Estes metabdlitos e seus correspondentes derivados
sintéticos tém demonstrado inumeras atividades biologicas com potencial clinico como

antitumoral, anti-inflamatdrio, antioxidante e antimicrobiano?4-28,

O principal método utilizado para sintese dessas substancias é a reagao de
condensacgao alddlica, que € uma reagao entre um aldeido aromatico e uma cetona
aromatica e pode ser conduzida por duas vias distintas: em meio basico, onde um
enolato nucleofilico ataca o aldeido, ou em meio acido, onde um enol ataca o aldeido
ativado, é chamada de condensacgado de Claisen-Schimidt ?°. Ambas as abordagens
sdo valorizadas pela sua eficiéncia na produgdo de uma vasta gama de analogos. No
entanto, o repertério de métodos sintéticos para a obtencdao de chalconas é
diversificado e inclui outras técnicas importantes, como a reagao de Wittig e a acilagéao
de Friedel-Crafts, que permitem a constru¢cdo do esqueleto da chalcona a partir de
diferentes precursores. Além disso, métodos mais modernos, como a olefinagcéo de
Julia-Kocienski e a utilizacado de catalisadores acidos solidos, oferecem alternativas
eficazes para a sintese, ampliando as possibilidades de funcionalizacdo e de

otimizagdo de rotas sintéticas30-3",

A reacado de Claisen-Schmidt € o principal método para a sintese dessas
substancias. Trata-se de uma condensacao alddlica que une uma cetona e um aldeido
aromaticos em meio basico. Este método se destaca por sua eficiéncia, simplicidade

e baixo custo, utilizando reagentes amplamente disponiveis e de facil manuseio.

A presenca da dupla ligagdo conjugada e do grupo carbonilico nas chalconas
confere a essas moléculas, grande versatilidade quimica, especialmente no que diz
respeito a coordenagao com ions metalicos. Tais grupos funcionais atuam como sitios
doadores de elétrons, possibilitando a formacado de complexos estaveis por meio de
interacbes com metais de transicdo. Nesse contexto, a quimica de coordenacao
desempenha um papel fundamental, uma vez que a ligagdo metal-ligante pode
modificar significativamente as propriedades eletrdnicas, estruturais e bioldgicas das

chalconas, ampliando seu potencial de aplicagao em catalise e em sistemas bioativos.
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Atualmente, diversos compostos orgéanicos utilizados na medicina ndo apresentam
modo de agao puramente organico e requerem vestigios de ions metalicos, direta ou

indiretamente, para ativagéo ou biotransformagao 3233,

A inclusdo de metais em estruturas ja conhecidas pode, portanto, contribuir
para surgimento ou aprimoramento das atividades biolégicas apresentadas pelo
composto de partida 34-38,

Durante décadas, os metalofarmacos tém atraido pesquisadores de todo o
mundo devido ao seu efeito terapéutico/modulador amplificado, alterando as
propriedades farmacocinéticas e farmacodindmicas dos complexos em relagao aos

receptores bioldgicos 3.

O desenvolvimento da quimica de coordenacgéao, especificamente no que tange
aos compostos de coordenagao metalicos, € marcado por uma evolugao tedrica e
experimental que transformou a compreensao da ligagao quimica. Embora compostos
como o azul da Prussia fossem conhecidos desde o século XVIII, a sua estrutura e as
ligacbes subjacentes eram um enigma. A primeira explicagdo coerente e
revolucionaria surgiu com a Teoria da Coordenacéo de Alfred Werner, em 1893. Ele
postulou a existéncia de dois tipos de valéncia: uma valéncia primaria (o estado de
oxidagao do metal) e uma valéncia secundaria (0 numero de ligantes ao redor do ion
metalico). Para validar suas ideias, Werner sintetizou e isolou isémeros Opticos,
provando a natureza espacial das ligagoes e recebendo o Prémio Nobel de Quimica
em 1913%,

Ao longo do século XX, o trabalho de Werner foi aprofundado por teorias como
a do Campo Cristalino e a do Campo Ligante, que ofereceram uma descricdo mais
detalhada da interagao entre os orbitais d do metal e os ligantes, elucidando as cores
e as propriedades magnéticas dos complexos. Na segunda metade do século, o
campo se expandiu com a descoberta do ferroceno em 1951, um complexo
"sanduiche" que abriu as portas para a quimica organometalica, uma nova area de
pesquisa?®. Além disso, a aplicacdo terapéutica desses compostos se tornou evidente
com o0 uso da cisplatina na quimioterapia, que foi aprovada pela FDA para uso clinico
a partir de 1978 no tratamento de cancer testicular, ovariano e de bexiga*'. O estudo

dos complexos metalicos, portanto, evoluiu de uma disciplina puramente descritiva



29

para uma area teodrica robusta e com vastas aplicagcdoes, desde a catalise até a

medicina.

ApOs a descoberta da atividade antitumoral da cisplatina por Rosenberg et al.
(1969), despertou-se o interesse por estudos de complexos metalicos '. A cisplatina
e seus derivados por exemplo, oxaliplatina, nedaplatina, carboplatina, heptaplatina e
lobaplatina tem grande importancia por suas atividades anticancer #2. A cisplatina é
utilizada em diversos tratamentos quimioterapicos, sendo eficaz no combate de
diferentes tipos de neoplasias, incluindo cabeca, pescoco, testiculo, ovario, pulmao,
estdmago, esbéfago, linfomas, osteossarcoma, melanoma, leucemia, mama, cérebro,
rim e cérvix. Entretanto, por causa dos efeitos colaterais dos agentes a base de
platina, o interesse por outros complexos metalicos aumentou. Dentre os principais
problemas causados por eles pode-se citar toxicidade e o desenvolvimento de

resisténcia das células tumorais 344344,

Além disso, outros compostos de coordenacao ja sdo aplicados no tratamento
de doencgas, como o Salvarsan®, que € um composto de arsénio empregado no
tratamento da sifilis, compostos de bismuto que sdo utilizados como anti-ulcera, o
nitroprussiato de sédio que € um potente vasodilatador, complexos de ferro que séo

utilizados em emergéncias hipertensivas e muitos outros 45-47.

Considerando a caracteristica estrutural das chalconas, como a presencga de
carbonila, hidroxila, oxigénio fenodlico e/ou heteroatomo no sistema de anel
heterociclico, as tornam excelentes ligantes quelantes para coordenagao ao centro
metalico. Os complexos contendo chalconas ganharam importdncia na quimica
medicinal, em virtude do aumento da poténcia de suas atividades farmacolégicas
como antitumoral, antimicrobiano, antiviral, antiamebiana, antimalarica,
antituberculose e antioxidante 4652,

Ha relatos a cerca de chalconas naturais e sintéticas que possuem uma ampla
variedade de efeitos farmacologicos, modulando diversos alvos moleculares’®33.53.54,
Devido a isso, complexos de chalcona tem sidos estudados na quimica medicinal
bioinorganica devido a sua propriedade quelante e coordenagdo com uma variedade

de metais e mostrando efeito modulador em varios alvos.

Em um estudo, Travnicek et. al.(2024) sintetizaram complexos de cobre(ll) %5,



30

e avaliaram a citotoxicidade frente a linhagens de cancer de ovario (A2780), ovario

resistente a cisplatina (A2780R), préstata (PC3), osteossarcoma (HOS), mama

(MCF7) e pulmado ( A549) e fibroblastos normais (MRC-5), sendo apresentado

citotoxicidade significativa para as células tumorais na maioria dos casos, com IC 5o =

0,35-7,8 uM (Figura 4).

Figura 4- Complexos dinuclear de cobre(ll) com um ligante de ponte bis(chalcona)

Fonte: Travnicek et. al. (2024)

Campos et.al. (2023)
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sintetizaram complexo Zn(ll) com chalconas e

tiossemicarbazona (Figura 5) e testaram frente a células de leucemia infectadas pelo

virus linfotrépico de células T humanas tipo 1 (HTLV-1) (MT-2) e relataram que o

complexo Zn(ll) € mais citotéxico que o ligante, com o valor correspondente de

IC50 de 30,01 e 47,06 uM. Além disso seus compostos apresentaram um efeito pro-

apoptético sem a liberagao de espécies reativas de oxigénio (ROS) e interagdo com o

DNA 56,



Figura 5 - Complexo de Zn(ll) com ligante hibrido de chalcona-tiossemicarbazona

Fonte: Campos et.al. (2023)
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Patange et al.(2011) testaram atividades antibacterianas e antifungicas in vitro

de uma série de chalconas metoxi e nitro substituidas e seus complexos metalicos

(Figura 6), evidenciando a influéncia da complexagdo nos ligantes ao aumento ou

redugdo da atividade apresentada 7.

Figura 6 - Complexos metalicos de 4-hidroxi-3-[3-(4-hidroxifenil)-acriloil]-6-metil-2H-piran-2-ona
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\

X=DMF quando M = Mn(IT),Co(IT), Ni(IT), Cu(IT)
X=Cl quando M = Fe(TIT)

HO

Fonte: Patange et al.(2011)

Muskinja et. al.(2016), sintetizaram complexos de ferrocenil com chalconas
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(Figura 7) e os mesmos foram testados quanto a sua atividade biolégica e
demonstraram relativamente significativa atividade antimicrobiana in vitro para

diferentes cepas de bactérias e fungos .

Figura 7 - Chalconas de ferrocenil com vanilinas O-alquiladas
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Fonte: Muskinja et. al. (2016)

Prajapati et al. (2010) testaram compostos de ruténio contendo chalconas
(Figura 8) e flavonas e observaram a atividade antitumoral 4. Muthukumar,
Viswanathamurthi e Natarajan (2008) também sintetizaram compostos de ruténio com
chalconas e demonstraram que a insercao do metal na chalcona poderia potencializar
o carater lipofiico do atomo central, o que subsequentemente favorece sua
permeacao através das camadas lipidicas da membrana celular melhorando a

bioatividade °.

Figura 8- Complexos ruténio (Il) com chalconas

¢ 9

B=PPh;, AsPh; ou Py: X=H, CH;, OCH; ou Cl

Fonte: Muthukumar, Viswanathamurthi e Natarajan (2008)
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Ratkovi¢ et al., (2010) realizaram estudos com composto de chalconas com
ferrocenil (Figura 9) que demonstraram melhora da atividade citotéxica na linhagem
celular K562 em comparagao a cisplatina, composto de referéncia %°. Ja El-sayed e
Gaber (2015) realizaram estudos com complexos de cobre com chalconas mostrando

melhora da atividade antioxidante 52.

Figura 9 - Complexos de ferrocenil e chalconas

R S N

Fonte: Ratkovi¢ et al., (2010)

Samia et al.(2016) sintetizaram complexos de coordenagao de paladio, platina,
ouro e cobre (Figura 10) e exploraram o potencial citotéxico contra linhagens de
células HL-60 (leucemia humana), THP-1 (leucemia monocitica humana), MDA-MB-
231 e MCF-7 (adenocarcinoma de mama humano), sendo que alguns complexos

demonstraram melhora da atividade em comparagdo com o analogo original®®.

Figura 10 - Complexos de ouro, platina e paladio com derivados de chalconas
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Nesse contexto, observa-se que estudos relatam determinada atividade
conforme a escolha do metal para a sintese dos complexos de coordenacao. O uso
do paladio, platina, por exemplo, estao relacionados com a atividade citotéxica, o que

pode ser interessante no desenvolvimento de novos antitumorais.

O paladio (Pd) destaca-se, por pertencer ao grupo da platina (Pt) e a sua
quimica de coordenacgao € similar esse metal. As propriedades cataliticas unicas do
paladio na formagdo da ligagdo C-C e na clivagem da ligacdo CO sdo devidas a
presenga de uma geometria quadrado-planar de complexos de Pd (Il) (d8) com locais
de coordenacdo extras nas posicdes axiais, que podem acomodar diversos
ligantes®'62, Por causa do baixo nimero de oxidagdo, o mecanismo de substituicdo
de ligantes nestes complexos quadrado-planares ocorre pelo mecanismo associativo
(Figura 11) 83,

Figura 11 - Mecanismo associativo
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Dessa forma, o paladio(ll) tem atraido grande interesse na quimica
bioinorganica aplicada ao desenvolvimento de agentes antitumorais, em razdo de sua
capacidade de formar complexos estaveis e estruturalmente diversificados com
ligantes nitrogenados e oxigenados. Apesar do numero crescente de estudos
experimentais, nenhum complexo de paladio foi ainda aprovado para uso clinico,
permanecendo como candidatos promissores em fase pré-clinica®. A elevada
labilidade cinética do Pd(ll), quando comparada a outros metais do mesmo grupo,
favorece trocas rapidas de ligantes e uma reatividade mais dindmica frente a
biomoléculas, o que pode potencializar sua interacdo com alvos celulares
especificos®®. Entretanto, essa caracteristica também pode comprometer a
estabilidade in vivo, exigindo o emprego de ligantes que controlem a reatividade e
melhorem o perfil farmacologico.

Além disso, pesquisas recentes evidenciam que os complexos de Pd(Il) podem
exercer agcao antitumoral por multiplos mecanismos complementares, indo além da
simples interagdo com o DNA. Entre esses mecanismos, destacam-se a modulagéo
de proteinas reguladoras da apoptose, como Bcl-2 e caspases, e a geragao controlada
de espécies reativas de oxigénio (ROS), responsaveis por induzir estresse oxidativo
e disfungdo mitocondrial seletiva em células neoplasicas. Adicionalmente, diversos
estudos indicam a capacidade desses complexos em interferir com enzimas
essenciais ao ciclo celular, incluindo topoisomerases e tirosina-quinases,
comprometendo os processos de replicagdo e sinalizacdo intracelular®6’. Dessa
forma, a integracdo entre o nucleo metalico reativo e os ligantes bioativos pode
resultar em complexos de Pd(ll), capazes de atuar por diferentes mecanismos e de
apresentar seletividade superior, destacando-se como protétipos relevantes com agao

antitumoral.

Considerando o cancer como uma das principais causas de morte em todo o
mundo, estudos nessa linha de pesquisa se tornam imprescindiveis.

A IARC, em dezembro de 2020, estimou que o impacto do cancer foi de 19,3
milhées de novos casos. Sendo que o INCA estimou que o Brasil tera 704 mil novos
casos de cancer a cada ano do triénio 2023-2025 8. No que diz respeito a mortalidade,
0 cancer é a segunda causa mundial de morte depois da doenga isquémica do

coragao, mas provavelmente se tornara a primeira até 2060 (~ 18,63 milhdes de
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mortes). Pulméo, figado e estbmago séo os trés tipos de cancer mais mortais na
populagdo em geral .

Dentre os tipos de céncer destaca-se o cancer gastrico que é a quinta doenga
mais diagnosticada no mundo, com mais de 1 milhdo de novos casos estimados
anualmente, sendo responsavel por cerca de 783.000 mortes em todo o mundo,
tornando-se o terceiro tipo de cancer mais letal 7%-72,

Varios fatores foram observados como tendo um impacto significativo no
aumento do risco de desenvolver cancer gastrico, como histéria familiar, consumo de
alcool, tabagismo, elevado consumo de sal, ingestdo de anti-inflamatérios nao-
esteroidais e infecgbes por Helicobacter pylori 3, sendo que 75% dos casos sdo
mediados pela infecgdo 74. O H. pylori foi descrito pela primeira vez em 1994 como
carcinégeno de classe | pela Organizagdo Mundial da Saude (OMS) " e, assim,

também é classificado pela International Agency for Research on Cancer (IARC) 76,

Figura 12- Imagem em 3D de Helicobacter pylori

H. pylori € um bacilo Gram-negativo, com formato de hélice espiralado que
coloniza o ambiente gastrico (Figura 10). Apesar de infecgdo por essa bactéria ser
grave, ainda ndo ha certeza de como a infeccdo costuma ser transmitida, mas a
proposta de infecgao continua sendo a via oral-oral ou fecal-oral, sendo, o alimento e
agua principais responsaveis, além da transmissao intrafamiliar 77. A sua prevaléncia
permanece alta na maioria dos paises em desenvolvimento e geralmente esta

relacionada ao status socioecondémico e aos niveis de higiene (Figura 13) 78,
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Figura 13 - Prevaléncia de infecgéo por H. pylori em adultos e criangas.

a, b, Mapa global da prevaléncia da infecgao por Helicobacter pylori em adultos durante 1970—2016 (parte a) e em
criangas e adolescentes (<20 anos) durante 2000-2021 (parte b). Fonte: Malfertheiner et. al,(2023)"°

O espectro das doengas gastroduodenais associadas a evolugao do H. pylori a
infeccdo é ampla. Embora mais de 80% dos individuos infectados sejam
assintomaticos, a infecgdo pode causar ulcera péptica, gastrite e cancer gastrico
74,80,81_

A gravidade das doengas relacionadas ao H. pylori estd associada a varios
fatores de viruléncia; um gendtipo especifico da cepa de H. pylori desempenha um
papel crucial. Além disso, 0 que é da mais alta importancia € uma interacédo entre o
hospedeiro, 0 microambiente gastrico, bem como os fatores de viruléncia bacterianos.
Os fatores de viruléncia do H. pylorindo estdo apenas envolvidos na indugdo de
respostas inflamatérias, mas também controlam e regulam essas respostas,
mantendo a inflamacgao crénica. Os fatores de viruléncia de H. pylori permitem a
colonizagao e a sobrevivéncia da bactéria dentro da mucosa gastrica, levando a um
maior escape imunoldgico e, finalmente, a indugdo de alteragdes pré-malignas. H.
pylori exibe um complexo expandido de mecanismos que altera as respostas celulares
do hospedeiro e as vias de sinalizagdo?83.

Um dos fatores de viruléncia mais essenciais do H. pylori € a urease que esta

envolvida no metabolismo bacteriano e na colonizagédo dentro da mucosa gastrica, ela
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€ a proteina mais abundantemente expressa pela bactéria. A urease de H. pylori pode
ser encontrada no compartimento citoplasmatico bacteriano e na superficie da
bactéria, assim, dois tipos de urease podem ser distinguidos com base em sua
localizagdo — interna e externa®.

A urease é um fator critico que facilita a colonizacdo bacteriana dentro da
mucosa gastrica, ela protege a bactéria da acidez gastrica devido a liberagao
aumentada de aménia, promove a nutricdo bacteriana através da liberagdo dos
metabalitos do hospedeiro e gera a forga motriz do préton durante a hidrolise da ureia.
Além disso, a urease modula as respostas imunes do hospedeiro através de varios
mecanismos, incluindo opsonizacgao alterada, quimiotaxia aumentada de neutroéfilos e
monacitos, apoptose facilitada devido a ligagcdo aos receptores do complexo principal
de histocompatibilidade (MHC) de classe |l ou liberagdo aumentada de citocinas pro-
inflamatdrias. Maior atividade da urease pode estar associada a um maior risco de
inducao de alteragdes histopatoldgicas na mucosa gastrica e posterior carcinogénese
gastrica. A inibigdo da urease é considerada uma estratégia terapéutica potencial para
a prevencao de doencas relacionadas ao H. pylori®3.8.

O fato de pacientes infectados por H. pylori ndo desenvolverem sintomas levou
a cientistas a possibilidade de existéncia de cepas que sao mais virulentas do que
outras. A CagA é um gene induz a produgao de uma citotoxina chamada de proteina
cagA. A proteina CagA é codificada pela ilha de patogenicidade Cag-PAl 8. Essa
proteina atua como um antigeno altamente imunogénico, e como existem cepas cagA
positivas e negativas, descobriu-se que as positivas sdo mais virulentas e induzem

maior expresséo de citocinas, como IL-8 e IL-13.

O aumento de IL-8 é importante para a quimiotaxia e ativagao de neutrofilos,
ocasionando intensa resposta inflamatéria e a producédo de radicais livres, estando
seu nivel de expressao génica relacionado a intensidade da gastrite e ocorréncia de

cancer gastrico 8788,

Além disso, as espécies reativas de oxigénio (EROS) (Figura 14) medeiam a
expressao de IL-8 ativando fatores de transcrigdo sensiveis ao oxidante, como o fator
de transcrigdo nuclear Kappa B (NF-kB) 8%%0. O NF-kB esta profundamente envolvido
no controle da transcricdo de varios mediadores pro-inflamatérios, incluindo IL-8,

levando ao agravamento das condigées inflamatorias 9192,
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As EROs sao subprodutos de metabolismos celulares, mas a grande
concentragao destes no tecido pode gerar disturbios no sistema antioxidante, morte
celular ou ainda gerar danos ao DNA, estando este associado a carcinogénese, e no

caso da infecgéo por H. pylori, ao cancer gastrico %7

Figura 14- Cascata inflamatéria de H. pylori
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Fonte: baseado em: Wroblewski et al., 2010

A incidéncia do céncer gastrico na populagéo é reduzida pela erradicagéo do
H. pylori, ensaios clinicos randomizados e estudos observacionais sugerem que a
terapia de erradicagao de H. pylori reduz a incidéncia de cancer gastrico em individuos
saudaveis, com uma redugéo geral do risco de 46%. Ja para pessoas com historico
de céncer gastrico em parentes de primeiro grau, o tratamento de erradicagao do H.

pylori diminui o risco de cancer gastrico, com uma reducgao geral do risco de 55% 98-
100

O tratamento clinico padrdo para combater a infecgao por H. pylori € uma
terapia ftripla, que combina o uso de dois antibidticos como amoxicilina ou
metronidazol e claritromicina, com um inibidor de bomba de prétons. Esta terapia é
realizada em um periodo que varia de 7 a 14 dias, duas vezes por dia '°'. No entanto,

o0 aumento da resisténcia microbiana a claritromicina, cuja prevaléncia varia com o
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tempo e regido geografica, estda levando a mudangas no esquema terapéutico.
Globalmente, as taxas de resisténcia primaria e secundaria de claritromicina,
levofloxacino e metronidazol foram todas superiores a 15% em todas as regides da
Organizagdo Mundial da Saude (OMS). O mecanismo subjacente a resisténcia a
antibiéticos por H. pylori é frequentemente devido a mutagdes genéticas que podem
inibir a ativagao intracelular de antibiéticos ou alterar completamente o local alvo do
medicamento'02103, Além disso o uso indiscriminado de azitromicina e eritromicina no
tratamento de infecgbes respiratorias e resisténcia cruzada entre antibidticos
macrolideos quimicamente semelhantes pode ser responsavel pelo aumento da

resisténcia microbiana a claritromicina 104105,

Problemas como o elevado numero de medicamentos e o alto custo da terapia
dificultam a eficacia do tratamento, além disso amoxicilina e claritromicina séo
degradados pelo acido gastrico, necessitando o uso de doses mais elevadas para
alcancarem doses efetivas, porém, promovem diversos efeitos colaterais,
ocasionando a dificuldade na adesao ao tratamento, além disso a erradicagcéo da H.
pylori é fator limitante no tratamento devido a crescente prevaléncia das formas
multirresistentes do patégeno %6110 Uma alternativa para o problema de adeséo e
resisténcia microbiana ao tratamento € a busca de prototipos mais efetivos de
substancias de origem vegetal. Os compostos organometalicos ja demonstraram
possuir agao antibacteriana, revelando-se promissores para o emprego na terapia.
Também demonstraram potencial antitumoral e antioxidante, as quais podem atuar
sinergicamente no combate a H. pylori e ao cancer gastrico, além de que, complexos
formados podem apresentar caracteristicas distintas de ligante original exibindo
atividades bioldgicas antes nao apresentadas ou até mais potentes. Tendo em vista o
potencial patogénico de H. pylori no desenvolvimento de gastrites, Ulceras e cancer
gastrico, é importante investigar novos agentes, com agao antibacteriana,
imunomoduladora e antitumoral, que possam resultar na redugado dos agravos da

infeccao por H. pylori.

Aliado a isso ressalta-se que o numero de mortes em decorréncia do cancer
pode ser reduzido caso ocorra uma prevengao e detecgao precoce, além da utilizacéo
de um tratamento adequado e eficiente. A forma mais empregada no tratamento do

cancer € a remogao cirurgica, a radioterapia, imunoterapia ou quimioterapia. Dentre
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as intervencdées mencionadas, a quimioterapia € a mais utilizada e representa o
tratamento sistémico do cancer através da administragao, em intervalos regulares, de
um ou mais medicamentos, que sdo denominados quimioterapicos ou antineoplasicos

que visam a inibigdo, controle e/ou a destruigdo das células tumorais 1.

A descoberta de novos farmacos pode gerar alto custo e longa duragdo. Assim,
0 emprego das técnicas de bioinformatica aplicada a triagem de compostos, sejam
eles naturais ou sintéticos, pode ser uma metodologia eficiente e menos dispendiosa
para a busca de novos farmacos com potencial bioativo, pois permite utilizar de forma
mais racional toda a etapa experimental, proporcionando assim uma busca mais
extensiva em seu espectro de atividade ''2. Aliado a isso, destaca-se que o docking
molecular tem se consolidado como uma das ferramentas mais relevantes da
bioinformatica aplicada a prospecgao de novos farmacos. Essa técnica permite prever,
em nivel molecular, a interagdo entre compostos candidatos e alvos bioldgicos
especificos, fornecendo informagdes importantes sobre o0 modo de ligagao, afinidade
e estabilidade do complexo formado. Com isso, é possivel selecionar de forma mais
criteriosa os compostos mais promissores para posterior validagao experimental,
otimizando recursos e acelerando o processo de descoberta de moléculas

bioativas'13.114,

Portanto, o presente trabalho teve como propédsito investigar o potencial
antibacteriano e antitumoral de complexos de paladio contendo chalconas como
ligantes, ressaltando a relevancia dessa classe de compostos pela ampla diversidade
estrutural e reconhecida bioatividade. A escolha do paladio como centro metalico se
justifica por suas propriedades de coordenacao favoraveis, capazes de modificar e
potencializar os efeitos biolégicos dos ligantes. Nesse contexto, buscou-se sintetizar
e caracterizar os complexos obtidos, avaliar a influéncia da complexagdo metalica
frente a bactéria Helicobacter pylori e analisar seus efeitos citotoxicos sobre células

tumorais gastricas e células normais.
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2 OBJETIVOS
2.1 Geral

Investigar a influéncia da coordenagao metalica sobre a atividade bioldgica de
chalconas por meio da sintese de complexos metalicos e sua analise preliminar via

triagem virtual.
2.2 Especificos

e Sintetizar complexos metalicos contendo chalconas, conforme a figura 15.

Figura 15 - Moléculas alvo do projeto
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Fonte: proprio autor

e Caracterizar os complexos obtidos por métodos espectroscopicos e
espectrométricos;

o Estudo in silico com os compostos obtidos;

e Avaliacao in vitro das atividades anti-Helicobacter pylori e citotoxica frente a

células de adenocarcinoma gastrico (AGS).
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3 PARTE EXPERIMENTAL

3.1 Métodos de analise e caracterizagdo quimica

3.1.1 Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

As analises de cromatografia em camada delgada foram realizadas utilizando
cromatofolhas de aluminio recobertas com silica gel UV 254 (250 um, 20 x 20 cm). As
amostras foram diluidas em diclorometano, aplicadas sobre a placa com o auxilio de
um capilar de vidro e eluidas com mistura de solventes apropriados. Sua revelagao foi
efetuada por exposicdo a luz ultravioleta (250 e 300 nm) e, quando necessario,

utilizagao de revelador quimico (vanilina) sob aquecimento.

3.1.2 Espectrofotometria de absorg¢ao na regiao do UV-vis

Os espectros de absorbancia na regido do UV-vis foram obtidos através do uso
do espectrofotdmetro Marca Biotek® modelo Epoch, na regido compreendida entre 0

a 999 nm, utilizando concentragdes 1 x 10~° mol L-! em acetonitrila.

3.1.3 Espectroscopia vibracional na regiao do Infravermelho

Os espectros vibracionais na regido do infravermelho foram obtidos utilizando
o espectrémetro Perkin ElImer Spectrum 400. Todas as analises foram feitas utilizando
o modo de Reflectancia Total Atenuada (ATR) com cristal horizontal de seleneto de
zinco (ZnSe), com média de 16 scans e resolugdo de 2 cm. A janela espectral a ser

utilizada foi de 4000 a 400 cm', regido compreendida pelo infravermelho médio (MIR).

3.1.4 Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear de 'H e (RMN de 'H)

Os espectros de RMN de hidrogénio foram obtidos no espectrometro Varian de
400 MHz com sonda Broadband 1H/X/D de 5 mm. Os deslocamentos quimicos (d)
foram reportados em parte por milhdo (ppm) em relagdo a um padrdo interno. Foram
utilizados DMSO-ds e CDCI3 como solventes e TMS como padrao interno. Adotou-se
as seguintes convengdes para descricdo de multiplicidade dos sinais dos espectros
de 'H: s (singleto), d (dubleto), (dubleto de dubleto), ddd (dubleto de dubleto de
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dubleto), t (tripleto), dt (dubleto de tripleto), td (tripleto de dubleto), dtd (dubleto de

tripleto de dubleto) e m (multipleto).

3.1.5 Analise Termogravimétrica

As medidas foram feitas no equipamento DTG-60H da Shimadzu, com fluxo de
50 ml/min de nitrogénio 5.0 e 50 ml/min de oxigénio industrial. As amostras foram
submetidas a aquecimento a partir da temperatura ambiente até a temperatura de

1000 °C, com uma taxa de aquecimento de 10 °C/min.

3.2 Sintese dos compostos

3.2.1 Metodologia geral para preparagao dos ligantes

Em um baldo de fundo redondo de 25 mL contendo 12 mL de etanol, foi
adicionada a cetona (3,0 mmol), LIOH (140 mol%, 180mg) e a solugdo agitada a
temperatura ambiente por 15 minutos. Em seguida, o aldeido foi adicionado (3,0
mmol) e a mistura agitada por 12-72 horas. Em seguida, o conteudo reacional foi
vertido em um béquer com gelo e misturado até a precipitagdo quantitativa. O sélido

formado foi filtrado a vacuo e lavado com agua fria para obter os produtos puro''®.
(E)-1-(2-hidroxifenil)-3-fenilprop-2-en-1-ona (7)

OH 0

/ Férmula molecular: C;5H,,0,
Massa molar: 224,2546 g.mol”’
Estado fisico: s6lido amarelo

Rendimento:75%

L.V. Vmax (cm!, ATR): 3045 (v O-H);1635 (v C=0); 1566 (v C=C).
RMN 'H (400 MHz, DMSO-ds) & 7.80 (dt, J = 8.2, 2.1 Hz, 1H), 7.63 — 7.53 (m, 2H),
7.45—7.39 (m, 2H), 7.16 — 7.06 (m, 1H), 5.68 (dt, J = 12.9, 2.6 Hz, 1H).
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(E)-3-(2-fluorofenil)-1-(2-hidroxifenil)prop-2-en-1-ona (8)

OH @) F

/ Foérmula molecular: C45H{FO,
Massa molar: 242,07 g.mol’
Estado fisico: so6lido amarelo
Rendimento:60%

LV. Vmax (cm™', ATR): 3040 (v O-H);1639 (v C=0); 1609 (v C=C).

RMN 'H (400 MHz, DMSO-ds) & 8.13 (dd, J = 8.0, 1.8 Hz, 1H), 8.12 — 8.03 (m, 2H),
7.88 (dd, J=15.7, 1.9 Hz, 1H), 7.68 (td, J = 7.7, 1.9 Hz, 1H), 7.60 (ddd, J = 8.8, 5.6,
1.9 Hz, 1H), 7.58 — 7.42 (m, 2H), 7.38 — 7.24 (m, 3H), 7.12 (ddd, J = 10.5, 8.0, 2.4 Hz,
2H), 7.03 - 6.91 (m, 2H), 2.50 (q, J = 1.9 Hz, 2H).

(E)-3-(2-clorofenil)-1-(2-hidroxifenil)prop-2-en-1-ona (9)

OH 0 Cl

= Férmula molecular: C;5H,CIO,
Massa molar: 258,69 g.mol™
Estado fisico: so6lido amarelo
Rendimento:60%

L.V. Vmax (cm!, ATR): 3055 (v O-H);1620 (v C=0); 1605 (v C=C).
RMN 'H (400 MHz, DMSO-ds) & 12.24 (s, 1H), 8.21 (d, 2H), 8.12 (dd, J = 15.3, 2.1 Hz,
1H), 8.06 (dd, J = 15.4, 2.0 Hz, 1H), 7.62 — 7.54 (m, 2H), 7.54 — 7.42 (m, 2H), 7.02 (d,
J=8.2,5.1,1.7 Hz, 2H), 3.33 (s, 2H), 2.50 (dt, J = 3.6, 1.7 Hz, 2H).

(E)-1-(2-hidroxifenil)-3-(2-metoxifenil)prop-2-en-1-ona (10)
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OH @) OMe

/ Férmula molecular: C4gH4,03
Massa molar: 254,28 g.mol™’
Estado fisico: so6lido amarelo
Rendimento:73%

L.V. Vmax (cm!, ATR): 3076 (v O-H);1686 (v C=0); 1599 (v C=C).

RMN "H (400 MHz, DMSO-ds) & 8.19 — 8.09 (m, 1H), 8.04 — 7.94 (m, 1H), 7.80 (dd, J
= 8.0, 1.8 Hz, 1H), 7.64 — 7.54 (m, 2H), 7.38 (d, J = 0.9 Hz, OH), 7.12 — 7.08 (m, 3H),
7.04 (d, J= 1.2 Hz, 1H), 5.82 (dd, J = 13.3, 2.8 Hz, 1H), 2.53 — 2.44 (m, 1H).

(E)-1-(1-hidroxinaftalen-2-il)-3-fenilprop-2-en-1-ona (11)

OH 0

= Férmula molecular: C4gH,40,
Massa molar: 274,31 g.mol™”
Estado fisico: sélido laranja
Rendimento: 37%

LV. Vmax (cm™', ATR): 3058 (v O-H);1630 (v C=0); 1610 (v C=C).

RMN "H (400 MHz, CDCI3) & 8.51 (ddt, J = 8.3, 1.4, 0.7 Hz, 1H), 8.00 (d, J = 15.5 Hz,
1H), 7.86 (d, J = 8.9 Hz, 1H), 7.80 — 7.68 (m, 3H), 7.65 (ddd, J = 8.1, 6.8, 1.3 Hz, 1H),
7.55 (ddd, J=8.2, 6.9, 1.3 Hz, 1H), 7.46 (dd, J = 5.0, 1.9 Hz, 3H), 7.32 (d, J = 8.9 Hz,
1H), 7.26 (s, 1H).

(E)-3-(2-fluorofenil)-1-(1-hidroxinaftalen-2-il)prop-2-en-1-ona (12)

OH 0] F

/ Férmula molecular: C;gH3FO,
Massa molar: 292 30 g.mol’
Estado fisico: sélido laranja
Rendimento: 16%

.V. Vmax (cm™', ATR): 3040 (v O-H);1632 (v C=0); 1610 (v C=C).
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RMN 'H (400 MHz, DMSO-ds) & 8.39 (d, J = 16.3 Hz, 1H), 8.36 (s, OH), 7.97 (s, 1H),
7.80 (dd, J = 10.8, 8.8 Hz, 1H), 7.70 — 7.61 (m, 2H), 7.50 (d, J = 7.9 Hz, 1H), 7.45 —
7.39 (m, 2H), 7.32 — 7.26 (m, 2H), 7.22 (s, 1H).

(E)-3-(2-clorofenil)-1-(1-hidroxinaftalen-2-il)prop-2-en-1-ona (13)

OH @) Cl

Férmula molecular: CgH{5CIO,
Z Massa molar: 308,76 g.mol”’
Estado fisico: sélido vermelho
Rendimento: 52%

LV. Vmax (cm™, ATR): 3061 (v O-H);1629 (v C=0); 1603 (v C=C).

RMN 'H (400 MHz, DMSO-de) 5 8.39 (d, J = 15.7 Hz, 1H), 8.34 (dd, J = 8.1, 1.3 Hz,
1H), 8.10 (d, J = 7.1 Hz, 1H), 7.91 (d, J = 12.0 Hz, 2H), 7.63 — 7.24 (m, 6H), 6.67 (s,
1H), 3.33 (s, 29H), 2.50 (q, J = 1.9 Hz, 3H).

(E)-1-(1-hidroxinaftalen-2-il)-3-(2-metoxifenil)prop-2-en-1-ona (14)

OH O OMe

P Férmula molecular: CyoH 504
Massa molar: 304,34 g.mol™
Estado fisico: solido laranja
Rendimento:16%

LV. Vmax (cm™, ATR): 3045 (v O-H);1623 (v C=0); 1608 (v C=C).

RMN 'H (400 MHz, DMSO-ds) & 8.37 (d, J = 8.3 Hz, 1H), 8.29 (d, J = 15.8 Hz, 2H),
8.25 (d, J=9.0 Hz, 1H), 8.13 (d, J = 15.9 Hz, 1H), 8.09 (d, J = 9.3 Hz, OH), 7.94 (d, J
=8.1 Hz, 1H), 7.73 (t, J = 7.5 Hz, 1H), 7.61 (t, J = 8.0 Hz, 1H), 7.52 (id, J = 1.6 Hz,
OH), 7.47 (d, J=9.0 Hz, 1H), 7.15 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 7.07 (t, J = 7.5 Hz, 1H), 3.93 (s,
3H).
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3.2.2 Metodologia geral para preparagao dos complexos

Em um baldo de fundo redondo de 25 mL, equipado com barra magnética,
dissolveu-se a chalcona correspondente (0,50 mmol) em 5,0 mL de acetonitrila sob
agitagdo magnética. Dependendo da chalcona utilizada, o meio reacional foi ativado
previamente com hidroxido de sédio (NaOH, 0,50 mmol) solubilizado em agua, sendo
a mistura mantida sob agitagéo por aproximadamente 5 minutos, até a observagao de
mudanga de coloragédo caracteristica. Posteriormente, adicionou-se K,PdCl, (0,25
mmol) solubilizado em agua e a suspensdo resultante foi deixada sob agitagcao
continua a temperatura ambiente por 48 h. Ao término da reagao, o precipitado
formado foi coletado por filtragdo a vacuo, lavado sucessivamente com acetonitrila,

etanol e agua, e seco sob vacuo.

Dicloro-bis[(E)-1-(2-hidroxifenil)-3-fenilprop-2-en-1-ona]paladio(ll) (7C)

UL
- Formula molecular: C4,H,,Cl,O4Pd

CI——\Pd—CI Massa molar: 625,84 g.mol’
OH O Estado fisico: sélido marrom

_ Rendimento: 39%

LV. Vmax (cm™', ATR): 3045 (v O-H); 1616 (v C=0 conjugado); 1602 (v C=C).
RMN de 'H: (400 MHz, DMSO-ds) d 8.26 (dd, J = 8.4, 1.7 Hz, 1H), 8.03 (d, 1H), 7.96
—7.90 (m, 2H), 7.85 (d, J = 15.6 Hz, 1H), 7.53 — 7.46 (m, 3H), 7.05 — 6.98 (m, 2H).

Bis[(E)-3-(2-fluorofenil)-1-(2-hidroxifenil)prop-2-en-1-onato-O,0’]paladio(ll) (8C)

OO
F

o) Formula molecular: C3,H,5,F,0,4Pd
pé Massa molar: 588,89 g.mol”
Jd % F Estado fisico: sélido vinho

I — I Rendimento: 32%
LV. Vmax (cm™', ATR): 3080 (v O-H); 1617 (v C=0 conjugado); 1605 (v C=C).
RMN de 'H: (400 MHz, DMSO-de) & 8.19 — 8.11 (m, 1H), 8.07 (d, J = 15.8 Hz, 1H),
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7.91(d, J=15.7 Hz, 1H), 7.87 — 7.81 (m, 1H), 7.62 — 7.52 (m, 2H), 7.21 (d, J = 7.4 Hz,
1H), 7.04 — 6.99 (m, 2H).

Dicloro[(E)-3-(2-clorofenil)-1-(2-hidroxifenil)prop-2-en-1-ona]paladio(ll) (9C)

Cl O, OH Formula molecular: C;;H,,Cl,O4Pd
S——Pd— Massa molar: 694,7253 g.mol™”
oH o cl Estado fisico: sélido marrom

Rendimento: 57%

LV. Vmax (cm™", ATR): 3055 (v O-H);1638 (v C=0); 1572 (v C=C).

RMN de 'H: (400 MHz, DMSO-ds) & 12.23 (s, 1H), 8.26 — 8.19 (m, 2H), 8.13 (d, J =
15.6 Hz, 1H), 8.07 (d, J = 15.5 Hz, 1H), 7.62 — 7.56 (m, 2H), 7.53 — 7.46 (m, 2H), 7.05
—7.00 (m, 2H), 3.33 (s, 8H), 2.51 (q, J = 1.9 Hz, 2H)

Bis[(E)-1-(2-hidroxifenil)-3-(2-metoxifenil)prop-2-en-1-onato-0,0’]paladio(ll)
(10C)

O o'\ O Formula molecular: C;,H,50¢Pd
w/ Massa molar: 612,97 g.mol”’
o/ N o~ Estado fisico: sélido verde escuro

Rendimento: 27%

L.V. Vmax (cm!, ATR): 3155 (v O-H); 1636 (v C=0 conjugado); 1617 (v C=C).

RMN de "H: (400 MHz, DMSO-ds) 5 8.19 (dd, J = 8.4, 1.7 Hz, 1H), 8.15 (d, J = 15.7
Hz, 1H), 8.01 — 7.96 (m, 2H), 7.56 (ddd, J = 8.5, 7.2, 1.6 Hz, 1H), 7.50 — 7.45 (m, 1H),
7.13 (dd, J = 8.4, 1.0 Hz, 1H), 7.08 — 6.96 (m, 2H).
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Dicloro-bis[(E)-1-(1-hidroxinaftalen-2-il)-3-fenilprop-2-en-1-ona]paladio(ll) (11C)

O. OH Formula molecular: C;gH,5Cl,O4Pd

C——Pd—ci Massa molar: 725,95 g.mol"
oH o Estado fisico: sélido vinho

II il i A~ II Rendimento: 70%

L.V. Vmax (cm!, ATR): 3058 (v O-H); 1623 (v C=0 conjugado); 1610 (v C=C).
RMN de "H: (400 MHz, CDCls-d) 5 8.51 (dq, J = 8.4, 0.7 Hz, 1H), 7.99 (d, J = 15.4 Hz,
1H), 7.86 (d, J = 8.9 Hz, 1H), 7.81 — 7.68 (m, 4H), 7.67 — 7.60 (m, 1H), 7.55 (ddd, J =
8.3,6.9, 1.3 Hz, 1H), 7.46 (dt, J = 4.6, 3.1 Hz, 3H), 7.32 (d, J = 8.9 Hz, 1H).

Bis[(E)-3-(2-fluorofenil)-1-(1-hidroxinaftalen-2-il)prop-2-en-1-onato-
0,0’]paladio(ll) (12C)

QLD
I o'\ /o Formula molecular: C3gH,4F,04Pd

b Massa molar: 689,01 g.mol"
d S F Estado fisico: sélido vinho
! Rendimento: 72%

L.V. Vmax (cm!, ATR): 3057 (v O-H); 1624 (v C=0 conjugado); 1611 (v C=C).

RMN de "H: (400 MHz, DMSO-ds) & 8.37 (d, J = 8.3 Hz, 1H), 8.27 — 8.24 (m, 1H), 8.24
—8.19 (m, 2H), 8.04 (d, J = 15.6 Hz, 1H), 7.94 (d, J = 8.1 Hz, 1H), 7.76 — 7.71 (m, 1H),
7.64 — 7.44 (m, 4H), 7.37 — 7.30 (m, 2H).
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Bis[(E)-3-(2-clorofenil)-1-(1-hidroxinaftalen-2-il)prop-2-en-1-onato-

0,0’]paladio(ll) (13C)
Formula molecular: C3gH,,Cl,04Pd

Cl @) @]
N/ Massa molar: 721,92 g.mol”

Pd
3 o Cl Estado fisico: sélido marrom
! Rendimento: 55%

¢
LV. Vmax (cm™', ATR): 3057 (v O-H); 1625 (v C=0 conjugado); 1572 (v C=C).
RMN de 'H: (400 MHz, DMSO-de) & 8.38 (dd, J = 8.3, 1.3 Hz, 1H), 8.36 — 8.33 (m,
1H), 8.32 (d, J=9.0 Hz, 1H), 8.25 (s, 1H), 7.95 (d, J = 8.1 Hz, 1H), 7.75 (ddd, J = 8.2,

6.9, 1.3 Hz, 1H), 7.65 — 7.58 (m, 2H), 7.54 — 7.46 (m, 3H), 3.32 (d, J = 2.0 Hz, 4H),
2.50 (p, J = 1.8 Hz, 2H).

Bis[(E)-1-(1-hidroxinaftalen-2-il)-3-(2-metoxifenil)prop-2-en-1-onato-

0O,0’]paladio(ll) (14C)
Formula molecular: C4oH;y06Pd

OMe o'\ o
/ Massa molar: 713,08 g.mol’

Pd
O/ \O OMe Estado fisico: sélido marrom

OO P O Rendimento: 39%
LV. Vmax (cm™', ATR): 3078 (v O-H); 1627 (v C=0 conjugado); 1601 (v C=C).

RMN de 'H: (400 MHz, DMSO-de)  7.59 — 7.52 (m, 1H), 7.50 — 7.42 (m, 1H), 7.35 —
7.25(m, 1H), 7.12 (d, J = 8.2 Hz, 1H), 6.93 — 6.88 (m, OH), 6.79 (ddd, J=8.2, 6.8, 1.2
Hz, 1H), 6.71 — 6.61 (m, 1H), 6.33 (dd, J = 8.5, 1.0 Hz, 1H), 6.24 (d, J = 7.5 Hz, OH),
3.12 (s, 1H).
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3.2.3 Espectrometria de Massas

A espectrometria de massas de alta resolugdo (HRMS) por ionizagdo por
eletrospray de infusao direta (ESI) permitiu a caracterizagdo precisa de complexos
metalicos. As amostras foram dissolvidas em 1 mL de metanol e analisadas em modo
de ions positivos, ESI(+), utilizando um espectrémetro de massas Orbitrap Exploris™
120 (Thermo Scientific, Bremen, Alemanha). As analises foram realizadas com faixa
de varredura de m/z 100-1000, resolucéo de 120.000 (m/z 200), tensédo de spray de
3500 V, temperatura da fonte de 320 °C e temperatura do vaporizador de 275 °C. O
gas de nebulizagdo (sheath gas) foi ajustado para 35 unidades arbitrarias e o gas
auxiliar para 7. A infusao direta foi realizada a uma vazdo de 5 yL/min durante 1
minuto. Os espectros foram processados no MZmine''® e Xcalibur, com atribuigéo de
ions moleculares baseados na massa monoisotépica e formacédo de adutos do tipo
[M+H]+, [M+Na]+ e [M+K]+, com erro de massa inferior a 10 ppm.

3.24 CHN

Os conteudos de carbono, hidrogénio e nitrogénio presentes nas amostras
carregadas com farmaco foram avaliados por meio da medida de analise elementar
em um equipamento da CHNSO da Perkin-Elmer, modelo 2400. O equipamento foi
previamente calibrado com acetanilida como padrao orgénico certificado, seguindo os
procedimentos recomendados pelo fabricante.

3.3 Meétodos in silico

3.3.1 Criagao de base de dados dos compostos

Os compostos avaliados tiveram sua estrutura quimica codificada para os
formatos de entrada necessarios aos programas de modelagem molecular 7.
Inicialmente, foi desenhada sua estrutura quimica na forma bidimensional (2D),
utilizando-se o programa Marvin Sketch (https://www.chemaxon.com/products/marvin/)
salvando-a no formato MDL MOLFILE (MDL Information Systems (MDL). O conjunto
destes arquivos MDL Molfile foram utilizados para a criacdo da base de dados de

compostos no formato de arquivo SDF.
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3.3.2 Avaliagao do espectro de atividade dos compostos

O espectro de atividades foi avaliado através do servidor on-line PASS (Predigcéo

de Espectros de Atividade para Substancias)!8119,

3.3.3 Avaliagao da propriedades farmacocinéticas

As propriedades farmacocinéticas e de “drug-likeness” dos complexos
metalicos de chalconas foram avaliadas usando o servidor SwissADME. As estruturas
foram inseridas no formato SMILES e foram analisadas caracteristicas fisico-quimicas
(massa molecular, lipofilicidade, polaridade e solubilidade) e parametros
farmacocinéticos, como absor¢cdo intestinal, permeabilidade da barreira

hematoencefalica e interagdo com enzimas do citocromo P450720,

3.3.4 Busca por complexos cristalograficos de enzimas e inibidores

As estruturas cristalograficas dos alvos biolégicos, determinadas por
cristalografia de raios X, foram obtidas a partir do banco de dados Protein Data Bank
(PDB)'?', que disponibiliza estruturas tridimensionais experimentais para diversos
alvos moleculares. Paralelamente, foi realizado um levantamento dos inibidores
previamente reportados para os alvos estudados utilizando os bancos de dados de
ligantes BindingDB e ChEMBL 122123,

3.3.5 Calculos de docking e validagao

Foi utilizado para o docking, o programa GOLD '?4. A escolha do tamanho de
raio, fungcao de escore e numero de poses obtidas foi determinada apds o processo

de validagdo do modelo desenvolvido, realizada pelo processo de redocking 5.
3.4 Meétodos in vitro

3.4.1 Avaliacao da atividade anti-H. pylori

3.4.1.1 Determinagdo da Concentragéo Inibitéria Minima (CIM) e Concentragéo
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Bactericida Minima (CBM)

A atividade anti- H. pylori foi avaliada por meio da determinacdo da
concentragdo inibitéria minima (CIM) e concentragdo bactericida minima (CBM)
através da técnica de microdiluicido em caldo de acordo com a norma estabelecida
pelo Clinical & Laboratory Standards Institute (CLSI) (M7-A10, 2024), com
modificagdes. A cada pog¢o da microplaca foram adicionados 100 pL de meio de
cultura liquido Brain Heart Infusion (BHI) (Merck Millipore cod. 110493, Darmstadt,
Alemanha) suplementado com 10% (v/v) de soro fetal bovino (SIGMA cod.F2561; St.
Louis, MO, USA), com diversas concentragdes das substancias (0,5 pg/mL — 256
pMg/mL), e o mesmo volume de uma suspensao de H. pylori ATCC 43504, cepa
sensivel a amoxicilina e resistente ao metronidazol (10%-10” bactérias/mL). A
microplaca foi submetida a leitura espectrofotométrica em 620 nm e, a seguir,
incubada a temperatura de 36°C — 37 °C, em atmosfera contendo 10 % de COz, por
72 horas. Apos esse periodo, a microplaca foi homogeneizada e nova leitura realizada
para determinacdo da CIM. A amoxicilina (SIGMA cod. A8523; St. Louis, MO, USA)
foi o padréao utilizado para o ensaio, nas concentragdes variando de 5 - 0.078 ug/mL.
A CIM foi definida como a menor concentragcdo das amostras que promovera um
brusco declinio no crescimento bacteriano (90%). A CBM foi determinada pela menor
concentragdo da substancia que inibir a formacéo de coldénias em placas de agar
Columbia contendo sangue de carneiro 5% (incubada a 37 °C por 72 h),

correspondente ao pogo da microplaca sem crescimento aparente em BHI.

3.4.1.2 Avaliacao da atividade sobre a enzima urease

A atividade de inibigdo da urease foi determinada conforme descrito por Tanaka;
Kawase e Tani (2004)'?6, com modificagdes. Em microplaca de 96 pogos foram
adicionados 25 uL de urease 4Ul (Jack Bean urease tipo lll, Sigma cod. U1500; St.
Louis, MO, USA) e 25 uL da amostra em diferentes concentragbes variando de 4
ug/mL — 128 ug/mL, incubada por 2 horas em temperatura ambiente. Apds esse
periodo foram adicionados, 25 uL de vermelho de fenol 0,02% e 200 yL de ureia 50
mM em tampé&o fosfato 100 mM (pH 6,8). A cinética da reagao foi avaliada através de
leituras espectrofotométricas em 540 nm a partir do tempo 0 até 30 minutos, com
intervalo de 10 minutos entre cada leitura. Como controle positivo de inibicdo foi

utilizado o acido acetohidroxdmico como padréo.
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3.4.2 Avaliagao da citotoxicidade in vitro

3.4.2.1 Linhagens celulares

Fibroblastos L929 (ATCC CCL-1™) e células de adenocarcinoma gastrico
humano (AGS) (ATCC CRL -1739) foram obtidas do Banco de Células do Rio de
Janeiro. As células foram mantidas em meio DMEM (Dulbecco’s modified eagle
medium) (Vitrocell cod. 02037, Sdo Paulo, Brasil) suplementado com 10% de soro
fetal bovino (SFB) (v/v) e incubadas em estufa a 37°C com atmosfera contendo 5 %
de CO2 em diferentes periodos até atingirem confluéncia de aproximadamente 70-
90%. Apds, as células foram removidas com uma solugéo de tripsina e contadas em

camara de Neubauer para obtencéo dos valores de concentracéo celular.

3.4.2.2 Procedimento

200 uL de DMEM suplementado com aproximadamente 6 x 10* células/mL
(AGS) e 10 x 10* células/mL (L292) foram distribuidos em microplacas de 96 orificios
para cultura de tecido e incubados a 37°C/5% COz2 por 24h. Apds esse periodo, 0 meio
foi removido e as células aderidas foram tratadas com 200 pL de diferentes
concentracdes das substancias em DMEM suplementado e incubadas por 48h a
37°C/5 % CO2. Apds incubagao, as placas foram preparadas para o teste do MTT-
tetrazolio (MOSMANN, 1983). Cisplatina foi o padrdo citotoxico. Os testes foram
acompanhados de crescimento controle (sem tratamento), realizados em triplicata e

repetidos no minimo 3 vezes.

3.4.2.3 indice de Seletividade

O indice de seletividade (IS) indica a seletividade de uma substancia entre
células neoplasicas e nao neoplasicas, e € determinado pela relagdo dos valores
obtidos de ICso (indice citotdxico 50%) destas linhagens. A relagao é obtida através da
seguinte férmula:

_IC,,célula ndo neoplasica
IC,,célula neoplasica

IS

onde célula ndo neoplasica € a linhagem de macréfagos RAW 264.7 e célula

neoplasica, a linhagem de adenocarcinoma gastrico humano (AGS).
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O IS indica o potencial destas substancias para testes pré-clinicos e clinicos. E
considerado significativo valor de IS maior ou igual a 2,0 demonstrando que a

substancia é mais ativa em células neoplasicas '%".

3.4.3 Analise Estatistica

Os resultados foram expressos como média de trés ensaios realizados + desvio
padrdo. A interpretacao dos resultados foi realizada através da analise de variancia
(ANOVA) de duas vias com teste post-hoc de Bonferroni, onde o nivel de significancia

estabelecido foi de p < 0,05.

A curva dose-efeito (concentragao x absorbancia) para determinagao do indice
citotoxico (ICso0), concentragdo do agente que reduz em 50% a absorbancia

espectrofotométrica, foi obtida através de anadlise de regresséo linear € nao linear.

Para realizacdo da analise de dados, foi utilizado o programa estatistico
GraphPad Prism 5 (versdo 5.01, CA, USA, 2000).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

No presente trabalho, foram obtidos oito complexos de paladio a partir de
ligantes com diferentes nucleos (fendlico e naftdlico) e padrbes de substituicao
aromatica, com o objetivo de investigar como variagdes eletrbnicas e estéricas
impactam n&o apenas o modo de coordenagdo ao centro metalico, mas também o
desempenho biolégico dos compostos. As diferengas estruturais influenciaram de a
citotoxicidade, a inibicido da urease e a acéo antimicrobiana, indicando que a natureza
eletrbnica e estérica dos ligantes desempenha papel determinante na atividade

biolégica dos complexos.

4.1 Sintese e caracterizagao dos derivados de chalcona

Todas as reagdes foram monitoradas por cromatografia de camada delgada
(CCD) utilizando luz UV (254nm) como revelador, ao final de cada reagao os produtos
foram recristalizados com solvente organico. Todos os compostos foram
caracterizados por ponto de fuséo, espectroscopia na regidao do infravermelho e RMN
de hidrogénio.

As oito chalconas sintetizadas foram obtidas por meio da condensacgao alddlica
de Claisen-Schimidt (Esquema 1) em meio etandlico basico com aldeido aromatico

com diferentes substituicdes no anel e acetofenonas com nucleo naftdlico ou fendlico.

Esquema 1 — Sintese das chalconas fendlicas (7—10) e naftdlicas (11-14).

LIOH.H,0 Q R
140 mol% O Z O
EtOH

12-72ht.a.

(3-6) (7-10)
3R=H (7)75%
24;R=F (8)60%
(5)R=Cl (9)60%
(6)R=OMe (10)73%
H
o0 Qo R LIOH. H20
EtOH

2 ) 12-72h, ta. (1112
(3)R=H (11)37%
(4)R=F (12)16%
(5)R=ClI (13)52%
(6)R=OMe (14)16%

Fonte: préprio autor
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O mecanismo de condensacdo de Claisen-Schimidt é bem elucidado e é
mostrado no esquema a seguir (Figura 16). O mecanismo geral da reacéo de Claisen—
Schmidt inicia-se com a formacéo do enolato, resultante da abstragcdo do préton o-
carbonilico da cetona pelo catalisador basico. Em seguida, o par de elétrons do
enolato ataca o carbono eletrofilico da carbonila do aldeido, promovendo o
deslocamento do par de elétrons da carbonila para o atomo de oxigénio e originando
um anion alcéxido. Esse intermediario é entdo estabilizado por meio da captacéo de

um préton proveniente de uma molécula de agua ou do préprio catalisador.

Na sequéncia, ocorre um processo de eliminagcdo, em que a base abstrai
novamente o hidrogénio a-carbonilico, gerando um novo enolato. A instabilidade
desse intermediario leva a regeneragcdo da carbonila, ao mesmo tempo que a
deslocalizagao eletrbnica que desloca a dupla ligagao para o carbono adjacente. Por

fim, a hidroxila é eliminada de forma espontanea, resultando na formacéo da chalcona.

Figura 16 — Mecanismo de formag&o de chalconas sob condigées basicas

Fonte: préprio autor

A caracterizagdo estrutural das chalconas foi realizada por meio de diferentes
técnicas, cujos resultados possibilitaram a identificagcdo dos grupos funcionais e a
confirmacdo das estruturas propostas. Para exemplificar as atribuicbes realizadas

escolheu-se a chalcona 9 (Figura 17).
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Figura 17 — (E)-3-(2-clorofenil)-1-(2-hidroxifenil)prop-2-en-1-ona (9)

No espectro de FTIR (Figura 18) observou-se uma banda em 3068 cm™, de
fraca a média intensidade, atribuida ao estiramento C—H aromatico, que é compativel
com a presencga dos anéis benzénicos da estrutura. Uma banda intensa em 1638 cm™
corresponde ao estiramento da carbonila a,B-insaturada, deslocada para menor
numero de onda em relagdo a cetonas saturadas, sendo compativel com o efeito de
conjugacao eletrénica com a dupla C=C e com os sistemas aromaticos. As absor¢des
em 1571, 1483 e 1439 cm™ foram atribuidas aos estiramentos C=C aromaticos,
compativeis com a extensa delocalizacido do sistema 1 caracteristico das chalconas.
As bandas em 1202 e 1154 cm™ foram associadas ao estiramento C-O fendlico,
compativeis com a presenga do grupo hidroxila no anel aromatico. A deformacéo C—
H vinilico trans foi identificada em 973 cm™, sendo compativel com a configuragao
trans da dupla endnica. Além disso, a deformacao fora do plano de C—H aromatico em
745 cm™ é compativel com o padrado de substituicdo no anel, enquanto a absorgao
em 658 cm™ corresponde ao estiramento C—Cl arilico, compativel com a presencga do
atomo de cloro no anel substituido. Em conjunto, estas atribuigbes confirmam a
estrutura a,B3-insaturada e o carater fendlico da chalcona, coerentes com sua proposta

estrutural.
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Figura 18 — Espectros de FTIR da chalcona 9, registrados na regido de 200—4000 cm™, em evidencia
as principais bandas vibracionais.
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No espectro de RMN de 'H (Figura 19) observou-se a presenga de dois
dubletos bem definidos, centrados em 8,12 e 8,06 ppm, correspondentes aos
hidrogénios olefinicos H-9 e H-8, respectivamente, ambos com constante de
acoplamento (J) de 16,0 Hz'?8. O hidrogénio B-carbonilico (H-9) apresentou sinal em
maior deslocamento quimico, o que pode ser atribuido a maior desblindagem do
nucleo em fungcédo do efeito indutivo exercido pelo grupo carbonila, bem como da
contribuicdo dos efeitos de ressonancia da molécula. Ja o hidrogénio fendlico pode
ser observado em um simpleto alargado em 12,24 ppm.
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Figura 19 - Espectro de RMN de '"H (DMSO-de;400MHZz) da chalcona 9
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Os sinais referentes aos anéis aromaticos A e B apresentaram, em sua maioria,
sobreposicao entre si, dificultando a distingdo individual dos hidrogénios. O sinal
observado em 8,21 ppm, integrado para dois protons, foi atribuido aos hidrogénios H-
4 (anel A) e H-11 (anel B), apresentando perfil semelhante a um duplo dubleto com
constantes de acoplamento de J = 8,0 e 1,7 Hz. Em 7,58 ppm verificou-se um
multipleto, resultante da sobreposi¢cao dos hidrogénios H-2 (anel A) e H-14 (anel B).
Ja em 7,48 ppm observou-se um quinteto, atribuido aos hidrogénios H-12 e H-13 (anel
B), com constante de acoplamento de J = 7,3 Hz. Por fim, em 7,02 ppm identificou-se
um multipleto correspondente aos hidrogénios H-1 e H-3 (anel A), conforme ilustrado

na Figura 20.
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Figura 20 - Espectro de RMN de "H expandido (DMSO-ds;400MHZz) da chalcona 9
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4.2 Sintese e caracterizagdao dos complexos

Para sintese dos complexos (Esquema 2) solubilizou-se a chalcona
correspondente em acetonitrila. Em seguida adicionou-se uma solugdo de
Tetracloropaladato (K2PdCls) e deixou-se em agitagdo por 48 horas. O fim da reagéo
foi marcado pela formacgao de precipitado, que por sua vez foi lavado com acetonitrila,
etanol e agua. Os rendimentos variaram da 27 a 72%. Em todos os complexos
derivados da chalconas com nucleo fendlico (7C-10C) houve a necessidade da adigéo

de NaOH, a fim de garantir a complexacgao.
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Esquema 2 — Sintese dos complexos de paladio(ll) (7C—-14C) derivados de chalconas fendlicas (7—10)

e naftdlicas (11-14) em acetonitrila.
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(13)R=Cl (12C)72%
(14)R=OMe (13C)55%

(14C)39%
Fonte: proprio autor

Durante a caracterizagdo estrutural, observou-se que o0s complexos
apresentaram dois modos principais de coordenagao podendo ser bidentada via
oxigénio carbonilico e grupo fendlico desprotonado, com substituigdo total dos ions
cloreto do precursor ou coordenagao monodentada apenas via oxigénio carbonilico,
mantendo dois ions de cloro coordenados ao paladio. Esses diferentes modos de
coordenacao foram inferidos a partir de evidéncias espectroscépicas obtidas por FTIR,
UV-Vis, RMN e espectrometria de massas. Destaca-se ainda que, apesar de algumas
sinteses terem sidos conduzidas em meio basico com presenca de NaOH,
favorecendo a desprotonagéao dos grupos fendélicos, nem todos os ligantes conduziram
a formagéo de complexos bidentados. Essa observagédo sugere que a coordenagéo
efetiva depende ndo apenas da disponibilidade de sitios doadores, mas também do

arranjo espacial e da interagéo eletrénica entre os ligantes e o centro metalico.

Avaliou-se os espectros vibracionais na regido do infravermelho observando
principalmente as bandas na regido compreendida entre 1668-1645 cm' s3o

atribuidas as frequéncias vibracionais do grupo C=0 '?° as bandas da ligagdo do
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alceno em geral ficam na regido de 1602 cm™' 130 e as bandas entre 3400 cm™' e 3200
cm', que sdo caracteristicas do grupo hidroxila, ligados a anéis aromaticos'3",
deslocamentos observados nessas regides podem indicar o modo de coordenagao do
paladio.

A analise espectrofotométrica na regido do UV-Vis dos ligantes chalcona (01 a
08) e de seus respectivos complexos com paladio revelou padrbes espectrais que sao
compativeis com a formacdo dos complexos e com a modificagdo do ambiente
eletrénico dos ligantes. Em todos os casos, os ligantes livres apresentaram bandas
de absorgao caracteristicas, majoritariamente atribuidas a transi¢des T —» M e n —
1%, localizadas geralmente entre 280 e 460 nm, associadas a presenga de sistemas
eletrénicos conjugados envolvendo grupos carbonila, hidroxila, anéis aromaticos e
duplas ligagdes do tipo C=C %2,

A complexagdo com o paladio(ll) promoveu, de forma recorrente,
deslocamentos hipsocromicos (para menores comprimentos de onda) nas bandas 1
— T1%, indicando uma redugdo da conjugacgao eletrébnica no ligante devido a
coordenacdo dos atomos doadores — especialmente os oxigénios da hidroxila e da
carbonila — ao centro metalico®®. Além disso, foi frequentemente observado o
surgimento de novas bandas de absor¢ao, geralmente entre 400 e 460 nm, atribuidas
a transigdes do tipo LMCT (transferéncia de carga do ligante para o metal) ou MLCT
(transferéncia de carga de metal para ligante), comuns em complexos de metais de
transigdo como o paladio(ll) '33. Essas bandas adicionais reforgam a existéncia de
interacéo eletrénica entre os orbitais do ligante e os do ion metalico, confirmando a
formacéo efetiva dos complexos.

Além disso, os espectros de RMN foram utilizados a fim de verificar possiveis
deslocamentos nas ligagdes que indiquem também a coordenagao. Nos espectros das
chalconas os hidrogénios ligados a carbonos sp? devem-se apresentar entre 8,1-7,0
ppm. Os hidrogénios aromaticos aparecem como duplo dubleto com valores de
constante de acoplamento de aproximadamente J =8,0 Hz para hidrogénios em orto
e J = 2,0 Hz para acoplamento em meta. Os hidrogénios a e B carbonilicos se
apresentam como dubletos por volta de 8,0 ppm e constante de acoplamento vicinal
J = 15,0 Hz, indicando o isbmero E. Vale destacar que pelo fato de a técnica utilizar
de solventes deuterado ha a possibilidade de ndo haver a banda hidroxila no espectro
0 que pode dificultar a inferéncia desse modo de coordenacdo. Ainda assim,

deslocamentos quimicos observados para os protons a e B carbonilicos apés a
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complexacao sugerem alteragdes no ambiente eletronico do ligante decorrentes da
coordenacéao ao paladio.

Por fim a espectrometria de massas de alta resolugao foi utilizada para a
caracterizacdo dos complexos metalicos, demonstrando-se uma ferramenta
complementar e essencial para elucidagao estrutural. Essa técnica contribui para a
identificacdo dos compostos com base nos valores de m/z, além da observagao de
fragmentos relacionados tanto ao ligante quanto ao centro metalico. A analise do
padrao isotdpico caracteristico do paladio, com seis is6topos estaveis com
abundancias significativas (principalmente '°°Pd, '®*Pd e ''°Pd), contribuiu para a
confirmacao da presenga do metal nos complexos, por meio de padrées de multiplos

(M, M+2, M+4) picos bem definidos nos espectros.

4.3 Espectroscopia vibracional na regiao do infravermelho

Para avaliar as alteragdes estruturais decorrentes da complexacéo dos ligantes
com Pd(Il), foram registrados os espectros de FTIR de todos os complexos e de seus
respectivos ligantes livres. Os principais valores das bandas associadas aos grupos
funcionais analisados incluem: o estiramento O-H (regido 3500-3200 cm™), o
estiramento C—H aromatico (3100-3000 cm™), o estiramento da carbonila conjugada
C=0 (1650-1620 cm™), as bandas de C=C aromatico/conjugado (1600-1500 cm™),
o estiramento C-O fendlico (aprox. 1250-1150 cm™), a deformacgéo fora do plano C—

H vinilico trans (~970 cm™) — est&o resumidos na Tabela 1.

Tabela 1 - Principais bandas de FTIR (cm™) dos ligantes e respectivos complexos de Pd(ll).

v(O-H) v(C—H) v(C=0) v(C=C) v(C-0) Y(C-H)
aromatico conjugado arom./conj. (fenol/Ar-0O) vinilico trans
(cm™) (cm™) (cm™) (cm™) (cm™)
7 — 3056/ 3026 1636 1567 1199/ 1151 975
7C 3348 3056/ 3021 1618 / 1605 1536/1605 1195 972
8 — 3042 1685 1636 / 1560 1263 986
8C — 3081 1618 / 1605 1535/ 1483 1193 /1137 —
(mascarada)
9 — 3068 1638 1571/1483/ 1202/1154 973

1439
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9C — 3058 1621 1606/ 1549/ 1196/ 1161 967
1510
10 3151 — 1636/1618 1583/1518 1022 —
10C 3077 — 1685 1638/1569/1 1022 —
486
11 3319 3053 1625 1612/1510 1200 971
11C — 3056 1631 161271519 1245 971
12 3352 3042 1632 /1610 1559 1195 —
12C — 3057 1613/1511/ 1511 /1473 / 1199 —
1473 1394
13 3422 3066 / 3042 1631 1606 / 1562 1144 —
13C 3314 3055 1627 1573 / 1467 1060 —
14 — 3053 1623 1571 1196 /1148 / 745
1062
14C — 3045 1627 1608 / 1558 1241/ 1142 977 /745

A analise comparativa dos espectros de FTIR das chalconas e de seus
respectivos complexos de Pd(Il) evidenciou alteragcbes em bandas associadas aos
principais grupos funcionais. O estiramento O—H, bem definido nos ligantes 10, 11, 12
e 13 (3151-3422 cm™), tende a desaparecer ou apresentar-se reduzido nos
complexos correspondentes, o que é compativel com a participagdo do oxigénio
fendlico no processo de coordenagdo ao metal’*. Em relagdo ao estiramento C—-H
aromatico, todos os ligantes apresentaram sinais em torno de 3040-3068 cm™,
enquanto nos complexos foi observado um deslocamento discreto, com bandas entre
3045 e 3081 cm™, indicando alteragdo do ambiente eletronico dos anéis aromaticos
apés a complexacdo. A fim de exemplificar a observagdo do estiramento O-H

apresenta-se a figura 21.

Figura 21 — Espectro de FTIR do ligante 11, registrado na regido de 4000—400 cm™
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As maiores modificagdes foram verificadas no estiramento da carbonila a,[3-
insaturada (C=0), que nos ligantes aparece em 1623-1685 cm™, deslocando-se
sistematicamente para valores mais baixos nos complexos (1613-1631 cm™). Esse
comportamento confirma a coordenagao da carbonila ao centro metalico, reduzindo a
densidade eletrénica da ligagdo C=0"3%136_ De forma semelhante, os modos de C=C
aromatico/conjugado sofreram reorganizagdo: enquanto os ligantes mostraram
absorcgdes entre 1560-1571 cm™, os complexos exibiram multiplos sinais distribuidos
na faixa de 1535-1608 cm™, reflexo da perturbagao do sistema 1T conjugado apods a

ligacdo ao Pd(Il). Essas alteragdes sdao mostradas na figura 22.

Figura 22 - Espectros de FTIR do ligante chalcona 11 e de seu respectivo complexo de paladio(ll)
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As bandas de C-0 fendlico (1144-1263 cm™) também apresentaram variagdes
importantes. Nos ligantes, os valores concentram-se entre 1144 e 1263 cm™,
enquanto nos complexos ha deslocamentos e redistribuicbes (1060-1245 cm™),
reforgcando o envolvimento do oxigénio fendlico na coordenacgao. A deformacéo fora
do plano C—H vinilico trans, registrada de forma clara nos ligantes (975-986 cm™), em
alguns complexos aparece levemente deslocada (967 cm™, complexo 9C; 972 cm™,
complexo 7C) ou mascarada (complexo 8C), sugerindo que a configuragao trans da
enona é em geral mantida, ainda que com variagdes de intensidade.

De modo geral, os deslocamentos observados em v(C=0) e v(C-0),
associados a supressdo ou modificacdo de v(O-H), constituem fortes evidéncias de
gue a complexacédo das chalconas com Pd(ll) ocorre predominantemente via carbonila
e grupo fendlico. A manutengcdo das bandas de v(C-H) aromatico e y(C—H) trans
demonstra que a integridade estrutural do sistema conjugado é preservada apds a

coordenacao, ainda que com alteragdes eletrénicas detectaveis nos espectros.

4.4 Espectrofotometria de absorg¢ao na regiao do UV-vis

A espectroscopia de absorgao na regido ultravioleta-visivel (UV-Vis) foi utilizada
para complementar a analise estrutural dos complexos de paladio derivados das
chalconas. Esta técnica permite investigar alteragcbes no ambiente eletrbnico dos
ligantes, especialmente em sistemas conjugados envolvendo carbonilas, duplas

ligacbes C=C e anéis aromaticos, fornecendo informagdes sobre interacdes metal-
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ligante e mudangas na distribuicdo eletrénica’’ 138, A Tabela 2 resume os principais
comprimentos de onda observados para os ligantes livres e seus complexos,

destacando os efeitos da complexag&o sobre os sistemas eletrénicos conjugados.

Tabela 2- Dados de Absorgéo UV-Vis dos Ligantes Chalconas e seus Complexos de Paladio

Ligante (Amax, Complexo (Amax,

Numero Observagoes
nm) nm)
~340 ~320 Deslocamento hipsocrémico
~340 ~320, 450 Deslocamento hipsocrédmico e MLCT
9 322 319, 455 Hipercromico e MLCT
10 ~280, 370-390 ~310-330, 360-370 Deslocamento hipsocrémico e MLCT
11 <350, 350-500 Bandas deslocadas Hipsocrémico e deslocamento hipsocrémico
12 325, 460 ~300, 325, 400 Multiplas bandas e MLCT
13 373, 455 353, 428 Deslocamento hipsocrémico e MLCT

Deslocamento hipsocrémico sem perda de
14 330, 440 320, 410
intensidade

*MLCT- transferéncias de carga metal-ligante

A anadlise dos espectros revela que a complexagdo com Pd(ll) provoca
deslocamentos hipsocromicos em diversos complexos, como 7C, 8C, 10C, 13C e 14C,
refletindo aumento da energia das transi¢gdes TT—11*. Este efeito pode ser interpretado
como resultado da influéncia do paladio sobre a conjugacgao eletrénica do ligante,
afetando a distribuicdo de densidade nos orbitais T e 1. A interacdo com o centro
metalico pode desestabilizar o orbital ™™ do ligante ou estabilizar o orbital T,
aumentando o GAP energético entre HOMO e LUMO, resultando em transi¢cdes de
maior energia’3®.

Além dos deslocamentos, a presengca de bandas adicionais em regides de
maior comprimento de onda, tipicas de transferéncias de carga metal-ligante (MLCT),
foi observada em complexos como 8C, 9C, 10C, 12C e 13C. Essas transicboes
envolvem a excitagcédo de elétrons do orbital d do paladio para orbitais " do ligante e
sdo indicativas da formagao efetiva dos complexos. A Figura 23 é apresentada para
exemplificar esses efeitos, demonstrando o aumento da intensidade da banda e o

surgimento das bandas caracteristicas de MLCT nos espectros eletronicos obtidos.

Figura 23- Espectro de absorgédo UV-Vis do ligante 9 e do complexo 9C em solucéo de acetonitrila
(107 mol L™).
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Comparando os complexos monodentados (7C, 9C e 11C) com os bidentados,
nota-se que os monodentados apresentam padrdes mais simples de deslocamento,
geralmente hipscrdmico, com intensidade variavel, e em alguns casos bandas de
MLCT discretas ou ausentes (como em 7C). Ja os complexos bidentados exibem
multiplas bandas, deslocamentos hipsocromicos combinados com MLCT e alteragdes

mais complexas na intensidade, refletindo maior influéncia do paladio sobre diferentes
regides conjugadas do ligante.

Observagcdes especificas reforcam essa interpretacdo: 7C apresenta

deslocamento hipsocromico de ~340 nm para ~320 nm sem bandas MLCT visiveis,
indicando que a conjugacéao é afetada, mas a transferéncia de carga para a regiao
visivel € minima. Em 11C, o deslocamento de banda acompanhado de diminuicédo de
intensidade evidencia uma interagdo distinta entre ligante e metal, sugerindo
reorganizagdes eletrénicas particulares.
Em resumo, a analise por UV-vis sugere a formag¢ao dos complexos de paladio
e demonstra que a coordenagdo altera a distribuicdo eletrénica dos ligantes. Os
deslocamentos hipsocréomicos refletem mudangas na conjugagédo e na energia dos
orbitais moleculares, enquanto as bandas MLCT indicam a ocorréncia de transferéncia

de carga metal-ligante. Esses resultados complementam as observagdes de FTIR,
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fornecendo uma visdo mais completa das interagcdes metal-ligante e das alteragdes

eletronicas induzidas nos complexos.

4.5 Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear de 'H (RMN de
1H)

Em conjunto com as analises por FTIR e UV-Vis, a espectroscopia de RMN 'H
foi utilizada para investigar alteragcbes nos ambientes eletrdbnicos dos hidrogénios
presentes nos ligantes chalconas ap6s a complexagdo com Pd(ll). Essa técnica
fornece informacdes detalhadas sobre os protons contidos na molécula, permitindo
identificar mudancas sutis nos deslocamentos quimicos decorrentes da interagao com

0 centro metalico.

Enquanto FTIR evidenciou alteragdes no ambiente eletrbnico dos grupos
funcionais e UV-Vis revelou mudangas na distribuicao eletrénica global dos ligantes,
a RMN "H oferece uma visdo local das modificagbes eletrénicas, permitindo observar
deslocamentos de sinais e alteragdes nos padrdes de acoplamento que refletem a
influéncia da coordenacdo do paladio sobre os ligantes. A andlise destes
deslocamentos fornece indicios sobre possiveis interagées metal-ligante e sobre a
manutengdo ou reorganizagédo de grupos funcionais especificos durante a formagao

dos complexos.

Portanto, a RMN 'H constitui uma etapa fundamental na caracterizagéo
estrutural, complementando as técnicas previamente aplicadas e permitindo uma
interpretacdo mais detalhada da influéncia do Pd(Il) sobre os ligantes chalconas. Os
deslocamentos quimicos observados nos ligantes e seus respectivos complexos
(tabela 3) fornecem informacdes sobre alteracbes do ambiente eletrbnico,
especialmente nos prétons a e B da unidade a,B-insaturada e nos prétons fendlicos

ou naftolicos.

Tabela 3 - Deslocamentos quimicos observados por RMN 'H

Amostra 6(OH) ©&(Ha carbonilico) &(HB carbonilico)
7 - 7,42 7,57
7C 12,45 7,83 8,01
8 - 7,88 8,08
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8C - 7,91 8,07
9 12,24 8,06 8,12
9C 12,23 8,07 8,13
10 - 7,58 7,80
10C - 7,56 7,98
11 - 7,73 8,00
11C - 7,73 7,99
12 - 7,65 8,39
12C - 8,04 8,22
13 - 7,91 8,39
13C - 8,25 8,25
14 - 8,18 8,29
14C - 7,29 7,46

A comparagdo entre os ligantes e os respectivos complexos evidencia
alteracdes nos deslocamentos quimicos, particularmente nos protons adjacentes ao
grupo carbonila (Ha e HB).

Nos derivados fendlicos (7C-10C), observa-se o aparecimento ou a
manutengao do sinal do proton hidroxilico em & = 12 ppm (casos de 7C, 8C e 9C),
indicando que o grupo OH permanece protonado apos a complexacdo. Esse
comportamento indica que as alteracdes observadas decorrem de interacdes indiretas
entre o grupo hidroxila e o entorno de coordenacgao, e nao de ligagao direta ao centro
metalico. No complexo 10C, por outro lado, o sinal do OH nao é detectado, fato que
pode estar relacionado a coordenagédo bidentada. Os deslocamentos registrados para
Ha e HB nesses derivados indicam tanto blindagem quanto desblindagem relativa,
refletindo alteragbes na densidade eletrbnica da unidade a,B-insaturada em
consequéncia da complexagdo. A fim de exemplificar os possiveis efeitos da

coordenacéo a figura 24 apresenta uma comparagao entre o ligante e o complexo 10.
Figura 24- Espectros de RMN de "H do ligante 10 e complexo 10C obtido em DMSO-d¢ (400 MHz).
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A comparacao entre os espectros de RMN'H do ligante livre e do respectivo
complexo revelou perfis de sinais semelhantes, diferindo principalmente nos
deslocamentos quimicos induzidos pela coordenacdo ao paladio. O proton Ha
carbonilico apresentou um leve deslocamento para campo alto, de 7,58 para 7,56 ppm
(Ad = 0,02 ppm), indicando um discreto efeito de blindagem associado a redistribuicdo
eletrébnica do sistema conjugado apos a coordenagédo. Em contraste, o préton Hf
carbonilico exibiu um deslocamento mais pronunciado para campo baixo, de 7,80 para
7,98 ppm (Ad = 0,18 ppm), sugerindo desblindagem decorrente da polarizagao
eletrébnica induzida pela interacdo metal-ligante. Esses resultados indicam que a
coordenacdo ao centro metalico afeta de forma diferenciada os protons do sistema
a,B-insaturado, refletindo alterag¢des locais na densidade eletrénica sem modificagao
estrutural do ligante.

Nos derivados naftélicos (11C-14C), ndo foram observados sinais de OH em
nenhum dos ligantes ou complexos, em consonancia com a maior acidez intrinseca e
a propensao a troca protdnica caracteristica desse tipo de hidroxila. Apesar disso, 0s
deslocamentos de Ha e HB séo observados, sugerindo que a coordenagéo ao paladio
afeta o ambiente eletrénico da enona conjugada. Em especial, destaca-se o complexo

14C, no qual os sinais de Ha e HB sofrem deslocamentos, evidenciando uma
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redistribuicao significativa da densidade eletronica.

Logo, os dados de RMN'H sugerem que a carbonila € o sitio predominante de
coordenacéao, e que a complexacao ao paladio promove alteragdes sistematicas na
densidade eletrénica da unidade a,B-insaturada das chalconas.

4.6 Analise termogravimétrica (TG)

A anadlise termogravimétrica (TGA) foi empregada para avaliar o
comportamento térmico dos complexos de paladio(ll) sintetizados, permitindo
identificar as etapas de decomposicao, as faixas de temperatura e as porcentagens
de perda de massa correspondentes a cada evento térmico.

As massas iniciais (mi) e finais (mf) das amostras foram registradas
automaticamente pelo analisador termogravimétrico. As porcentagens de perda de

massa (%Am) e de residuo (%R) foram calculadas de acordo com as expressoées:

(mi — mf)
m.

Y%Am = -100

%R =™ 100
mi

Para fins de comparacao, as perdas de massa tedricas foram determinadas a
partir da relagdo entre as massas molares dos fragmentos eliminados e do complexo

metalico, conforme a equacéo:

— Mfragmento . 1 00

%Am

calc
complexo

onde MgagmentoCOrresponde a massa molar do grupo eliminado (por exemplo,
HCI, HF, fragmentos organicos) € M¢omplexo € @ massa molar total do composto.

A partir da comparacéao entre os valores experimentais e tedricos, foi possivel
identificar as etapas de perda de solvente, eliminagdo de espécies halogenadas
volateis (HCI, HF), degradacdo do ligante organico e oxidacdo final de residuos
carbonaceos. Os estagios de decomposicao, a faixa de temperatura, as porcentagens
de perda de massa, bem como os produtos de decomposi¢cao, sao apresentados na
Tabela 4.
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Tabela 4 - Etapas de decomposicdo térmica (TG) dos complexos de paladio, incluindo faixa de

decomposicao, perda de massa e residuos finais.

. DTG
Complexo Faixa de max Perda de Atribuicao / Produto de decomposigéao
P TG (°C) cc)  ™massa (%) ¢ posic
7C 30-150 — 0,3 Eliminagao de tragos de solvente ou umidade
150-220 195 10,2 Liberacdo de HCl e |p|C|o da decomposicao
do ligante
Decomposigao do ligante aromatico com
220-300 256 34,0 perda de fragmentos organicos (CO, CO,,
CeHa)
Oxidacéo parcial da matriz orgénica e
300-500 421 20,9 formagao de PdO + C
Oxidagao final do carbono residual —
800-950 854 4.8 residuo: PdO + 5C (29,2%)
8C 30-150 147 0,3 Eliminagao de umidade adsorvida
150-230 190 30,6 Inicio da decomposigao do I!gante com saida
de HF e fragmentos B-insaturados
Decomposigao principal do esqueleto
230-800 259 48,0 aromatico com liberagao de CO, e volateis
fluorados
Oxidagéo do carbono residual — residuo: Pd
800-950 847 3.3 metalico (17,8%)
9C 30-150 149 1,2 Remocéo de solvente / umidade
150—260 296 68.7 Eliminagédo de HCI g decomposigéo inicial do
ligante
260-500 261 17.2 Degradacao da estrutura aromatica (formagao
de CO, e fragmentos clorados)
Oxidacao final de carbono — residuo: PdO +
500-1000 995 2,1 C (10,8%)
10C 150-220 215 207 Decompospao inicial de grgpos laterais e [3-
insaturados do ligante
Decomposigao principal do esqueleto
220-300 276 49,1 aromatico (liberagdo de CO, e fragmentos
CeHs)
300—400 306 8,5 Oxidagao parcial da matriz carbonacea
Oxidacao final — residuo: Pd metalico
800-950 843 4,3 (17,7%)
1C 30-150 54 2,3 Perda de umidade e solvente
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150-300 275 47.0 Eliminagdo de HCI e inicio da degradagao do

ligante
. Decomposigao principal do sistema aromatico
300-400 304 39,5 conjugado (CO, CO,, fragmentos C¢cH,CI)
400-1000 844 29 Oxidacao final — residuo: Pd/PdO (8,3%)
12C 30-150 — 0,7 Remocgao de solvente / umidade adsorvida
150-250 . 14.5 I.n|C|o qa decomposigao do Ilganteh, gom
liberacdo de HF e fragmentos orgénicos
. . Decomposigéo principal do esqueleto
250-350 32,4 aromatico (CO,, C¢Hs, CO)
Oxidagao complementar do carbono —
350-430 T 37,6 residuo: Pd metalico (15,2%)
13C 30-150 — 0,8 Eliminagao de tracos de solvente
150-300 290 34,2 Inicio da decomposwggldo ligante e saida de
300-500 440 54.6 Decomposicao do’ egqueleto aromatico (CO,
e volateis clorados)
500-1000 860 21 Oxidacao final — residuo: Pd/PdO (8,2%)
14C 30-150 — 1,0 Remocgao de umidade residual
150-250 248 19,1 Decomposigao |n|c_|al de grupos laterais do
ligante
250-350 300 60.5 Decomposm;ao prmqpal do S|§tgma -
conjugado e oxidagao organica
. Degradacao complementar e formagao de
350-450 351 10,7 PdO + C
450-1000 886 29 Oxidacao final — residuo: Pd/PdO (5,9%)

A fim de exemplificar, o procedimento de interpretacao e calculo das variagdes
de massa utilizou-se o complexo 10C. A amostra apresentou comportamento térmico
tipico de complexos de paladio(ll) contendo ligantes orgénicos do tipo chalcona,
exibindo quatro estagios principais de decomposigéo, conforme indicado na Tabela 4.

A partir da curva TG, observou-se que a massa inicial (mi) da amostra foi de
2,147 mg e a massa final (m#), obtida apds 950 °C, foi de 0,380 mg. Assim, a perda

total de massa experimental (Am%) foi calculada pela Equagéo:

(2,147 - 0,380)
2147

Y%Am = 100 =82,3%
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Esse valor € compativel com o comportamento esperado para a eliminagao da
fragdo organica do complexo, indicando que cerca de 17,7 % da massa inicial
permanece como residuo inorganico ao final da decomposigéo térmica.

A massa molar do complexo C3,H,s0O4Pd € M = 612,97 g-mol™, sendo a fragéo
tedrica correspondente ao metal calculada pela razao:

%Pd,, =12042 460_17 49
612,97

O valor experimental obtido (17,7 %) € compativel com o tedrico, confirmando
que o residuo final é constituido por paladio metalico (Pd°®), resultante da oxidag&o
completa da matriz organica.

O mesmo procedimento de calculo foi aplicado a todos os demais complexos
da série (anexos 8.5), permitindo comparar a estabilidade térmica e a natureza dos
residuos entre os sistemas fendlicos, naftdlicos, clorados e fluorados.

Eles apresentaram boa estabilidade térmica até aproximadamente 200 °C, sem
perdas de massa significativas, o que indica a auséncia de moléculas de solvente
coordenadas ou de hidratagdo. A decomposi¢ao dos ligantes iniciou-se entre 200 e
250 °C, com as principais etapas de degradacédo ocorrendo até cerca de 400 °C,
associadas a ruptura do sistema 1-conjugado e a oxidagéo progressiva do esqueleto
aromatico. Esse comportamento € tipico de compostos de coordenagao contendo
grupos carbonilicos e insaturados conjugados ao centro metalico.

Os complexos de nucleo fendlico (7C-10C) exibiram perfis de decomposi¢ao
bem definidos, com residuos entre 17 e 30%, compativeis com a formagao de Pd°,
PdO ou PdO + C. Dentro desse grupo, o complexo 8C apresentou maior estabilidade
térmica e residuo final préximo ao valor tedérico, enquanto os sistemas clorados (7C e
9C) mostraram perdas de massa mais acentuadas e residuos inferiores. O complexo
10C, contendo grupos metoxila, apresentou decomposi¢géo mais gradual, com residuo
coerente com a presenga de Pd metalico, refletindo o efeito estabilizador de
substituintes doadores de elétrons.

Por outro lado, os complexos de nucleo naftélico (11C-14C) apresentaram
residuos menores, variando entre 5 e 15%, indicando maior susceptibilidade a
oxidagdo e a volatilizagdo de fragmentos orgéanicos'%'4!. Esse comportamento é
coerente com a maior extensdo do sistema aromatico conjugado, que, embora

favoreca a deslocalizagao eletronica, também intensifica a degradagao oxidativa em
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temperaturas elevadas. Os sistemas fluorados (12C) mantiveram residuos préximos
aos valores tedricos para Pd metalico, enquanto os clorados (11C e 13C) mostraram
valores abaixo dos teoricos, associados a volatilizagao parcial de PdOx e PdCI, em
atmosfera oxidante41142,

Apesar das variagdes, o conjunto dos resultados demonstra que os complexos
apresentam perfis térmicos consistentes e que a decomposicdo controlada dos
ligantes conduz a formacgao de residuos compostos majoritariamente por paladio
metalico ou PdO. Assim, as analises termogravimétricas reforcam a estabilidade
térmica e a robustez estrutural dos sistemas coordenados, além de evidenciar a
influéncia dos substituintes aromaticos sobre a resisténcia térmica e o modo de

decomposicao.

4.7 Analise Elementar

A analise elementar (CHN) dos complexos de paladio foi realizada para avaliar
a composicao quimica e a pureza das espécies obtidas. Os resultados experimentais
foram comparados com os valores teoricos calculados a partir das formulas
moleculares dos complexos, permitindo uma avaliacdo detalhada da correspondéncia

entre a sintese e a estrutura prevista (Tabela 5).

Tabela 5 - Resultados de analise elementar (CHN) dos complexos de paladio: comparagao entre

valores experimentais e tedricos.

Amostra Carbono (%) Carbono Hidrogénio (%) Hidrogénio Nitrogénio
experimental (%) teérico experimental (%) teérico (%)
7C 55,219 57,57 3,056 3,87 0
8C 60,017 61,19 3,159 3,42 0
9C 64,506 51,87 3,674 3,19 0
10C 72,153 62,7 53 4,28 0
11C 68,893 62,87 3,831 3,89 0
12C 66,102 66,24 3,437 3,51 0
13C 64,588 63,22 3,764 3,35 0
14C 70,743 67,37 4,074 4,27 0

A comparacao entre os valores experimentais e tedricos evidencia que, embora

alguns resultados apresentem boa compatibilidade com as férmulas moleculares
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propostas, parte das amostras exibe desvios superiores ao intervalo classico de £0,3
a +0,5% usualmente citado para C e H em analises elementares. Tais variagdes
podem estar associadas a fatores inerentes a técnica, como retencdo residual de
solventes, hidratagdo parcial, heterogeneidade da amostra ou limitagdes do processo
de combustdo, especialmente em complexos metalicos contendo metais pesados3.

Nos complexos fendlicos (7-10C), o complexo 7C apresenta pequenas
diferencas em relagcéo ao tedrico (C: 55,22% experimental vs. 57,57% teorico; H:
3,06% vs. 3,87%), dentro do intervalo aceitavel. O complexo 9C apresenta diferenca
mais acentuada no carbono (64,51% experimental vs. 51,87% tedrico), ligeiramente
acima do esperado, possivelmente devido a variagbes na homogeneidade da amostra
ou pequenas impurezas organicas. O complexo 10C apresenta valores de C e H
superiores aos teoricos (72,15% e 5,3% vs. 62,7% e 4,28%), indicando que a amostra
pode ter retido solvente ou conter pequenas impurezas, justificando o desvio maior.

Nos complexos naftolicos (11-14C), os valores experimentais de carbono e
hidrogénio estéo ligeiramente acima dos tedricos, mas permanecem dentro de limites
aceitaveis para analises elementares de complexos metalicos. A auséncia de
nitrogénio em todas as amostras confirma que os ligantes e complexos ndo contém
grupos nitrogenados, em concordancia com a composigao estrutural das chalconas
utilizadas.

De maneira geral, a analise CHN corrobora a formula quimica dos complexos
de paladio e indica que a sintese foi bem-sucedida, produzindo compostos com boa
pureza. Pequenas diferencas entre os valores experimentais e teéricos podem ser
atribuidas a fatores como tragos de solventes residuais, hidratagao parcial ou

limitagdes inerentes a técnica analitica.

4.8 Espectrometria de massas

A caracterizagdo dos complexos de paladio foi complementada pela
espectrometria de massas, permitindo confirmar a formacao das espécies sintetizadas
e a integridade das suas formulas moleculares. Para todos os complexos estudados,
foram observados os ions correspondentes ao aduto de hidrogénio [M+H]*, coerentes
com as massas esperadas para suas respectivas formulas quimicas.

O complexo 7C apresentou o ion molecular em m/z 625,838, compativel com a
férmula C30H,,Cl,O,Pd (Figura 25).
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Figura 25 - Comparagao entre os espectros de massas experimental (A) e tedérico(B) do complexo 7C
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E o complexo 8C exibiu m/z 588,91, correspondente a C;,H,,F,0,Pd (Figura

26).

Figura 26 - Comparagao entre os espectros de massas experimental (A) e tedérico(B) do complexo 8C
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Em seguida, o complexo 9C apresentou o ion molecular em m/z 694,54,

coerente com C3,H,,CIl,O,Pd (Figura 27).

Figura 27 - Comparagéao entre os espectros de massas experimental (A) e teérico(B) do complexo 9C
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O complexo 10C mostrou o sinal em m/z 613,48, compativel com a formula

C3,H,604Pd (Figura 28).

Figura 28 - Comparagao entre os espectros de massas experimental (A) e tedrico(B) do complexo 10C
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De forma similar, o complexo 11C apresentou m/z 725,17, correspondendo a

C33H23C|204Pd (Figura 29)

Figura 29 - Comparacéao entre os espectros de massas experimental (A) e tedrico(B) do complexo 11C
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Enquanto o0 12C exibiu m/z 689,16, consistente com CsgH,,F,O,Pd (Figura 30).

Figura 30 - Comparagao entre os espectros de massas experimental (A) e tedrico(B) do complexo 12C
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O complexo 13C revelou o ion molecular em m/z 721,08, confirmando a
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composi¢éo CsgH,,Cl,0,Pd (Figura 31).

Figura 31 - Comparagao entre os espectros de massas experimental (A) e tedrico(B) do complexo 13C
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E o complexo 14C apresentou m/z 713,44, coerente com C,oH3,04Pd (Figura

32).

Figura 32 - Comparagao entre os espectros de massas experimental (A) e tedrico(B) do complexo 14C
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Além da correspondéncia dos sinais de m/z com os valores esperados para as
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espécies propostas, a analise dos espectros de massas revelou padrdes isotopicos
distintos entre os complexos, compativeis com a composicao elementar especifica de
cada sistema e com a presenca do centro metalico. Embora os padrdes isotopicos
ndo sejam idénticos entre as amostras, a distribuicdo dos sinais observados é
consistente com a ocorréncia de multiplos isétopos naturais do paladio e com
diferentes combinagbes de fragmentacdo e adutos. Adicionalmente, foram
identificados ions fragmentarios atribuidos a perdas parciais da cadeia orgéanica,
tipicas de processos de fragmentagdo em espectrometria de massas de complexos
metalicos (vide anexo 9.6).

Em conjunto, os dados de espectrometria de massas corroboram a formacgao
dos complexos de paladio estudados, indicando suas massas moleculares, a
presenga do metal na estrutura e a integridade das estruturas propostas.

5 ESTUDOS IN SILICO

5.1 Predicao de espectros de atividade dos complexos

Com a finalidade de direcionar e realizar os experimentos de atividade bioldgica
de maneira mais assertiva, realizou-se uma busca através do servidor online PASS
prediction’*, onde o PASS (Predi¢do de Espectros de Atividade para Substéancias) é
um software projetado como uma ferramenta para avaliar o potencial biolégico geral
de uma molécula. O PASS fornece previsdes simultaneas de muitos tipos de atividade
biolégica com base na estrutura de compostos organicos.

O PASS Utiliza relagao de estrutura atividade para poder prever as possiveis
atividades biolégicas para cada composto e apresenta os dados em tabelas com
colunas como Pa, Pi e IEP que significam “probabilidade de ser ativo”, “probabilidade
de inatividade” e “erro invariante da previsao”, respectivamente. Esses valores variam
de 0 a 1 onde quanto mais proximo a 1 maior € a probabilidade de o composto
apresentar determinado tipo de atividade. A selecdo das atividades considerou
relevancia farmacoldgica das atividades sugeridas, priorizando aquelas relacionadas
ao perfil terapéutico de interesse — como agao antineoplasica, inibicado de urease e
atividade antibacteriana — de modo a integrar as previsbes computacionais com o0s

ensaios bioldgicos realizados experimentalmente.
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Tabela 6 — Valores de PA e Pl do PASS

Integridade da

Apoptose Antitumoral membrana

Substéncia

bacteriana

PA PI PA PI PA Pl
7 0,787 0,009 0,704 0,025 0,913 0,008
7C 0,998 0,001 0,995 0,003 0,781 0,04
8 0,528 0,036 0,57 0,052 0,842 0,026
8C 0,491 0,042 0,521 0,065 0,715 0,052
9 0,537 0,034 0,512 0,068 0,882 0,016
9C 0,997 0,001 0,979 0,004 0,629 0,068
10 0,786 0,009 0,676 0,03 0,86 0,022
10C 0,796 0,008 0,673 0,036 0,782 0,04
11 0,736 0,012 0,684 0,029 0,873 0,018
11C 0,997 0,001 0,992 0,003 0,596 0,076
12 0,492 0,042 0,558 0,055 0,713 0,053
12C 0,515 0,038 0,555 0,055 0,516 0,098
13 0,5 0,04 0,504 0,07 0,813 0,033
13C 0,208 0,108 0,487 0,076 0,639 0,066
14 0,738 0,012 0,649 0,035 0,781 0,04
14C 0,8 0,008 0,664 0,032 0,588 0,078

Os resultados apresentados na Tabela 6 demonstram que a complexacao dos
ligantes tem um impacto profundo e multifacetado nas suas propriedades bioldgicas.
A analise comparativa revelou que, para as atividades de apoptose e antitumoral, a
complexacéao é frequentemente uma estratégia eficaz para aumentar a probabilidade
de atividade. Este efeito pode estar relacionado a estabilizacdo conformacional,
aumento da biodisponibilidade ou melhoria na especificidade de ligagédo a alvos
bioldgicos relevantes. No entanto, € crucial notar que a complexagdo nem sempre &
benéfica, como evidenciado pela redugdo da PA em alguns pares, ressaltando a
necessidade de uma otimizacdo cuidadosa da estrutura molecular. Por outro lado,
para a integridade da membrana bacteriana, a complexag¢ao geralmente resulta em
uma diminuicdo da atividade. Esta observacao é de particular interesse, pois a
diminui¢cdo na probabilidade de inativagdo da membrana n&o implica necessariamente
na auséncia de atividade antibacteriana. E possivel que os complexos ajam na célula
bacteriana por um mecanismo alternativo, que n&do envolva a desestabilizacdo da

membrana, como a inibicado de enzimas metabdlicas, agao sobre fatores de viruléncia
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ou a interferéncia na sintese de DNA ou proteinas.

A partir da busca realizada pelo PASS foi possivel constatar que os complexos
sintetizados apresentariam possivel atividade antitumoral, além de inducdo de
apoptose e possivel interferéncia no mecanismo de permeabilidade celular. A partir
desses resultados, testes in vitro foram realizados a fim de corroborar os dados
encontrados. Considerando a incidéncia de casos de cancer gastrico no mundo e no
Brasil e a relevancia da infecgdo por Helicobacter pylori como principal fator para
ocorréncia deste tipo de cancer, os testes in vitro foram direcionados para linhagem

de célula tumoral gastrica e para a bactéria H. pylori.

5.2 Propriedades farmacocinéticas (ADME)

As propriedades de Absorgao, Distribuicdo, Metabolismo e Excre¢cao (ADME)
foram avaliadas para os complexos usando o servidor do SwissADME e revelaram um
perfil caracteristico de metalofarmacos, marcado por baixa solubilidade aquosa e, na
maioria dos casos, absorgao intestinal limitada, com excecédo do complexo 10C, que
apresentou previsdo de absor¢ao elevada. Esse comportamento esta associado ao
elevado peso molecular e a natureza lipofilica conferida pela coordenacao metalica e
pelos ligantes aromaticos, dificultando a solubilizagdo em meio aquoso, mas

potencialmente favorecendo a interagdo com membranas biolégicas (tabela 7).

Tabela 7 - Analise e Previsao In Silico das Propriedades Fisico-Quimicas, Farmacocinéticas (ADMET)

e de Drug-Likeness dos Complexos.

Inibicao Violagao
Subst.
Abs. GI pgp CYP CYP2 CYP CYP CYP .. . Veber
1A2 C19 2C9 2D6 3A4 P
7C baixa sim nao nao sim nao sim 2 0
8C baixa sim nao nao sim nao néo 2 0
9C baixa sim nao nao nao sim nao 2 0
10C alta sim nao néo sim nao nao 1 0
11C baixa sim nao nao nao nao nao 2 0
12C baixa sim nao nao nao nao nao 2 0
13C baixa sim nao nao nao nao nao 2 0
14C baixa sim nao néao sim nao nao 1 0

Os complexos apresentaram multiplas violagbes das regras de Lipinski
indicando baixa probabilidade de comportamento ideal como pequenas moléculas
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orais convencionais. No entanto, todos atenderam a regra de Veber, baseada na
contagem de ligagdes rotacionaveis e na area de superficie polar, o que sugere rigidez
estrutural e polaridade moderada, condicboes favoraveis a permeabilidade passiva.
Essa observagao evidencia que, apesar das limitagbes segundo filtros classicos, os
complexos possuem caracteristicas estruturais que podem permitir atividade
bioldgica, similar ao observado em farmacos antitumorais consolidados que violam
Lipinski, como a doxorrubicina, que apresenta peso molecular elevado, mas atende
Veber e mantém alta eficacia clinica™.

Em relagao a glicoproteina-P (P-gp), a maioria dos complexos foi prevista como
substrato dessa bomba de efluxo, o que sugere que, apds penetragdo inicial nas
células, parte dos compostos poderia ser eliminada ativamente, reduzindo a
biodisponibilidade. Contudo, os valores positivos de biodisponibilidade observados
em alguns complexos indicam que propriedades favoraveis de absor¢édo podem
coexistir com esse potencial de efluxo. O estudo também avaliou a interacdo com
enzimas do sistema CYP (Citocromo P450), superfamilia de hemoproteinas
responsaveis pelo metabolismo oxidativo de farmacos e xenobidticos. Entre as
isoformas mais relevantes, destacam-se CYP3A4, responsavel pelo metabolismo de
aproximadamente metade dos farmacos disponiveis, além de CYP2C9, CYP2D6,
CYP1A2 e CYP2C19. Observou-se que apenas alguns complexos apresentaram
previsdo de inibicdo seletiva, principalmente frente a CYP3A4, CYP2C9 e CYP2D6,
enquanto a maioria ndo apresentou atividade inibitoria significativa. Esse perfil sugere
que os riscos de interagado metabdlica seriam restritos e que diferentes complexos
podem apresentar comportamento metabdlico distinto, conferindo diversidade
funcional dentro da série.

Todos os complexos apresentam geometria quadrado planar tipica do
paladio(ll), mantendo constante a arquitetura de coordenagao ao longo da série. Essa
geometria confere rigidez estrutural, o que ajuda a explicar o cumprimento universal
da regra de Veber, mesmo diante de multiplas violagdes de Lipinski. Além disso, a
analogia com outros metalofarmacos de geometria quadrado planar, como a
cisplatina, carboplatina e oxaliplatina, reforga que desvios das regras classicas de
drug-likeness (similaridade com farmacos) n&o impedem atividade bioldgica,
especialmente em contextos antitumorais.

Dentro da série, alguns complexos se destacam por seu potencial

farmacocinético. O complexo 10C destacou-se por apresentar absorcao intestinal alta,
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menor numero de violagdes de Lipinski e biodisponibilidade, configurando-se como o
candidato mais promissor para biodisponibilidade oral. De forma semelhante, o
complexo 14C apresentou valores mais favoraveis de biodisponibilidade e menor
numero de violagdes, posicionando-se como candidato relevante. Os complexos 8C e
12C chamam a atencdo pela boa acessibilidade sintética e menor numero de
violagbes em lead-likeness (caracteristicas compativeis com moléculas modelo para
desenvolvimento de farmacos), o que pode facilitar ajustes estruturais futuros. Por
outro lado, os complexos 7C e 9C mostraram previsao de inibicdo seletiva frente a
isoformas do sistema CYP, caracteristica que pode representar um diferencial
farmacolégico dentro da série, embora ndo generalizado.

Em sintese, esta analise in silico sugere que a série de complexos apresenta
desafios tipicos de metalofarmacos, como insolubilidade e potencial de efluxo por P-
gp, mas também exibe caracteristicas promissoras, incluindo conformidade com a
regra de Veber, baixa inibicdo enzimatica generalizada e perfis distintos entre os
compostos. Entre eles, 10C e 14C se destacam como candidatos mais promissores,
enquanto outros, como 7C e 9C, podem oferecer interesse farmacoldgico
complementar devido a interacdo enzimatica seletiva. Esses achados fornecem uma
visdo abrangente da diversidade farmacocinética da série e reforcam que, mesmo
com violagdes das regras classicas de drug-likeness, é possivel identificar compostos

com potencial biologico relevante, comparavel a farmacos antitumorais consolidados.

6 ESTUDOS IN VITRO

6.1 Citotoxicidade dos ligantes e complexos

Os resultados evidenciaram atividade citotéxica dos complexos, com valores
de ICso que indicam um perfil de resposta diferenciado em relagcéo aos ligantes livres
e a cisplatina. Os valores de ICso e a seletividade dos complexos para células tumorais
(AGS) frente a células normais (fibroblastos L-929) sao apresentados na Tabela 8.

Tabela 8 — Citotoxicidade para complexos, ligantes e cisplatina

Substancia IC50 (Ligante) (M) IS* IC50 (Complexo) (uM) -

AGS L-929 AGS L-929
7(7C) 159,55 + 2,64 404,55 +5,64 2,54 11,94 +0,9* 23,07+1,0* 1,9%



8 (8C) 7422 +552 17540+4,21 2,36 18,93+1,0* 37,44+1,2* 2#

9 (9C) 3448+196 63,70+38 1,85 6,38+0,6* 255612 4%
10 (10C) 42,20+0,04 120,03+2,32 2,84 17,86+ 1,0 34,91+1,3* 2#
11 (11C) 25,34+0,13 9555+0,1 3,77 14,74+0,9* 4991+ 1,5* 34#
12 (12C) 21,90+0,8 10592+1,4 4,84 20,99+1,1* 110,30+ 1,8* 5,3#
13 (13C) 28,70+4,39 303,67 +2,89 10,6 11,50+ 0,9* 36,43+1,3* 3,2¢
14 (14C) 135,74 +3,76 43,18+2,88 0,32 1593+0,8* 44,96 +1,5* 2,8*
Cisplatina 15,06 £0,2 13,74 +1,8 0,61 - - 0,6

ICso - indice citotoxico; IS - indice de seletividade

*p < 0,0001 comparado ao valor de ICso da cisplatina

*p < 0,05 comparado entre os valores dos ligantes e complexos.
#p<0,05 comparado ao IS da cisplatina

Com base nos resultados apresentados, observa-se que os complexos de
paladio mostraram, de modo geral, maior atividade citotoxica frente as duas linhagens
celulares em comparagao aos seus respectivos ligantes. A analise estatistica (ANOVA,
p < 0,05) confirmou diferengas significativas entre os valores de ICs, dos ligantes e
dos complexos em ambas as linhagens, indicando que a coordenagdo metalica ao
Pd(Il) altera o perfil biolégico das moléculas.

Os complexos apresentaram valores de ICs, menores frente a linhagem
tumoral AGS, sugerindo maior poténcia antitumoral. Entretanto, essa maior poténcia
nao se traduziu necessariamente em aumento da seletividade (IS). Em diversos
casos, a coordenagao metalica ampliou a citotoxicidade também para células normais
(L-929), o que reduziu o ganho relativo de seletividade.

A complexagao ao paladio(ll) n&do apenas amplia a eficacia bioldgica em relagéo
ao ligante livre, mas também orienta o mecanismo de acdo, cuja natureza e
intensidade dependem fortemente das caracteristicas eletrénicas e estéricas do
ligante precursor®’. Diversos autores relatam que os compostos de coordenacgio de
paladio podem induzir danos ao DNA por mecanismos distintos daqueles observados
para complexos de Pt(ll), como a cisplatina. Essa diferenga de comportamento
decorre, em grande parte, da maior labilidade do centro metalico e da arquitetura do
ligante, fatores que modulam a afinidade e o modo de ligagdo as biomoléculas. Assim,
a coordenacao ao metal altera profundamente as interacdes do sistema com o DNA e
com proteinas ou enzimas, tornando os derivados metalicos frequentemente mais
ativos que o ligante original46.147

Como consequéncia, o mecanismo de acdo dos complexos de paladio(ll)
revela-se multifacetado e passivel de ajuste por modificagdes estruturais no ligante.
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Entre os processos biolégicos envolvidos destacam-se as interagbes com o DNA, a
ativagao intrinseca e extrinseca de vias apoptéticas, o bloqueio da progresséao do ciclo
celular e a indugédo de superprodugao de Espécies Reativas de Oxigénio (EROs),
responsaveis por intensos processos oxidativos em biomoléculas essenciais’8.
Logo, analisou-se os complexos sintetizados com a finalidade de observar ser
as mudancas estruturais exercem influéncia na atividade citotoxica e na seletividade.
Complexos com o mesmo tipo de substituinte, mas nucleos aromaticos diferentes,
apresentam diferengas notaveis nos parametros biologicos, indicando que a extenséo
da conjugacéo e o volume estérico do sistema aromatico modulam diretamente o perfil

farmacoldgico.

Todos o0s complexos de paladio analisados mostraram atividade
significativamente diferente da cisplatina (ANOVA, p < 0,0001), evidenciando que a
complexacédo de paladio modula tanto a poténcia quanto a seletividade das moléculas.
Embora a cisplatina apresente I1Cs, baixo para AGS (15,06 uM), seu indice de
seletividade é limitado (IS = 0,61), indicando toxicidade semelhante para células
normais. Em contraste com a cisplatina, os complexos mantiveram ICs, comparaveis
ou inferiores para AGS e apresentaram toxicidade menores para L-929, refletindo uma
melhor seletividade. Por exemplo, 9C apresentou ICs, de 6,38 yM para AGS e IS =
4,01, enquanto 12C um IS elevado (5,26) (Figura 33), indicando que a formagao do
complexo pode otimizar a discriminagao entre células tumorais e normais quando

comparados ao padréo.

Figura 33 - Estruturas representativas dos complexos 9C e 12C

o_ O
Cl O_ OH N/
Cl——Pd—cl P
OH © of o 0 F
(9C) (12C)

Fonte : préprio autor
A influéncia conjunta do nucleo aromatico (fendlico ou naftolico) e dos

substituintes eletrénicos (H, F, Cl, OMe) sobre a citotoxicidade foi avaliada por meio
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de analise de interagao, como pode ser observado no Grafico 1.

Grafico 1- Efeito do nucleo e dos substituintes sobre a citotoxicidade (ICsy, M) dos complexos de
Pd(ll) frente a linhagem AGS.

Efeito do nlcleo e dos substituintes sobre a citotoxicidade
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Fonte : Dados da pesquisa

O grafico 1 evidéncia que o nucleo fendlico confere maior atividade citotdxica
em quase todos os substituintes avaliados, enquanto o nucleo naftdlico resulta em
valores de IC5, mais elevados e comportamento mais heterogéneo. Essa diferenca
pode estar associada a maior conjugagao 1 do sistema naftdlico, que reduz a
densidade eletrbnica disponivel para coordenacdo e, consequentemente, a
reatividade frente a biomoléculas™*.

Entre os substituintes, os grupos eletronegativos (Cl, F) mostraram efeito
positivo sobre a poténcia, possivelmente pela retirada de densidade eletronica do
sistema aromatico, o que aumenta a acidez dos sitios doadores e fortalece as
interagbes metal-ligante—biomolécula. O que se observa no complexo 9C (fendlico,
Cl) o mais ativo da série. Por outro lado, os substituintes doadores de elétrons, como
a metoxila, exibiram efeito variavel, reduzindo a seletividade em alguns casos (14C,
IS = 2,8) (Figura 34).

Esses resultados indicam que substituintes retiradores moderados de elétrons,
em combinagdo com o nucleo fendlico, favorecem a obtengdo de complexos mais
potentes e seletivos, enquanto sistemas altamente conjugados ou com substituintes
fortemente doadores podem reduzir a especificidade celular.

A relacéo entre a citotoxicidade (ICs,) e seletividade (IS) dos complexos de

Pd(Il) pode ser observada no grafico 2.



92

Grafico 2 - Comparagao entre poténcia (ICs,) e seletividade (IS) dos complexos de Pd(ll) frente as
linhagens AGS e L-929.
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Fonte : Dados da pesquisa

O grafico reforga que a redugao do IC5, ndo implica necessariamente aumento
do IS. O complexo 13C (Figura 34), por exemplo, apresentou expressiva redugao do
ICs0 em relagao ao ligante (28,70 — 11,50 yM), mas com queda do IS (10,6 — 3,2),
refletindo uma ampliagdo da toxicidade geral. Em contraste, o complexo 9C manteve
alta poténcia e seletividade (IS = 4,0), configurando-se como o composto mais
promissor da série.

Figura 34- Estrutura do complexo 13C

Fonte : préprio autor

De forma semelhante, 12C preservou seletividade elevada (IS = 5,3) com
poténcia comparavel a cisplatina, indicando que o equilibrio entre carater eletrénico e
polaridade da molécula pode otimizar a discriminagdo celular. Esses resultados

sugerem que o aumento da poténcia pela coordenagdo metalica precisa ser
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acompanhado por ajustes estruturais finos para preservar a seletividade, ressaltando
a importancia de estratégias de design racional no desenvolvimento de

metalofarmacos.

De modo geral, os dados demonstram que a atividade citotoxica e a
seletividade dos complexos sao influenciadas por interacdo do nucleo aromatico e
seus substituintes. O nucleo fendlico, menos conjugado, favorece a reatividade e o
acoplamento metal-ligante, enquanto os substituintes eletronegativos moderados (Cl,
F) intensificam a interagcdo com biomacromoléculas tumorais. Em contrapartida, o
nucleo naftélico e os substituintes doadores de elétrons tendem a aumentar a

lipofilicidade e reduzir a especificidade celular.

Entre os compostos avaliados, o complexo 9C destaca-se como o mais
promissor, combinando baixa ICs, (6,38 uM), alto IS (4,0) e estrutura otimizada (nucleo
fendlico + substituinte Cl), o que sugere o melhor equilibrio entre eficacia antitumoral
e seguranga celular dentro da série estudada.
Esses achados demonstram que a simples redugao do IC5, ndo garante seletividade,
e que o desempenho bioldgico ideal resulta de ajustes coordenados entre
eletronegatividade, conjugacdo e polaridade, abrindo caminho para o
desenvolvimento racional de novos complexos de Pd(ll) com potencial antitumoral

aprimorado.

6.2 Docking molecular do sitio ativo da proteina Bcl-2

Considerando os resultados obtidos na predicéo in silico pela plataforma PASS,
aliados aos dados experimentais in vitro, levantou-se a hipétese de que os complexos
de paladio(ll) atuem sobre alvos envolvidos na regulagéo das vias apoptéticas. Esses
achados sugerem que a citotoxicidade observada pode estar relacionada a modulagéo
de proteinas-chave do processo de morte celular programada.

A morte celular € um processo fundamental e crucial para o desenvolvimento,
manutengao dos tecidos e saude geral de organismos multicelulares. Envolve tanto a
proliferagdo quanto a eliminagdo celular para manter o equilibrio fisiolégico em
organismos adultos. Esse processo serve para remover células indesejadas durante
a metamorfose, embriogénese e renovagao dos tecidos, e em resposta a ameacas
patogénicas’%.1%"  Existem dois mecanismos primarios de morte celular: morte celular

programada e necrose.
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A morte celular programada ou apoptose constitui um dos mecanismos mais
relevantes e desejaveis na agao de agentes antineoplasicos, uma vez que possibilita
a eliminagdo controlada e seletiva de células tumorais, minimizando efeitos
inflamatorios e danos colaterais aos tecidos sadios.

A desregulamentacdo da apoptose celular é um evento-chave
na carcinogénese gastrica induzida por H. pylori, sendo esta bactéria capaz de
manipular a apoptose em células epiteliais gastricas para favorecer a sobrevivéncia e
expansdo do tumor™2. O papel duplo de H. pylorina modulagdo da apoptose
depende, portanto, do estagio da infeccdo, com efeitos pro-apoptéticos mais
proeminentes durante a infeccao inicial e mecanismos anti-apoptoticos se tornando
dominantes a medida que a doenga progride em diregdo a malignidade 3.

H. pylori regula o nivel apoptético em células epiteliais gastricas por meio de
multiplas vias regulatérias, uma delas sao as proteinas da familia Bcl-2, aumentando
a expressao de moléculas anti-apoptéticas, incluindo Bcl-2/Bcl-xL, enquanto reduz
moléculas pré-apoptoticas como Bax/Bak'%4.

A apoptose pode ser desencadeada por duas vias principais: a extrinseca e a
intrinseca. A via extrinseca é ativada por sinais externos, mediada pela ligagao de
ligantes especificos a receptores de morte localizados na membrana celular, o que
leva a ativagao inicial da caspase-8. Ja a via intrinseca, também conhecida como
mitocondrial, € regulada pela familia de proteinas Bcl-2 e desencadeada por estimulos
internos, como danos ao DNA ou estresse oxidativo, resultando na liberacdo de
citocromo c pela mitocéndria e ativagdo da caspase-9. Ambas as rotas convergem
para a ativagao das caspases efetoras, responsaveis pelas alteragdes morfoldgicas e
bioquimicas caracteristicas da morte celular programada’®®.

A superexpressdo da Bcl-2 em diversos tipos de céncer esta associada a
resisténcia e a morte celular programada, representando, assim, um dos principais
mecanismos de evasao tumoral frente a quimioterapicos convencionais.

Diante desse cenario, compostos capazes de interagir com o sulco hidrofébico
BH3 da Bcl-2 apresentam potencial terapéutico, pois podem competir com proteinas
pré-apoptéticas enddgenas, liberando Bax/Bak e reativando a cascata apoptotica
mitocondrial. Assim, a realizagao de estudos de docking molecular no sitio ativo da
Bcl-2 justifica-se como uma estratégia essencial para compreender as possiveis
interagbes em nivel atdmico e prever a afinidade dos derivados sintetizados. Essa

abordagem permite correlacionar dados experimentais de citotoxicidade com a
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modulagao de vias moleculares especificas, fornecendo indicios do mecanismo de
acao dos complexos avaliados e contribuindo para a selecao racional de candidatos
promissores no desenvolvimento de novas terapias anticancer.

As analises dos modos de ligacdo no sitio ativo da proteina Bcl-2 foram
realizadas por meio de calculos de docking molecular. O complexo cristalografico
utilizado para realizar este estudo foi obtido no banco de dados Protein Data Bank
(PDB) com cddigo 6GL8'%. O ligante cristalografico encontrado no sitio ativo foi o
S55746 que para inibir a enzima realiza interagdes com os aminoacidos de ALA149,
PHE153/112/104, TYR108, MET115, GLN118, VAL133, LEU137/119 (Figura 35), os

quais auxiliam, assim, a ancoragem no sitio ativo relatado, conforme Casara et al."5.

Figura 35 — Principais intera¢cdes do S55746 em 2D no sitio ativo da Bcl-2 (PDB:6GL8).
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Fonte : Dados da pesquisa

Os célculos de docking foram realizados em uma esfera de 10 A centrada no
ligante do complexo cristalografico, utilizando a fungédo de escore ChemScore com 30
repeticbes por molécula, a qual apresentou melhor reproducdo da conformacéao
bioativa. As poses obtidas foram analisadas visualmente.

Para validacao do docking, o redocking foi realizado a fim de avaliar a acuracia
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do programa em reproduzir a conformacao bioativa. As poses de docking obtidas nos
calculos foram comparadas com a conformacgao bioativa a fim de obter o RSMD. A
média de RSMD obtida foi de 4,069 A, e o menor RMSD encontrado foi de 0,5932 A
(Figura 36). De modo geral, valores de RMSD < 2,0 A indicam boa concordancia entre
a conformacgédo experimental e a predita, validando o protocolo empregado e
garantindo que o algoritmo seja capaz de reproduzir corretamente a orientagao do
ligante no sitio ativo'®”. Assim, o método utilizado mostrou-se adequado para a
investigacdo das interagdes entre os complexos de paladio(ll) e o alvo molecular
selecionado (Bcl-2)

Figura 36 - Validagdo do modelo de docking desenvolvido por redocking (RMSD=0,5932 A) no sitio
ativo da Bcl-2 PDB:6GL8. Ligante cristalografico representado com atomos de carbono em marrom e a
pose de docking com estrutura representada por atomos em cinza.

Fonte : Dados da pesquisa

Com o objetivo de investigar a possibilidade de outras interagdes no sitio ativo
da Bcl-2, estudos prévios também foram considerados. Souers et al. relataram que a
ABT-199 (Figura 37) estabelece uma ligacado de hidrogénio com o residuo ASP103,
considerado crucial para a seletividade do inibidor, além de intera¢des hidrofobicas
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com PHE104 e GLY101, que estabilizam o sulco hidrofébico no qual o ligante se
encaixa'®®, CHEN et al. relataram que a lonchocarpina (Figura 37), realiza interagdes
hidrofébicas com Phe101, Phe109, Met112, Val130, Leu134, Ala146, Phe150 e
Val153, além de uma interagéo 1-1m com Arg143'%°. Por sua vez, MOHAMAD ROSDI
et al. demonstraram que compostos bioativos (Figura 37) de Annona muricata Linn
atuam principalmente através de interagdes hidrofébicas com Phe101, Met112, Val130

e Leu134, sem participagéo de ligagdes de hidrogénioe0.



Figura 37 - Estrutura quimica do ABT-199, lonchocarpina e de compostos bioativos da Annona
muricata Linn.
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Fonte : Souers et al., CHEN et al. e MOHAMAD ROSDI et al.

Os possiveis modos de ligagdo dos complexos no sitio ativo da Bcl-2 foram
analisados a partir das poses obtidas nos calculos de docking. Os resultados
revelaram que os complexos de paladio(ll) sdo capazes de se acomodar de forma
estavel no sitio ativo, estabelecendo interagdes consistentes com os residuos criticos

da proteina, de modo semelhante ao ligante cristalografico S55746 e aos compostos

98
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de referéncia. Em especial, destacam-se contatos recorrentes com Phe104, Met115,
Leu119, Val133, Ala149 e Phe153, os quais também participam da ancoragem do
ligante e sdo reconhecidos como determinantes para a estabilidade do complexo
inibitorio. Além disso, interagdes adicionais com Arg146, GIn118, Glu136 e Tyr108
foram observadas em alguns complexos, reforcando a combinacdo de forgcas
hidrofébicas, T—11, TT—sulfur e polares que caracterizam o sitio de ligagdo da Bcl-2.
Esses achados indicam que os complexos de paladio podem mimetizar, em parte, o
padrao de reconhecimento do S55746, sustentando seu potencial como moduladores
da proteina e possiveis indutores da via apoptética intrinseca.

O complexo 7C (Figura 38) apresenta ancoragem polar via Arg146 com o grupo
carbonilico do ligante, enquanto Met115 interage com o anel aromatico por TT—sulfur.
Ligacbes hidrofobicas envolvendo Phe104, Leu119, Val133, Ala149 e Phe153
estabilizam os anéis aromaticos, espelhando parcialmente o padrao observado para

S55746. GIn118 e Glu152 contribuem com contatos polares secundarios.
Figura 38 - Principais interagdes do complexo 7C em 2D no sitio ativo da Bcl-2

LEU
A-133 . A119

GLN
A A118

ARG
Al46

PHE
ALA A:153
s A:149
A:104 : oty
GLY A:152
A145
PHE

A:150

Interagdes
| Pi-enxofre

| van der waals :
[ Pi-cation [ Empilhamento PI

[ Ligagio de hidrogénio doador pi [ Pi-alquil

Fonte : Dados da pesquisa

Ja o complexo 8C (Figura 39) mantém a ponte de hidrogénio com Arg146 e
extensa rede hidrofébica (Phe104, Ala149, Met115, Val133, Leu119, Phe153),

reproduzindo de forma equilibrada o padrao dos ligantes padrao.
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Figura 39 - Principais interagdes do complexo 8C em 2D no sitio ativo da Bcl-2
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Fonte : Dados da pesquisa

Para o complexo 9C (Figura 40) observa-se ligagao hidrogénio com Asp111 e
interacao indireta via Glu136 através do cloro coordenado. Contatos hidrofébicos com
Phe104, Phe112, Phe153, Leu119, Val133 e Ala149 criam um “bolso” aromatico

robusto. Met115 também contribui com T—sulfur.

Figura 40 - Principais interagdes do complexo 9C em 2D no sitio ativo da Bcl-2
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Fonte : Dados da pesquisa

No complexo 10C (Figura 41) observa-se interagcdo com a Arg146 e contatos
hidrofébicos com Phe104, Phe112, Val133 e Ala149. Met115 mantém interagdo m—
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sulfur e Glu136 participa de forma secundaria.

Figura 41 - Principais interagdes do complexo 10C em 2D no sitio ativo da Bcl-2
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Fonte : Dados da pesquisa

No complexo 11C (Figura 42) observa-se interacédo do tipo pi com Arg146 e
rede hidrofébica envolvendo Phe104, Phe112, Met115, Leu119, Val133 e Ala149.

Thr132 e GIn118 podem formar contatos polares secundarios.

Figura 42 - Principais interagdes do complexo 11C em 2D no sitio ativo da Bcl-2
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Fonte : Dados da pesquisa

Para o complexo 12C (Figura 43) observa-se interagdes de hidrogénio duplas

com Asn143 e Gly145, além de contato adicional com Tyr108. Hidrofobicidade é
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conferida por Val148 e Leu137, e o substituinte fluorado participa de interacbes
hidrofébicas.

Figura 43 - Principais interagdes do complexo 12C em 2D no sitio ativo da Bcl-2
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Fonte : Dados da pesquisa

Observa-se que o complexo 13C (Figura 44) apresenta interagdes hidrofébicas
(Val133, Leu137, Val148, Phe104, Tyr202) e pontes de hidrogénio/polares (Tyr108,
Asn143, Arg146), reproduzindo o perfil tipico da Bcl-2.

Figura 44 - Principais interagdes do complexo 13C em 2D no sitio ativo da Bcl-2
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Por fim observou-se que o complexo 14C (Figura 45) apresenta interagdes m—
T ou mr—alquil com Phe104 e Phe153, contatos Alquil/hidrofébicos com Met115,
Leu119 e Val133, além de interacbes com Ala149 e Glu136. Este padrao evidencia a
formagdo de uma rede combinada hidrofobica e polar, coerente com os ligantes

padrao.

Figura 45 - Principais interagdes do complexo 14C em 2D no sitio ativo da Bcl-2
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Fonte : Dados da pesquisa

Sendo assim destaca-se que os complexos estabeleceram interacbes-chave
consistentes com os ligantes cristalograficos, destacando-se Arg146 e os residuos
hidrofébicos Phe104, Phe112, Met115, Leu119, Val133, Ala149 e Phe153 como
elementos essenciais para o reconhecimento do sitio ativo. Esses resultados indicam
que os complexos de paladio podem ocupar de forma estavel o sitio ativo da Bcl-2,
estabelecendo uma rede de contatos hidrofébicos, 1T € polares que sustentam seu
potencial como moduladores da proteina. Considerando que a inibicado da Bcl-2
compromete a sua funcao anti-apoptética, é possivel que a indugcdo de morte celular

associada a agao desses complexos seja a apoptose.

6.3 Avaliagao da atividade anti-H. Pylori

Tendo em vista que 75% dos adenocarcinomas gastricos ha o envolvimento de
H. pylori 81, realizou-se teste com os ligantes e complexos frente a esta bactéria. Os
resultados s&o apresentados na tabela 9, onde € possivel observar que os complexos

apresentaram atividade significativa frente a H. pylori, com valores de CIM variando
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entre 1-16 ug/mL, além apresentarem atividade bactericida.

Tabela 9 — Atividade anti-H. pylori dos Ligantes e Complexos determinada pela CIM e CBM

. (Ligante) pg/mL (uM) (Complexo)
Substancia
pg/mL (uM)
CIM CBM CIM CBM
7(7C) 16(71,35) 16(71,35) 4(6,39) 4(6,39)
8 (8C) 4(16,51) 8(33,02) 2(3,40) 2(3,40)
9 (9C) 2(7,73) 2(7,73) 1(1,44) 1(1,44)

10 (10C) 4(15,73 4(15,73)  4(6,53) 4(6,53)

)
)

11 (11C) 4(14,58 8(29,19)  4(5,51) 4(5,51)
12 (12C) 2(6,84) 2(6,84)  1(1,45) 8(11,61)
13 (13C) 8(25,91) 8(25,91)  4(5,54) 4(5,54)
14 (14C) 8(26,29) 16(52,57)  1(1,40) 2(2,80)

Amoxicilina 0,0625(0,17) 0,125(0,34)  -- -

De modo geral, os complexos apresentaram um perfil de atividade
antimicrobiana distinto em relagéo aos ligantes livres, evidenciada pela redugéo das
CIM e CBM, indicando que a complexacdo com paladio potencializa a interacédo com
as células bacterianas e aumenta a eficacia antimicrobiana.

Tal comportamento pode ser compreendido a luz dos efeitos eletrénicos e
estruturais introduzidos pela coordenagao metalica, que ampliam o espectro de agao
e modulam diferentes alvos biologicos.

A incorporacédo do centro metdlico Pd(ll) confere aos complexos uma
capacidade ampliada de interagdo com microrganismos como Helicobacter pylori,
uma vez que ions de transicdo podem interferir em multiplas vias criticas do
metabolismo bacteriano. Entre os mecanismos envolvidos destacam-se a inibicdo de
enzimas metalo-dependentes, o desequilibrio redox provocado pela geracdao de
espécies reativas de oxigénio (EROs) e o comprometimento da integridade de
membranas e do DNA bacteriano. No caso especifico de H. pylori, que depende
fortemente da urease (Ni**-dependente) para sobreviver em meio acido, o Pd(ll) pode
competir com o niquel no sitio ativo dessa enzima, reduzindo sua atividade e
dificultando a neutralizagcdo do pH gastrico. Assim, a presengca do metal interfere
diretamente em vias metabdlicas essenciais, levando a perda de homeostase e
consequente morte celular bacteriana 135162-164,

Quando coordenado a chalcona, observa-se um efeito sinérgico entre o metal
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e o ligante orgéanico. O Pd(ll) atua como um centro de ativagao eletrénica, polarizando
o grupo carbonilico e ampliando o carater eletrofilico da molécula, enquanto o sistema
a,B-insaturado da chalcona mantém sua capacidade de reagir com grupos
nucleofilicos de proteinas bacterianas, como tidis e aminas. Essa combinagao
favorece interacées multiplas com alvos celulares — como enzimas urease, proteinas
redox e DNA bacteriano — e aumenta a lipofilicidade, facilitando a difusdo através da
membrana. Diversos estudos relatam que complexos metalicos com chalconas ou
ligantes correlatos apresentam atividade antibacteriana superior a dos ligantes livres,
principalmente para Pd(ll), Cu(ll) e Ag(l), o que € atribuido a maior geragao de EROs,
inibicdo enzimatica e perturbagdo de membranas33135164  Assim, os resultados
sugerem que a coordenagao ao Pd(Il) amplia o espectro e a poténcia antimicrobiana
dos derivados de chalcona, permitindo multiplas vias de agao que justificam a inibigéo
observada frente a H. pylori.

Entre os complexos com nucleo fendlico (7C-10C), 7C apresentou CIM e CBM
de 4 ug/mL, quatro vezes menores que o ligante correspondente (16 ug/mL), enquanto
8C reduziu seus valores de 4-8 pyg/mL para 2 pyg/mL nos complexos. O complexo 9C
destacou-se como o mais ativo entre os fendlicos, com CIM e CBM de 1 pg/mL frente
a 2 pg/mL nos ligantes, indicando potente efeito inibitério e bactericida. Ja 10C
manteve valores iguais de CIM e CBM em ligante e complexo (4 ug/mL), sugerindo
que a complexagao nao alterou significativamente a atividade nesse caso.

Para os complexos com nucleo naftolico (11C-14C), os resultados foram mais
heterogéneos. O complexo 11C apresentou CIM e CBM de 4 ug/mL, com redugao
parcial em relagéo aos ligantes (CIM 4 ug/mL, CBM 8 pg/mL). O complexo 12C
mostrou CIM de 1 ug/mL, porém CBM de 8 pg/mL, indicando forte efeito inibitério, mas
menor bactericida imediato. O complexo 13C apresentou CIM e CBM de 4 ug/mL,
evidenciando aumento da atividade frente ao ligante (8 ug/mL). O complexo 14C
destacou-se como o0 mais potente entre os naftélicos, com CIM de 1 ug/mL e CBM de
2 pg/mL, demonstrando alta eficacia antimicrobiana mesmo em comparagédo aos
ligantes correspondentes, que apresentavam CIM de 8 ug/mL e CBM de 16 pug/mL.

A comparagdao com a amoxicilina, antibiético de referéncia, evidencia que,
embora esta apresente CIM e CBM extremamente baixos (0,0625 e 0,125 ug/mL,
respectivamente), os complexos de paladio demonstram atividade relevante. Em
termos absolutos, a amoxicilina é mais potente; contudo, observa-se aumento

expressivo na taxa de resisténcia de H. pylori a esse farmaco em diferentes regides
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do mundo, atribuida principalmente a mutagdes no gene que codifica a proteina de
ligacao a penicilina (PBP1A), reduzindo a afinidade pelo antibiético, além da possivel
expressao de enzimas [(-lactamases, bombas de efluxo e formagao de biofilmes, que
limitam sua eficacia02165.166,

Assim, a atividade observada para os complexos de Pd(ll) torna-se
particularmente relevante, uma vez que esses compostos possivelmente atuam por
mecanismos distintos dos [(-lactamicos, 0 que os torna menos suscetiveis aos
mesmos processos de resisténcia que comprometem a eficacia da amoxicilina. Dessa
forma, os resultados obtidos reforcam o potencial desses complexos como
alternativas terapéuticas promissoras frente a cepas de H. pylori resistentes aos
antibioticos convencionais.

A anadlise detalhada dos complexos mais ativos (9C, 12C e 14C) (Figura 46)
evidencia que, embora todos apresentem CIM igual a 1 ug/mL, a atividade bactericida
(CBM) é modulada tanto pela natureza do substituinte quanto pela geometria de

coordenacao.

Figura 46 - Estrutura dos complexos mais ativos frente H. pylori
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Fonte: préprio autor

O complexo 9C, com nucleo fendlico e dois atomos de cloro ndo coordenados,
apresentou CBM igual a CIM (1 uyg/mL), indicando agéo bactericida eficiente e préxima
da capacidade inibitoria. A preservacao dos atomos de cloro pode favorecer interacoes
lipofilicas ou com alvos bacterianos especificos, diferenciando seu comportamento
dos demais complexos. O complexo 12C, com nucleo naftdlico e substituinte com
atomo de fluor, manteve CIM baixa, mas apresentou CBM elevada (8 pg/mL),
sugerindo que, embora iniba o crescimento, necessita de maior concentragdo para
efeito bactericida. Esse comportamento pode estar relacionado ao carater fortemente
eletronegativo do fluor, que reduz a densidade eletrbnica do anel aromatico e a

lipofilicidade global do complexo, limitando sua difusdo passiva através da membrana
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bacteriana. Além disso, a menor polarizabilidade do substituinte fluorado pode
enfraquecer interagdes hidrofébicas e TT—1T com proteinas e lipidios da parede celular,
0 que reduz sua capacidade de promover lise ou danos oxidativos, explicando a maior
CBM observada 33135, O complexo 14C, também naftdlico, com substituinte OMe,
apresentou CBM intermediaria (2 ug/mL), mostrando efeito bactericida superior ao
complexo 12C (com -F), mas levemente inferior ao complexo 9C (com -Cl). A presenca
do grupo metoxila, doador de elétrons, tende a aumentar a densidade eletrbnica e a
lipofilicidade local, favorecendo a interagdo do complexo com alvos hidrofébicos e
contribuindo para seu desempenho intermediario.

Esses resultados indicam que, enquanto o nucleo aromatico e a presenca do
paladio determinam a capacidade inibitéria, a natureza do substituinte e a geometria
de coordenacao influenciam principalmente a acao bactericida, reforcando a
importancia do desenho estrutural para otimizar complexos antimicrobianos seletivos.

Em resumo, os dados demonstram que a complexacao com paladio aumenta
de forma consistente a atividade antibacteriana dos ligantes, e que pequenas
alteracdes estruturais nos nucleos, substituintes e na geometria de coordenacéo
podem impactar significativamente tanto a inibicdo quanto a atividade bactericida.
Complexos como 9C, 12C e 14C combinam alta eficacia com seletividade,
destacando-se como candidatos promissores para o desenvolvimento de novos
agentes antibacterianos frente a cepas de H. pylori, incluindo aquelas resistentes aos
antibioticos convencionais.

Autores relatam que ions metalicos exibem mecanismos antibacterianos unicos
e que podem afetar as atividades metabdlicas de H. pylori, alterando sua
permeabilidade de membrana ou producdo de espécies reativas de oxigénio
(ROS)'67-169 Como uma estratégia eficaz os mecanismos anti-H. pylori envolvem
principalmente a liberagcao de ions metalicos, a producdo de ROS e a ruptura da
membrana celular e do biofilme do H. pylori.

Camargo et al. sintetizaram um complexo a base de ions de prata e seus
resultados mostraram que esses complexos exibiram alta eficacia contra H.
pylori flutuante e H. pylori presentes em biofilmes, sem toxicidade in vivo para Galleria
mellonella’®. Zhang et al. utilizaram o paladio em nanoparticulas e observaram que,
nanoparticulas de paladio (Pd) podem absorver e liberar hidrogénio (que altera a
permeabilidade da membrana celular e interfere no metabolismo de H. pylori),

destacando além da atividade bactericida, inibicdo da resposta inflamatéria e
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reparacdo da mucosa danificada, ao inibir a secrecdo de fatores inflamatérios em

macrofagos e remover EROs'"".

6.4 Avaliagao da atividade sobre a enzima urease

Helicobacter pylori pode sobreviver as condicdes de pH hostis devido a
producao de grandes quantidades de urease (6—10% da proteina total), que converte
ureia em amoénia e carbamato, permitindo que a bactéria sobreviva no ambiente
gastrico acido por meio da geragdo de um microambiente neutro'”2. Sendo assim,
devido ao seu papel na patogénese, a urease € um alvo importante na busca por
agentes para tratar a infec¢ao por H. pylori, uma vez que a sua deficiéncia pode limitar
a colonizagao da bactéria no ambiente gastrico.

A urease, uma metaloenzima crucial na patogénese de diversas infec¢des
bacterianas, em especial aquelas causadas por H. pylori, tem seu mecanismo
catalitico dependente da presenga de um centro ativo dinuclear de niquel (Ni?*)'73.
Essa caracteristica estrutural € a principal justificativa para a investigagdo de
complexos metalicos como potenciais inibidores enzimaticos, uma estratégia de
design promissora. A forte afinidade de compostos de coordenagao por centros
metalicos, como o niquel, permite que eles interajam de forma especifica com o sitio
ativo da urease, levando a inativacdo da enzima. Estudos recentes tém demonstrado
a eficacia dessa abordagem, por exemplo, complexos de cobre(ll) e zinco(ll) com
ligantes do tipo base de Schiff exibiram potente atividade inibitoria contra a urease da
Jack bean, com valores de ICs, na faixa micromolar'’4.

Os efeitos sobre a urease foram avaliados com os complexos metalicos e seus

ligantes, além do inibidor padréo, o acido acetohidroxdmico (AHA) (Tabela 10).

Tabela 10 — Atividade de inibicdo da enzima urease dos Ligantes e Complexos

Substancia IC50 (M)
Ligante Complexo

7C >500.00 9,72* + 0,64
8C >500.00 18,93* + 1,20
9C >500.00 33,29+ 1,20
10C >500.00 71,58* + 1,67
11C >500.00 >500,00

12C >500.00 121,5*+ 1,4

13C >500.00 >500,00
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14C >500.00 >500,00
AHA >500.00 5,88* £ 1,20

*p <0,05 comparado ao valor de ICso do AHA

Os resultados demonstraram que os ligantes livres foram inativos frente a
enzima, apresentando ICs, superiores a concentragdo maxima testada, o que indica
que a presenga do centro metalico é essencial para a atividade biolégica. O provavel
mecanismo de agcao desses complexos metalicos envolve a coordenacdo com 0s
residuos de aminoacidos do sitio ativo da H.pylori, dificultando, assim, 0 mecanismo
de catalise'’®. Autores relatam que a coordenagdo de metais com compostos com
atividades inibitérias conhecidas pode ser uma estratégia conveniente para explorar o

carater aditivo dessa interagao'76:177.

Em contrapartida, os complexos de paladio apresentaram atividade, sendo que
a atividade foi fortemente influenciada pela natureza dos substituintes presentes nos
ligantes coordenados. Entre eles, 7C, derivado de um ligante fendlico sem
substituintes adicionais no anel aromatico, exibiu a melhor atividade inibitoria da série,
com ICs, de 9,72 pM. Esse resultado indica que a auséncia de grupos volumosos ou
modificadores eletrénicos permite uma melhor orientacdo do grupo hidroxila para
interagir com o sitio catalitico da urease, favorecendo a formagdo de ligagbes de

hidrogénio com os residuos ativos.

A insergdo de substituintes eletronegativos como fluor (8C, ICs, = 18,93 uM) e
cloro (9C, IC5o = 33,29 uM), embora tenham mantido a atividade dos complexos,
resultou em uma reducio da poténcia inibitéria quando comparada ao complexo 7C.
Esse comportamento sugere que, apesar de aumentarem a acidez da hidroxila
fendlica, esses grupos podem introduzir efeitos estéricos ou alterar desfavoravelmente
a densidade eletrénica do sistema aromatico, impactando negativamente o
reconhecimento molecular no sitio ativo da enzima. Portanto, neste sistema
especifico, a inser¢gao de substituintes eletronegativos nao resultou em melhora de
atividade, mas sim em uma redugdo, o que ressalta a importancia do balango entre

efeitos eletrbnicos e estéricos.

O complexo 10C, contendo uma metoxila no anel fendlico (grupo doador de
elétrons), apresentou atividade mais modesta (ICs, = 71,58 uM), reforcando que a

introducdo de grupos doadores reduz a acidez da hidroxila e desfavorece as
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interagcbes com a urease. Além disso, a presencga do grupo metoxila pode dificultar o

encaixe no sitio ativo devido ao aumento estérico.

Entre os complexos baseados nos ligantes com naftol, observou-se uma
tendéncia clara de baixa ou ausente atividade inibitéria. Os complexos 13C, 11C e
14C foram inativos, independentemente da presenca de cloro, metoxila ou auséncia
de substituintes. O complexo 12C, contendo fluor no nucleo naftélico, apresentou
atividade moderada (ICs, = 121,50 yM), indicando que o efeito eletrénico positivo do
flior ndo é suficiente para compensar o efeito estérico negativo do nucleo naftol, que

€ mais volumoso e rigido que o anel fendlico.

Dessa forma, os resultados demonstram que a atividade dos complexos
depende fortemente do nucleo e da natureza e posigao dos substituintes, sendo que
a insergao de grupos eletronegativos ndao garantiu melhora da atividade frente a
urease. Pelo contrario, quando comparados ao sistema mais simples e desobstruido
(7C), os complexos 8C (com F) e 9C (com CI) apresentaram menor atividade,
sugerindo que a auséncia de substituintes favorece intera¢gées mais eficientes com o

sitio ativo da enzima.

Embora os complexos ndo tenham superado o AHA (ICs, = 5,88 uM), utilizado
como controle positivo, os compostos 7C, 8C e 9C (figura 47) demonstraram atividade
relevante e oferecem uma base estrutural promissora para o desenvolvimento de
inibidores de urease baseados em complexos metalicos. O entendimento detalhado
da influéncia dos substituintes abre caminho para o planejamento racional de novas

moléculas, com potencial otimizagéo da interacdo enzimatica.

Figura 47 - Estrutura dos complexos com maior atividade para inibicdo da enzima urease

0.0 QLD

O_ OH F O /o Cl O_ OH
Cl——Pd—Cl Pd Cl——Pd—Cl
\ '\ \
OH © o 0 F OH © cl
O P4 O
7C 8C 9C

Fonte: proprio autor

Inibidores de urease baseados em complexos de metais de transicdo tem
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atraido grande interesse porque ions Ni?* sdo encontrados no sitio ativo, e a inibigao
da enzima pelos compostos metélicos pode ser devido a reagao dos ligantes
organicos, bem como dos ions de metais de transicdo, com o grupo sulfidrila no centro
ativo da urease'’®.

Para corroborar os resultados encontrados pelo ensaio in vitro, utilizou-se
inibidor da urease reconhecido na literatura, o acido acetohidroxamico, para que fosse
possivel a realizagcdo de estudos in silico a fim de se compreender os modos de

ligacdo no sitio ativo da enzima, comparando-os com os complexos avaliados.

6.5 Docking molecular no sitio ativo da enzima urease de H. pylori

Com o objetivo de compreender em nivel molecular os mecanismos
responsaveis pela atividade inibitéria frente a urease de Helicobacter pylori, foram
realizados estudos de docking molecular dos complexos metalicos de paladio (ll) e
seus respectivos ligantes livres na enzima-alvo. O estudo permitiu correlacionar as
interacoes estabelecidas por cada composto com o sitio ativo da urease e avaliar sua
compatibilidade estrutural e eletrbnica com os principais residuos cataliticos,
destacando as diferencas entre complexos ativos e inativos. Os dados obtidos
corroboram com 0s ensaios in vitro, que indicaram auséncia de atividade para os
ligantes e eficacia variavel entre os complexos.

Primeiramente, avaliou-se as interagdes no sitio ativo da enzima urease de H.
pylori, a fim de compreender os possiveis modos de ligacdo do acido
acetohidroxamico (AHA), inibidor padrao. Utilizou-se o complexo cristalografico com o
coédigo 1E9Y depositado no PDB (Protein Data Bank) para realizar a analise do sitio
ativo delimitando-se uma esfera de raio = 10 A a partir do eixo central do ligante
presente no interior do complexo cristalografico. A fungao de escore selecionada foi
ChemScore com 10 repeti¢cdes para cada molécula. As analises das poses de docking
foram realizadas meio de inspegéao visual.

O AHA para inibir a enzima, realiza quatro ligagdes hidrogénio com os
aminoacidos Asp362, Gly279, Ala365 e His221, e suas outras interagdes no sitio sdo
coordenadas através da interagdo do oxigénio do acido com os atomos de Ni
presentes no sitio ativo da enzima, como relatado por Shi et al. 179, os quais interagem

com os aminoacidos auxiliando, assim, a ancoragem no sitio ativo.
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Realizou-se o redocking a fim de avaliar a predicéo do programa de docking da
conformagédo do AHA, cuja conformacgao bioativa no sitio da urease ja é conhecida 8
(Figura 48). Comparou-se as poses obtidas nos calculos de docking com a
conformacéo bioativa a fim de obter o RSMD que é uma medida que ilustra o quanto
a poses difere da conformacéo cristalografica. A média de RSMD obtida foi de 0,7607
A, e o menor RMSD encontrado foi de 0,6528 A (Figura 48), sendo que um valor até

de 2,0 A é considerado aceitavel 8.

Figura 48- Redocking do AHA e suas principais interagdes

HIS

B:136
HIS
= B:221
B:219 His
219 NI B:248
. B:3001
ASP) : f
B:362 -
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B:3002
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B:365

Nota: (A) Validagédo do modelo de docking por meio de redocking (RMSD= 0,5965 A) no sitio ativo da
urease (PDB:1E9Y). O acido acetohidroxamico, padrao de referéncia, encontra-se com os atomos de
carbono em azul e o resultado do redocking, em cinza. (B) Representacdo em 2D do sitio ativo da
urease com as principais interagbes do ligante cristalografico acido acetohidroxamico. Nota:
hidrogénios estado ocultos.

Os complexos 9C, 7C, 8C, 10C e 12C, os quais apresentaram os melhores
resultados in vitro, foram também os que mais se aproximaram, em termos de padrao
de interacdo, do mecanismo de inibigdo proposto para AHA, potente inibidor classico
da urease. Conforme descrito por Shi et al. o AHA realiza ligagdes de hidrogénio com
os residuos Asp362, Gly279, Ala365 e His221, além de coordenacao direta com os
ions Ni?* presentes no centro catalitico da enzima. Dessa forma, a comparagao com
esse modelo de referéncia se mostra fundamental para avaliar a relevancia das
interagdes moleculares observadas nos complexos sintetizado'®.

O complexo 8C (Figura 49) destacou-se como um dos candidatos mais
completos em termos de ocupagao do sitio ativo. Suas poses revelaram ligagdes de
hidrogénio com Asp223, interagdes de van de Waals com Gly279, Ala365, His221 e
His248, além de interagdes eletrostaticas com Asp165, Arg338 e Met317, e
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coordenagéao potencial com os ions Ni** do centro catalitico. A geometria observada
sugere que o atomo de paladio, coordenado a oxigénios carbonilicos e fendlicos,
posiciona-se adequadamente para mimetizar a fungdo coordenativa do AHA. Essas
interacoes estao em perfeita consonancia com seu desempenho in vitro, com ICs, de

18,93 uM, o segundo melhor da série.

Figura 49- Diagrama 2D do sitio ativo da enzima urease, com as principais interagdes do complexo 8C
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O complexo 7C (Figura 50), que apresentou a maior atividade inibitéria frente a
urease (ICso = 9,72 pM), também demonstrou interagbes significativas. Foram
observadas ligacbes de hidrogénio com o residuo Asp223, além de contatos
hidrofébicos e -1 stacking com residuos aromaticos e sulfurados como Cys321,
His322, Trp224, Phe334 e Leu252 e interacdes de van der Waals. Embora o complexo
7C nao tenha estabelecido ligagado de hidrogénio com outros residuos, sua posi¢céo
dentro da cavidade catalitica, aliada as interacbes laterais de estabilizacdo e
proximidade com residuos-chave, explica sua alta afinidade e eficacia. A auséncia de
coordenagdo direta com o Ni** pode ser compensada pelo conjunto robusto de
interacdes secundarias, o que reforga a importancia de um ancoramento multifatorial

no sitio enzimatico.

Figura 50 — Diagrama 2D do sitio ativo da enzima urease, com as principais intera¢gdes do complexo
7C
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O complexo 9C (Figura 51) apresentou ICs0 de 33,29 uM apresentou ligagcao

de hidrogénio com MET366, que pode contribuir para a estabilidade, além de diversas

interagdes hidrofobicas e van der Waals, dentre elas com residuos-chave da cavidade
catalitica como His221, Ala365, Gly279 e outros residuos como His322, Met317,

Ala169, 1le140 e Cys321. A auséncia de interagao com Ni** do sitio e interagbes mais

fracas com residuos-chave justificam a atividade encontrada in vitro.

Figura 51 - Diagrama 2D do sitio ativo da enzima urease, com as principais interagdes do complexo
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Os complexos 10C e 12C apresentaram perfis intermediarios, tanto in vitro
quanto in silico. O complexo 10C (Figura 52) realizou contatos hidrofébicos e Tr-1r
stacking com Asp223, Ala365, His22, ala169, lle140 e His248, bem como interagdes
eletrostaticas com Arg338, Asp165, Met317 e Cys321. O paladio esteve orientado de
forma a permitir possivel coordenacdao com o niquel, reforcando seu potencial
inibitério.

Figura 52 — Diagrama 2D do sitio ativo da enzima urease, com as principais intera¢gdes do complexo
10C
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O complexo 12C (Figura 53), por sua vez, replicou dois dos quatro residuos
principais do AHA (Asp223 e His221), e ligagdes com His322 e Ala169, além de
apresentar interagdes com Trp224, Cys321, Arg338 e Ala365 e Met366. A semelhanca
funcional e espacial com o inibidor padrao sugere que ambos podem atuar como
inibidores competitivos eficazes, ainda que com menor poténcia relativa frente aos

complexos 7C e 8C.
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Figura 53 — Diagrama 2D do sitio ativo da enzima urease, com as principais interagdes do complexo
12C
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Em contraste, os complexos 13C, 11C e 14C (Figura 54), que exibiram
nenhuma atividade inibitéria, mostraram interacdes restritas com a cavidade catalitica.
O complexo 14C, por exemplo, ndo estabeleceu liga¢des de hidrogénio e demonstra
contatos hidrofébicos e 1-11 stacking com Cys321, Ala365, Met366, His323, Ala169,
Trp224, Asp223 e His322, sem coordenagdo com os ions metalicos. De forma
semelhante, os complexos 13C e 11C demonstraram auséncia de coordenagcdo com
Ni?*, e suas interagdes se limitaram a Ala365, Met317, e alguns residuos laterais como

GIn364, His323 e Ala169, o que explica seus valores de IC5, ausentes.

Figura 54 - Diagramas 2D do sitio ativo da enzima urease, com as principais interagdes dos complexos
13C (A), 11C (B) e 14C (C)
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Os resultados dos ligantes livres (chalconas) reforcam a importancia do centro
metalico de paladio para a atividade. Nenhum dos ligantes apresentou coordenagao
com o niquel, embora alguns tenham mostrado interagdes pontuais com residuos
cataliticos. A chalcona 8 (Figura 55), por exemplo, foi a unica a exibir coordenagéo
direta com o ion metalico, além de ligacbes com Ala365 e Asp223. Ainda assim, a
atividade in vitro foi inexpressiva, indicando que a complexagdao com paladio é
determinante para estabilizar a geometria do ligante e posicionar grupos funcionais de

forma adequada para inibicao efetiva da urease.

Figura 55 - Diagrama 2D do sitio ativo da enzima urease, com as principais intera¢des da chalcona 8
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Outro ponto importante revelado pelos estudos de docking € o efeito dos
substituintes nos padrdes de interagdo. Complexos contendo grupos halogenados (F
ou Cl) mostraram interagdes adicionais ou participagao em interagdes 1 € van der
Waals, que contribuem para o empacotamento da molécula na cavidade catalitica. No
entanto, como discutido anteriormente, esses grupos também podem introduzir efeitos
estéricos que reduzem a flexibilidade do ligante, o que foi observado na ligeira
diminuicao da atividade dos complexos 8C e 9C em comparacgao ao 7C, desprovido
de substituintes.

Dessa forma, os dados de docking ndo apenas corroboram os resultados
obtidos in vitro, mas também oferecem uma explicagao estrutural detalhada para os
fatores que contribuem para a inibicao da urease. Entre esses fatores, destacam-se o

numero e o tipo de interagdes estabelecidas com residuos cataliticos da enzima, a
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presencga ou auséncia de coordenagdo com os ions Ni** na regiao ativa, a orientagao
e 0 modo de encaixe do complexo dentro da cavidade catalitica, além da influéncia
dos substituintes presentes na estrutura dos ligantes, que afetam diretamente o
comportamento estérico e eletrénico das moléculas.

Tais achados reforgam de maneira contundente o papel central do ion paladio
na modulagao da atividade biolégica dos complexos avaliados, evidenciando que o
desenvolvimento racional de novos inibidores da urease deve ir além da simples
presenca de grupos funcionais ativos. E fundamental considerar a arquitetura
tridimensional do complexo como um todo, de modo a favorecer o reconhecimento
molecular eficiente, a coordenagdo com os ions metalicos presentes no sitio ativo e a
mimetizagao precisa dos pontos de ancoragem do inibidor de referéncia, o acido
acetohidroxamico. Nesse contexto, os complexos 9C, 7C e 8C destacam-se como
candidatos particularmente promissores, tanto pela forte convergéncia entre os dados
tedricos e experimentais quanto pelo perfil de interacdo amplo e especifico que
estabelecem com os residuos cataliticos e os ions Ni?* no interior da cavidade ativa

da urease.
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7 CONCLUSAO

Os resultados obtidos neste trabalho demonstram que a complexacao das
chalconas com paladio(ll) promoveu modificagbes estruturais e eletronicas relevantes,
confirmadas por analises espectroscopicas, espectrométricas, térmicas e
elementares. Foram identificados diferentes modos de coordenacédo, monodentados
ou bidentados, modulados pela natureza do nucleo aromatico e pelos substituintes,
os quais influenciaram diretamente a estabilidade, o comportamento eletrénico e a

atividade biologica dos complexos.

Em paralelo, os estudos de predicdo de atividade bioldégica (PASS) e de
propriedades farmacocinéticas (SwissADME) revelaram que, apesar das limitagdes
impostas pelas regras classicas de drug-likeness, os complexos apresentam
caracteristicas compativeis com metalofarmacos clinicamente relevantes,
especialmente pelo cumprimento da regra de Veber e pela diversidade funcional

observada entre os derivados.

Do ponto de vista biolégico, os complexos mostraram-se mais ativos e seletivos
que seus ligantes livres frente a linhagem tumoral gastrica AGS, superando inclusive
a cisplatina em termos de seletividade, com destaque para os complexos 9C, 12C e
14C. Paralelamente, os estudos de docking na proteina Bcl-2 mostraram que os
complexos sao capazes de interagir com residuos criticos do sitio ativo (Arg146,
Phe104, Val133, Leu137, entre outros), sustentando a hipétese de indugédo de

apoptose como um dos mecanismos de acao.

No ambito antimicrobiano, os complexos exibiram atividade significativa frente
a H. pylori, com valores de CIM variando entre 1-16 ug/mL, frequentemente
superiores aos dos ligantes livres. Os complexos 9C, 12C e 14C se destacaram como
0s mais promissores, apresentando efeito bactericida relevante. Além disso, os
ensaios frente a urease confirmaram que a presengca do centro metalico é
determinante para a inibicdo enzimatica, com destaque para o complexo 7C, que
apresentou ICs, de 9,72 pyM, aproximando-se do controle positivo (AHA). Os estudos
de docking reforgaram tais achados, demonstrando interagdes consistentes com

residuos cataliticos e ions Ni?* da enzima.
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Logo observou-se, de maneira integrada, que a natureza eletrénica do nucleo
(fendlico x naftdlico), o tipo de substituinte e o modo de coordenagdo sao
determinantes no comportamento quimico-biolégico dos complexos. A presenga de
grupos eletronegativos (Cl, F) e o nucleo fendlico favoreceram a reatividade e a
seletividade, enquanto substituintes doadores (OMe) ou sistemas excessivamente

conjugados reduziram o desempenho global.

Conclui-se, portanto, que os complexos apresentam potencial significativo para
o desenvolvimento de novos compostos de paladio com duplo perfil terapéutico —
antitumoral e anti-H. pylori —, atuando por mecanismos multiplos que envolvem
interacdo com DNA, indugao de apoptose, inibicdo da urease e interferéncia em
processos redox bacterianos. Os complexos 7C, 9C e 14C destacam-se como os
candidatos mais promissores, oferecendo uma base estrutural sélida para o design

racional de futuros metalofarmacos multifuncionais.

Assim, embora 7C e 9C apresentem vantagens pontuais em parametros
especificos, a analise integrada de todos os dados indica que o complexo 14C reune
o melhor equilibrio entre eficacia biolégica e propriedades farmacocinéticas,
configurando-se como o candidato mais indicado e robusto para o avango em estudos
posteriores, reforcando a relevancia da quimica de coordenagdo como ferramenta

estratégica na descoberta de novos agentes terapéuticos.
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9 ANEXOS

9.1 Caracterizagao por Infravermelho

Transmitance (%)

Figura A1. Espectro de infravermelho da chalcona 7
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Figura A2. Espectro de infravermelho do complexo 7C
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Figura A4. Espectro de infravermelho do complexo 8C
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Figura A6. Espectro de infravermelho da chalcona 10
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Figura A8. Espectro de infravermelho do complexo 12
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9.2 Caracterizagao por UV-vis
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Figura A14. Espectro de UV-vis do ligante 7 e o complexo 7C em solugao de acetonitrila (107> mol
L™).
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Figura A17. Espectro de UV-vis do ligante 11 e o complexo 11C em solug&o de acetonitrila (107> mol
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Figura A19. Espectro de UV-vis do ligante 13 e o complexo 13C em solug&o de acetonitrila (107> mol
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Figura A20. Espectro de UV-vis do ligante 14 e o complexo 14C em solugéo de acetonitrila (107 mol
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Caracterizagao por espectroscopia de RMN

9.3
Figura A21. Espectros de RMN de 'H do ligante 7 e complexo 7C obtido em DMSO-d¢ (400 MHz).
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Figura A22.
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Espectros de RMN de 'H do ligante 8 e complexo 8C obtido em DMSO-d, (400 MHz).
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Figura A23. Espectros de RMN de 'H do ligante 9 e complexo 9C obtido em DMSO-d¢ (400 MHz).
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Figura A24. Espectros de RMN de "H do ligante 11 e complexo 11C obtido em CCDCls-d (400 MHz).
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Figura A25. Espectros de RMN de 'H do ligante 12 e complexo 12C obtido em DMSO-d, (400 MHz).
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Figura A26. Espectros de RMN de 'H do ligante 13 e complexo 13C obtido em DMSO-d, (400 MHz).
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Figura A27. Espectros de RMN de 'H do ligante 14 e complexo 14C obtido em DMSO-d, (400 MHz).
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9.4 Analise termogravimétrica (TG)

Figura A28. Curva TG do Complexo 7C
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Figura A29. Curva TG do Complexo 8C
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Figura A30. Curva TG do Complexo 9C

110
100—.

90—.
80—.
70—.
60—.
50—.

Massa (%)

40—-
30—-
20—-
10—-

T T T T T T T T T T T 1
0 200 400 600 800 1000 1200
Temp. (°C)

Figura A31. Curva TG do Complexo 10C
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Figura A32. Curva TG do Complexo 11C
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Figura A33. Curva TG do Complexo 12C
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Figura A34. Curva TG do Complexo 13C
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Figura A35. Curva TG do Complexo 14C
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9.5 Calculos termogravimétricos dos complexos
9.5.1 Complexo 7C - C3¢H,,Cl,0,Pd
M, =625,84g-mol’

Pela TGA, o residuo final correspondeu a 29,2 % da massa inicial, implicando uma
perda total experimental de:

%Am,, =100-29,2 =70,8%

Com base na interpretacao térmica, o residuo foi atribuido a PdO + 5C. A massa molar
desse residuo é:

M., = 106,42 +16 =122,42g-mol™
Moyo.sc =122,42+5-(12) =182,42g-mol ™
A fragao tedrica de residuo é, entao:

182,42
625,84

%R = 100 = 29,2%

9.5.2 Complexo 8C - C30H20F204Pd
M, = 588,91g-mol™

A TGA indicou um residuo final de 17,8 %, logo:
%Am,,, =100-17,8 =82,2%

Admitindo que o residuo seja paladio metalico (Pd°), a fragao tedrica de Pd é:

106,42

Pdeac = 558 89

-100~18,1%

9.5.3 Complexo 9C - C3,H,,Cl,0,Pd

M, =694,73g-mol™

O residuo obtido por TGA foi de 10,8 %, o que implica:
%Am,,, =100-10,8 =89,2%

Se todo o0 metal permanecesse como Pd°, a fragcao tedrica seria:

106,42
694,73

%R = 100~ 15,3%

Diferenca entre o valor experimental (10,8 %) e o tedrico (~15,3 %).



9.5.4 Complexo 11C — C33H,5Cl,0,Pd
M, .. =725,95g-mol™

Residuo experimental: 8,3 %

%Am, =100-8,3=917%

Teoricamente, se o residuo fosse apenas Pd:

106,42
725,95

%R =

100 = 14,6%

Diferenca entre o valor experimental (8,3 %) e o tedrico (~14,6 %) .

9.5.5 Complexo 12C - C;gH,4F,0,Pd
M,,. =689,01g-mol™

Residuo experimental: 15,2 %
%Am,,, =100-15,2 =84,8%

Tedrico (Pd metalico):

%Pd,,, = %.mo ~15,4%

9.5.6 Complexo 13C — C33H,,Cl,O0,Pd

M., = 721,93g-mol™

Residuo experimental: 8,2 %

%Am,,, =100 -8,2=918%

Teoricamente, se apenas Pd permanecesse:

106,42
721,93

%R = 100 =14,7%

Diferenca entre o valor experimental (8,2 %) e o teorico (~14,7 %).
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9.5.7 Complexo 14C — C,,H3,04Pd

M,,. =713,08g-mol™

Residuo experimental: 5,9 %

%Am,,, =100-5,9 = 94,1%

Teoricamente, se apenas Pd permanecesse:

%R =
713,

106,42
08

100 ~ 14,9%

Diferenga entre o valor experimental (5,9 %) e o tedrico (~14,9 %).

9.6 Caracterizagao por Espectrometria de Massas

Figura A36. Espectros de massas, no modo positivo do complexo 7C
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Figura A37. Espectros de massas, no modo positivo do complexo 8C

Je_11_ESI_POS rawScan #29 @0.06min MS! p +, base peak: 304 2607 mz (1 668)

Scan definion: FTMS + p ES Ful ms [100.0000-1000.0000)

Je_11_ESI_POS rawScan £321 @0.57mn MS1 p +, base peak: 5628572 vz (2.1E8)

‘Scan defintion: FTMS + p ESI Full ms (100.0000-1000.0000]

160

- g
198 8151382 e
e 1087
. ose sagi

)
]
- 085978 858

8080
e 58
] 108
128 I
ue o 5869151

] 1ot
g fom 3 s
] 5080
808 3
108 e sz
8088 o8
508 [M+Na]+ 208 [M+H]+
6114 258 g
oo ongne woan 208 509.0492
pas
108 o
208 i .
108 ) i i
oty i 1 ) o ' [
602.0000 604.0000 606.0000 608.0000 610.0000 612.0000 14,0000 616.0000 618.0000 620.0000 84,0000 5800000 1588.0000 560.0000 502.0000 5040000 506.0000 508.0000 600 0000 602.0000
miz miz
~Scan #20 @ 1 [j miz 8119100 (0.06 min) : Je_11_ESI_POS ram. Scan #4321 @ 1 | miz 589.8547 (0.57 min) : Je_11_ESI_POSraw
Je 11 SIS p+, base peak: 304 Je_11_ES|POS rawScan #37 @0.080i 1 p+,base peak: 304 2608 'z (2068)
‘Scan definton FTIS +  ESIFull ms [100.0000-1000.0000] defdion: TS + p ESIFul ms[100.0000-1000.0000]

o0m
0087 .

8567
8567
e 375.2508 08T 2000474
158 L ¢ 1567
108 1087
i : 1 058 m.mv
0087 L
8567 . . 5587

o 08T .
" E 458
15 £
0 “og o e
o e g \
08 3087 >
8 e [C1sHuFO,]
* 15H11FO,]
ol [CusHiaFOPA |y e
: W2 M2 03 {
158 H 0 Ty | 158
I

g w % 1]
508 S o8 ey

200000 300000 3200000 10000 00000 00000 00000 000 00000 000 4000 D0 40000 4900000
nz

Scan#33 @ 1 [ i 340.3083 (0.7 min):Je_11_ESI_POSraw

Figura A38.Espectros de massa,
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no modo positivo do complexo 9C
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Figura A40. Espectros de massas, no modo positivo do complexo 11C
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Figura A39. Espectros de massas, no modo positivo do complexo 10C
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Figura A41. Espectros de massas, no modo positivo do complexo 12C
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Figura A42. Espectros de massas, no modo positivo do complexo 13C
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Figura A43. Espectros de massas, no modo positivo do complexo 14C
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Tabela A1 — Dados da analise elementar

Amostra
Padrao AC
7C
8C
9C
10C
11C
12C
13C
14C

Carbono Hidrogénio Nitrogénio
70,117 6,565 9,904
55,219 3,056 0
60,017 3,159
64,506 3,574
72,153 53
68,893 3,831
66,102 3,437
64,588 3,764
70,743 4,074

O O O o o o o
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9.8 Docking molecular

Figura A44. Docking Molecular do complexo 13C
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Nota: (A) Diagrama em bastéo do sitio ativo da urease, com as principais interagdes do ligante e (B)

Diagrama 2D do sitio ativo da enzima urease, com as principais interagdes.

Figura A45. Docking Molecular do complexo 11C
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Diagrama 2D do sitio ativo da enzima urease, com as principais interagoes.

Figura A46. Docking Molecular do complexo 14C
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