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RESUMO

A clivagem de ligagdes quimicas mediada por metais de transi¢ao ¢ uma abordagem promissora
para ativagdo de pro-farmacos quimioterapicos em condig¢des biologicas. O presente trabalho
visou contribuir para o desenvolvimento das reagdes de clivagem bio-ortogonais mediadas por
paladio. Este estudo compreende a investigacao cinética e mecanistica das reagdes de clivagem
C-0 e C-C mediadas por paladio e o desenvolvimento de novos pro-farmacos para o tratamento
do cancer. Inicialmente, foram determinadas as cinéticas de clivagem da ligagdo C-O de
cumarinas protegidas na forma de éteres propargilicos ou alenilicos mediadas pela adicao
complexos de Pd(II). As reacdes foram conduzidas em condi¢gdes biologicamente relevantes e
sob monitoramento cinético pela técnica de espectroscopia de UV-visivel. Foi observado que o
grupo alenilico ¢ mais reativo que o grupo propargilico, sendo o grupo alenil mais indicado
para aplicagdes biologicas. Para reacdes mediadas pelo complexo Pd,Allyl,Cl foi observado
que a concentragao de cloreto no meio reacional afeta a velocidade da clivagem. Considerando
que a velocidade da reagdo de desalenilacio aumenta com a diminui¢do da concentracdao de
ions cloreto no meio, foi possivel determinar que a espécie monomérica PdAllyl(H2O)> € a mais
ativa na reacdo, essa espécie estd em equilibrio com outras espécies contendo cloreto menos
ativas. Extrapolando para condigdes biologicas, as reagdes de clivagem mediadas pelo
complexo Pd>AllyloCl> devem acontecer seletivamente no espaco intracelular, visto que o
mesmo possui uma concentracao inferior de cloreto, comparado ao meio extracelular. Através
dos estudos cinéticos, experimentos de oxirredugdo/envenenamento e espectrometria de massas
com ionizacao por electrospray, foi possivel propor que o mecanismo da reacao de O-
desalenilacdo ¢ mediada principalmente pela espécie PdAllyl(H20)>, onde a etapa determinante
da velocidade seria a hidratagdo do grupo aleno. A partir destes estudos foi sintetizado um novo
pro-farmaco alenilico do farmaco antineopldsico Doxorrubicina. Para o estudo das novas
reacoes de clivagem C-C da orto-quinona B-Lapachona, foram sintetizadas novas o-
hidroxicetonas contendo os grupos protetores propargilico e alilico. A B-Lapachona ¢ um
produto natural anticancerigeno encontrado no Ipé Roxo (Handroanthus impetiginosus), arvore
abundante em solo brasileiro. As novas reagdes de clivagem C-C foram otimizadas em
condicdes biologicamente relevantes, através da técnica de cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massas. Os resultados mostraram que o grupo propargilico ¢ mais reativo
frente a espécies de Pd(II). Também foi observado que a clivagem ¢ mais efetiva por
nanoparticulas de iodeto de paladio(II). Através de calculos computacionais foi possivel propor
um mecanismo mediado por Pd(II) para a nova reagdo de despropargilacdo, o qual segue através
da hidratagdo da ligacao tripla. A nova estratégia de ativagdo da B-Lapachona foi avaliada em
linhagens de células de cancer de mama e leucemia mielogénica aguda. Apesar da literatura
descrever apenas clivagens de ligacdes C-N e C-O, ¢ a primeira vez que ¢ descrita a quebra de
ligagdes C-C de grupos propargil ou alil mediada por metais de transicdo em meio biologico.
A nova metodologia de clivagem C-C expande a possibilidade de ativagdo da B-Lapachona de
forma espacialmente controlada, diminuindo seus efeitos colaterais sistémicos e ampliando sua
aplicacdo no tratamento do cancer.

Palavras-chave: Clivagem bio-ortogonal. Desalenilagdo. Despropargilacdo. Clivagem

Carbono-Carbono. -Lapachona. Ativacdo de pro-farmacos.



ABSTRACT

Cleavage of chemical bonds mediated by transition metals is a promising approach for
activation of chemotherapeutic prodrugs under biological conditions. The present work aimed
to contribute to the development of palladium-mediated dissociative bio-orthogonal cleavage
reactions. This study comprises the kinetic and mechanistic investigation of palladium-
mediated C-O and C-C cleavage reactions and the development of new prodrugs for the
treatment of cancer. Initially, the cleavage kinetics of the C-O bond of protected coumarins in
the form of propargyl or allenyl ethers mediated by the addition of Pd(II) complexes were
determined. The reactions were carried out under biologically relevant conditions and under
kinetic monitoring by the UV/visible spectroscopy technique. It was observed that the allenyl
group is more reactive than the propargyl group, being the allenyl group more suitable for
biological applications. For reactions mediated by the Pd>Allyl,Cl> complex, it was observed
that the chloride concentration in the reaction medium affects the cleavage rate. Considering
that the rate of the dealenylation reaction increases with the decrease of chloride ions
concentration in the medium, it was possible to determine that the monomeric specie
PdAllyl(H20): is the more active in the reaction, this specie is in equilibrium with other less
active species. Extrapolating to biological conditions, the cleavage reactions mediated by the
Pd;Allyl,Cl> complex must happen selectively in the intracellular space, since it has a lower
concentration of chloride, compared to the extracellular medium. Through kinetic studies,
redox/poisoning experiments and electrospray ionization mass spectrometry, it was possible
propose that the mechanism of O-dealenylation reaction is mediated mainly by PdAllyl(H>O)a,
where the rate-determining step would be the hydration of the allene group. From these studies
a new allenyl prodrug of the anticancer drug Doxorubicin was synthesized. To study the new
C-C cleavage reactions of the ortho-quinone B-Lapachone, new a-hydroxyketones containing
the propargyl and allylic protecting groups were synthesized. B-Lapachona is an anticancer
natural product found in Ipé Roxo (Handroanthus impetiginosus), a tree abundant in Brazilian
soil. The new C-C cleavage reactions were optimized under physiologically relevant conditions,
using liquid chromatography coupled to mass spectrometry. The results showed that the
propargylic group is more reactive with Pd(II) species. It was also observed that cleavage is
more effective by palladium (II) iodide nanoparticles. Through computational calculations it
was possible to propose a mechanism mediated by Pd(II) for the new depropargylation reaction,
which follows through hydration of the triple bond. The novel B-Lapachone activation strategy
was evaluated in breast cancer and acute myelogenous leukemia cells lines. Although the
literature describes cleavages of C-N and C-O bonds, it is the first time that the cleavage of C-
C bonds of propargyl or allyl groups mediated by transition metals in a biological environment
are described. The new C-C cleavage methodology expands the possibility of activating -
Lapachone in a spatially controlled manner, decreasing its systemic side effects and expanding
its application in cancer treatment.

Keywords: Bioorthogonal cleavage. De-allenylation. Depropargylation. Carbon-Carbon
cleavage, B-Lapachona, Activation of prodrugs.
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1 INTRODUCAO

Nas ultimas décadas, a catdlise de reagdes organicas por metais gerou um grande
impacto no desenvolvimento de novas tecnologias industriais e facilitou o avango da ciéncia
em diferentes areas. Ao longo do tempo, estudos mecanisticos vem desvendando a natureza das
transformacgoes cataliticas metdlicas. Varias espécies metdlicas podem ser geradas em solugao,
e pelo menos uma delas deve exibir a atividade catalitica desejada.! Portanto, a compreensio
da dindmica das reagcdes mediadas por metais ¢ um dos principais fatores para o
desenvolvimento racional de uma nova geragao de catalisadores metalicos.

Diversos trabalhos tém demonstrando a aplicagdo de metais de transi¢ao na mediagao
de reagdes quimicas em sistemas bioldgicos. Quando essas reagdes ocorrem sem afetar os
processos bioquimicos, elas pertencem ao campo da quimica bio-ortogonal.>* As reagdes bio-
ortogonais mediadas por metais via mecanismo organometalico possuem elevado potencial na
manipulagdo estrutural/funcional de biomoléculas e moléculas abidticas, com impacto minimo
nos processos bioquimicos celulares. Contudo, diversos desafios ainda sdo enfrentados na
aplicacdo de catalisadores metalicos em ambiente celular, para que se permita em ultima
instancia, alcangar o objetivo do desenvolvimento de tratamentos clinicos em animais vivos e,
consequentemente em humanos.>”’

Avangos recentes sugerem que metais de transicdo abioticos podem promover reagoes
intracelulares através de mecanismos organometalicos. Nesse campo, catalisadores a base de
paladio vém ganhando atencdo, principalmente devido as excelentes propriedades cataliticas
bem conhecidas deste metal. Dentre as diversas reagdes bio-ortogonais, as reagdes dissociativas
(clivagem/desprotecdo) catalisadas por paladdio destacam-se como uma estratégia na ativacao
de pequenas moléculas e biomoléculas in vitro e in vivo.® A literatura demonstra que o paladio,
na forma de complexos ou nanoparticulas, pode induzir a clivagem de ligagdes C-O e C-N em
substratos protegidos com grupos propargilicos, alilicos e alenilicos em meio biologico.>’
Entretanto, existem poucas mengdes na literatura sobre o efeito do meio ou propostas
mecanisticas em condigdes biologicas para estas reacdes. Como, o efeito dos estados de
valéncia do metal.

O entendimento da dindmica destas reagdes ¢ um dos principais esforcos para o
desenvolvimento de metodologias mais efetivas, ou seja, reagdes quimioespecificas, com

cinéticas rapidas e com grupos protetores € catalisadores estaveis e atoxicos em meio celular. '
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Visto que as reagdes sdo projetadas para o meio bioldgico, um ambiente extremante complexo,
uma abordagem multidisciplinar ¢ necessaria, utilizando ferramentas da quimica e da biologia
quimica, bem como instrumentos de tltima gera¢do, uma tarefa nada trivial.” Normalmente, os
estudos seguem um processo de aumento da complexidade. Inicia-se com o estudo de bancada
em frasco reacional, passando para cultura celular, animais e, finalmente, em seres humanos.
Neste sentido, este trabalho busca avancar no conhecimento dos mecanismos
envolvidos na quebra de ligagcdes C-O e C-C de substratos propargilicos, alilicos e alenilicos
mediadas por paladio, por meio de estudos sistematicos cinéticos e espectroscopicos. Estes
estudos sdo parte do desenvolvimento novas reacdes bio-ortogonais dissociativas, na ativacao

de pro-farmacos para o tratamento do cancer.
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1.1 OBJETIVOS
1.1.1  Objetivo Geral

Este trabalho tem como objetivo principal contribuir para o desenvolvimento das
reacdes de clivagem bio-ortogonais mediadas por paladdio. Para isso, esta tese aborda dois
aspectos complementares. Os estudos cinéticos € mecanisticos das reagdes de clivagem C-O e
C-C mediadas por paladio e o desenvolvimento de novos pro-fairmacos. Espera-se que com
estudos sistematicos possa-se compreender o ciclo catalitico das reacdes estudadas, visando o
desenvolvimento de estratégias mais eficientes para a ativacdo de pro-fairmacos em células
cancerosas.

O projeto ¢ subdivido no estudo de dois sistemas, primeiramente as reagoes de clivagem
C-0 e posteriormente, o estudo das novas reagdes de clivagem C-C. Os objetivos especificos

para os dois sistemas sdo semelhantes.

1.1.1.1 Objetivos especificos

- Sintetizar substratos e pro-farmacos ativaveis por paladio;
- Estudar as reagdes de clivagem dos substratos e pro-farmacos em condigdes bioldgicas;
- Propor mecanismos para as reagoes de clivagem C-O e C-C;

- Estudar a ativagdo dos novos pro-farmacos mediada por paladio em cultura celular;
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Para alcancar os objetivos especificos, foram propostas as seguintes metas para cada sistema:

Clivagem de ligacdes C-O

- Investigagdo da reatividade de complexos de paladio (II) frente a catalise da quebra
da ligacao C-O dos substratos Prop-4-MU e Alle-4-MU;

- Estudo do efeito da concentragao de cloreto no meio reacional nas reagdes mediadas
pelo complexo Pd>Allyl>Clo;

- Obtencdo das constantes cinéticas e experimentos de envenenamento para os
sistemas estudados;

- Caracterizacdo do meio reacional por ESI-MS da clivagem C-O do substrato Alle-4-
MU mediada pelo complexo Pd>AllylLCla;

- Propor um mecanismo para a reagdo de O-desalenilacdo mediada pelo complexo
Pd>Allyl,Cl.

- Desenvolver um novo pré-farmaco da Doxorrubicina contendo o grupo protetor O-
Alenil (AOBC-DOX);

- Estudo da ativacao do novo pro-farmaco mediada pelo complexo PdAllylLCl, em

cultura celular.

Clivagem de ligacoes C-C

- Sintese e caracteriza¢ao de novas a-hidroxicetonas derivadas da B-Lapachona;

- Otimizacao da nova reacdo de clivagem C-C dos pré-farmacos da B-Lapachona
mediada por paladio;

- Caracteriza¢do do meio reacional por ESI-MS da clivagem C-C dos substratos Prop-
Lap e Alil-Lap;

- Propor um mecanismo para a reacao de clivagem C-C mediada por paladio(Il);

- Estudo da ativagdo do pro-farmaco Prop-Lap mediada por Pdl>-NPs em cultura

celular;
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 QUIMICA BIO-ORTOGONAL

O termo Quimica Bio-ortogonal foi proposto por Carolyn R. Bertozzi em 2003 e
refere-se ao planejamento e realizacdo de reagdes quimicas em sistemas vivos sem

! Essas reagdes sdo

interferéncia, e sem interferir, dos processos bioquimicos nativos.!
ferramentas com elevado potencial para a investigacdo e manipulagcdo de processos biologicos
e ativacdo de moléculas abidticas em sistemas vivos de elevada complexidade. A quimica bio-
ortogonal desenvolveu-se em seu inicio com reacdes associativas na formacao de ligacdes,
consistindo em reagdes entre dois pares atoxicos, estaveis € biocompativeis, que reagem sob
condicdes biologicas (Esquema 1la). Posteriormente, em uma diregdo oposta, as reagdes
dissociativas na clivagem de ligagdes vem recebendo grande atengdo. Essas reacdes consistem

na remog¢ao de um grupo protetor, através da presenca de um gatilho (Esquema 1b), essas

reacdes se destacam principalmente na ativagio de pro-farmacos.'?

Esquema 1 - Reagdes bio-ortogonais (a) associativas e (b) dissociativas.

a Reagdo associativa de formagdo de ligagdo
—X + Y- —> e—X—Y—XK
b Reacio dissociativa de clivagem de ligacio

B

Fonte: Adaptado com permissido de Development and application of bond cleavage reactions in bioorthogonal
chemistry.> Copyright (2016) Nature Publishing Group.

Para ser considerada bio-ortogonal, uma reagdo deve preencher os seguintes requisitos:
seletividade, inércia biologica e quimica, altas taxas reacionais, engenharia acessivel e
biocompatibilidade. Atualmente diversas reagdes sdo projetadas para preencherem esses
requisitos: cicloadi¢do 1,3-dipolar entre azidas e ciclo-octinos, cicloadi¢do 1,3-dipolar entre
nitronas e ciclo-octinos, formacao de oxima/hidrazona a partir de aldeidos e cetonas, a ligacao

da tetrazina, acoplamento carbono-carbono e desprotegdes catalisada por metais, entre outras. '
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Essas reagdes bio-ortogonais vem sendo avaliadas em sistemas vivos, entretanto, a
maioria delas ndo cumprem todos esses critérios, frequentemente sdo limitadas por taxas de
reacdo lentas, reatividade cruzada com biomoléculas, instabilidade as condi¢des biologicas ou
toxicidade. Desde a sua introdugdo, o repertorio de reagdes bio-ortogonais tem expandido de
forma constante. Novas reacdes permitirdo diversas oportunidades de aplicagdes,
particularmente quando a velocidade, a estabilidade e a toxicidade forem otimizadas.
Finalmente, as aplicagdes in vivo se tornardo comuns, permitindo em ultima andlise, o
desenvolvimento de tratamentos clinicos altamente efetivos.!* Em 2020, a primeira terapia
baseada na quimica bio-ortogonal entrou em estudos clinicos de fase I, demonstrando a
potencialidade e o rapido desenvolvimento das reacdes bio-ortogonais na ativagdo de pro-

farmacos.!>16

2.1.1 Reacoes bio-ortogonais mediadas por metais de transicio

As reagdes de formagdo de ligagdes carbono-carbono e carbono-heteroatomo
catalisadas por metais de transicdo sdao atualmente ferramentas indispensaveis para quimicos
sintéticos na realizacdo de reacdes quimicas que antes eram consideradas impossiveis. Estas
reacoes vém sendo utilizadas e otimizadas para a obtencao de estruturas moleculares de elevada
complexidade, introduzindo processos industriais com elevada economia atomica em diferentes
4reas da cadeia econdmica, incluindo a de produtos naturais, medicinais e de materiais.'”

A exploragdao da atividade catalitica destes metais possibilita a realizagao de
transformagdes quimicas energeticamente desfavoraveis, uma vez que estes proporcionam
caminhos reacionais com menores energias de ativacdo, quando comparadas ao caminho
reacional da reagdo ndo catalisada. Entre as inumeras transformacdes empregadas na quimica
medicinal, reagdes de acoplamento cruzado catalisadas por complexos de Pd ocupam uma
posicdo de destaque, sendo este responsavel por aproximadamente 17% da totalidade de
transformacgdes empregadas na sintese de farmacos. '3

A catélise organometélica em agua ¢ um campo de pesquisa que, recentemente, ganhou
forca dentro do conceito de "quimica verde". Deste modo, nos ultimos anos diversos trabalhos
tém apresentado reagdes catalisadas por metais em d4gua incluindo acoplamentos,
isomerizagdes, ciclizagdes, cicloadi¢des e hidrolises.” Dado que o solvente dos sistemas vivos
¢ a dgua, ndo ¢ dificil imaginar que algumas dessas transformagdes possam ser alcancadas em

meios biocompativeis. No entanto, a complexidade do meio bioldgico, devido a presenca de
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uma alta concentragdo de componentes celulares, como ti6is ou aminas, que podem envenenar
ou degradar o catalisador metalico inibindo sua atividade catalitica, dificultam esse objetivo.®
20

Visto que diversos metais de transicao ndo sao normalmente encontrados na natureza,
a maioria das reagdes mediadas por esses metais, nao sdo naturalmente encontradas no ambiente
biologico, como em bactérias ou células de mamiferos. Portanto, a aplicacdo desses metais em
meio bioldgico € particularmente atrativa no desenvolvimento de sistemas cataliticos abioticos,
capazes de desenvolver novas reacdes quimicas no interior de células vivas, com o objetivo de
desenvolver novas transformagdes relevantes em sistemas vivos.?!

Os primeiros exemplos de sucesso do palddio mediando reacdes em sistemas
biolégicos foram com reacdes associativas de acoplamento carbono-carbono, as quais sao
amplamente desenvolvidas na 4rea da sintese organica, conforme citado anteriormente.?? 2% 2%
2526 Como exemplo, destaca-se o trabalho de 2012 de Spicer e colaboradores, na modificagio
da superficie celular através do acoplamento Suzuki-Miyaura. Neste trabalho, foi possivel
inserir um grupo fluorescente na proteina transmembrana modificada OmpC presente na

superficie celular da bactéria Escherichia coli, com o objetivo de imageamento, resultando em

bactérias azuis (Esquema 2).

Esquema 2 - Acoplamento Suzuki-Miyaura em bactérias.

ek LI
b 44 2 M)
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Fonte: Adaptado com permissio de Palladium-Mediated Cell-Surface Labeling.”’ Copyright (2012) American
Chemical Society.

Embora as reagdes de formagdo de ligacdes (reacdes associativas) mostraram o
potencial da aplicacdo de metais de transicdo em meio bioldgico, a clivagem de ligagdes por
metais abidticos (reagdes dissociativas) vem ganhando grande destaque. Esse interesse esta
focado principalmente na possibilidade de ativagdo de farmacos protegidos (pro-farmacos),

para liberacao de uma molécula bioativa (fairmaco) diretamente em seu local de agdo (tumor),
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reduzindo as interagdes ndo desejadas e, consequentemente, diminuindo os efeitos colaterais
gerados pelo fAirmaco. Essa estratégia torna-se especialmente interessante se a protecdao da

molécula reduz significativamente a bioatividade do agente ativo (Esquema 3).%8

Esquema 3 - Ativagao bio-ortogonal seletiva de um pro-farmaco.

Tecido Normal

. Desprotegdo
®«—0
.—< Pré-Farmaco

Tumor
. Farmaco < Grupo Protetor

Fonte: Adaptado com permissdo de Development and application of bond cleavage reactions in bioorthogonal
chemistry.'> Copyright (2016) Nature Publishing Group.

A clivagem de ligacdes ¢ pratica recorrente na sintese organica, principalmente quando
se faz necessaria a protegio e a desprote¢do de grupos funcionais de moléculas complexas.?’
Quando a reacao de desprotecao ¢ quimioespecifica, ou seja, ndo ha reagdes com outros grupos
ou demais constituintes do meio reacional, esta reagdo ¢ dita seguir os principios da
ortogonalidade quimica.’® Rea¢des de desprotegiio bio-ortogonais podem ser classificadas em
subgrupos dependendo da natureza do ativante, elas podem ser desencadeadas por luz, pH,
enzimas, pequenas moléculas ou metais de transi¢do.*!

O primeiro exemplo demonstrando a aplicacdo de metais de transi¢ao em reagdes de
desprotecao no interior de células vivas foi descrito por Meggers e Streu em 2006, na clivagem
de grupos alilcarbamatos mediada por complexos de ruténio(Il). As reagdes foram aplicadas na
liberagao de moléculas fluorescentes (rodamina 110) no interior de células HeLa, onde foi
possivel observar, através de microscopia confocal, fluorescéncia no citoplasma das células
devido a liberacdo do fluoréforo.*?

Seguindo este trabalho, Bradley e Unciti-Broceta, em 2011, desenvolveram pela
primeira vez nanoparticulas heterogéneas de Pd(0), suportadas em microesferas de poliestireno,
capazes de atravessar as membranas celulares, atuando como catalisadores na desprotecao de

grupos alilcarbamatos ou no acoplamento cruzado Suzuki-Miyaura, em células HeLa.?
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Posteriormente, Weiss e Unciti-Broceta utilizaram nanoparticulas de Pd(0) suportadas em
resina, na reacio de despropargilacio do pré-fairmaco 5-fluoro-1-propargiluracila (Pro-5FU).%

Em 2017, Pérez-Lopez e Unciti-Broceta expandiram o escopo das reagdes de
despropargilagdo, pela utilizagdo de nanoparticulas suportadas de Au(0) como catalisadores na
ativagdo de diversos fAirmacos em cultura celular e na ativagdo de moléculas fluorescentes
(rodamina 110) em peixes zebra.**

Em 2013, Finn e colaboradores demonstram a desprotecdo do grupo propargil
dissubstituido pelo complexo de Cu(I)-tris(3-hidroxipropiltriazolilmetil)amina) em condi¢des
biorrelevantes (37 °C, em H>O). A substituicdo no grupo propargil acelera a reacdo, em
contraste com 0s outros metais, indicando um mecanismo diferente mediado por cobre.®
Recentemente, Chen e colaboradores aplicaram a despropargilacao mediada por cobre(I) in vivo
na libera¢ao do farmaco DOX, o qual foi conjugado a um anticorpo direcionador para c€lulas
HER?2 positivas, utilizando um dos substituintes do grupo propargil para conjugar o anticorpo
(Esquema 4).%¢

Esquema 4 - Desprotecéo do conjugado anticorpo-farmaco Dox-DMProc-ZHER2 mediada por cobre(I) em células
HER?2 positivas.

Fonte: Adaptado com permissdo de Mechanistic insights into transition metal mediated bioorthogonal uncaging
reactions. Copyright (2020) Royal Society of Chemistry."?

O paladio ¢ usado principalmente na clivagem de grupos protetores monofuncionais,
entretanto, grupos bifuncionais mostram ter potencial em aplicagdes terapéuticas,
principalmente no desenvolvimento de novos conjugados de anticorpo-firmaco (do inglés,
antibody-drug conjugates (ADCs)). Os quais surgem como uma nova classe de biofarmacos
que combinam a especificidade dos anticorpos com a liberagio tumor-seletiva de farmacos.>’

Em 2018, Stenton e coautores desenvolveram o grupo bifuncional propargil carbamato

tioéter que contém simultaneamente um anticorpo (para células HER2 positivas) e um pro-
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farmaco (Esquema 5).%

Entre diversos grupos avaliados, contendo S, N, O ou C entre o
espagador e o propargil, a presenca do enxofre aumentou a eficiéncia da reacdo de clivagem.

Observou-se um efeito direcionador devido a interagdo entre o atomo de enxofre e o paladio.

Esquema 5 - Desproteg@o do grupo bifuncional propargil carbamato tio éter mediada por paladio.

Antlcorpo /\/ H2N@
555\ Farmaco
S
S

Fonte: Adaptado com permissdo de Mechanistic insights into transition metal mediated bioorthogonal uncaging
reactions. Copyright (2020) Royal Society of Chemistry."

Em 2020, o Bernardes Lab da Universidade de Cambridge, em colaboragdo com o
nosso grupo de pesquisa (LaCBio), demonstrou pela primeira vez a desprote¢do de substratos
contendo grupos propargilicos (X= O ou N) e pentinoilicos (X= CH>), por complexos de platina
(K2PtCly e Cisplatina). A estratégia foi aplicada na desproteg¢ao do pro-farmaco MMAE-am em
cé¢lulas HeLa. Monometilauristatina E (MMAE) ¢ um farmaco quimioterapico, este foi
protegido na forma de uma pentinoil amida (am). Os autores também desenvolveram um ADC
contendo o pro-farmaco MMAE-am, onde foi possivel realizar a liberagdo extracelular do
farmaco, mediada pelos complexos de platina, de forma direcionada as células tumorais. Além
disso, a estratégia foi testada em embrides de peixes zebra, na ativacdo do Pro-5FU mediado
por Cisplatina, sendo observado uma reducdo significativa de um tumor induzido, desde o
terceiro dia de tratamento.*

A seguir sdo representados os pares grupo protetor/metal, desenvolvidos até o
momento, para reacdes bio-ortogonais de desprotecdo mediadas por metais de transigdo.
Diversos metais de transicdo vém sendo aplicados, normalmente na desprotecao de grupos alil
ou propargil, em condi¢des bioldgicas, na liberagdo de moléculas contendo os grupos amino ou
alcool. Embora muito menos estudado, o grupo alenil mostra-se muito promissor neste arsenal

de grupos protetores (Esquema 6).'%3!
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Esquema 6 - Grupos protetores monofuncionais e bifuncionais utilizados em reagdes bio-ortogonais de
desprotecao mediadas por metais de transigao.

(O—NH,

o
C}HJ\O/\RS (O)—NH,
R
o
CFMKOK%
O\T)(J)\X/\R/jo C}N{" X=CHy,e O
Oy O

Y=0eNR

()—oH

Fonte: Elaborado pelo autor (2022).

Ao se projetar catalisadores metdlicos bio-ortogonais para reacdes de desprotegdo,
deve-se levar em consideracdo diversos fatores. Por exemplo, os ligantes (complexos) ou
estabilizantes (nanoparticulas) afetam o estado de oxidacdo do metal, a transferéncia de carga
entre os ligantes e o metal e também as transi¢cdes d-d. Essas propriedades afetam diretamente
a intera¢do com o substrato/produto e consequentemente a atividade catalitica. Além disso, os
mecanismos reacionais envolvendo metais com diferentes estados de oxidacdo sdo
normalmente bastante diferentes. Todas essas caracteristicas precisam ser levadas em conta

para cada par metal/grupo protetor.'?
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Embora catalisadores metalicos abioticos realizem novas reagdes em sistemas vivos,
poucos deles foram integrados em sistemas complexos, como em modelos animais (roedores e
peixes) de doengas humanas. A transposi¢do da quimica organometalica desenvolvida em
frasco reacional para aplicagdes bioldgicas ¢ uma tarefa bastante desafiadora, necessitando de
uma abordagem interdisciplinar utilizando instrumentacdo e ferramentas quimicas e
biologicas.”

Além disso, os ambientes vivos sdo bem mais heterogéneos que o meio aquoso
estudado em frasco reacional, consequentemente o comportamento dos catalisadores nas
células ¢ normalmente diferente do observado em bancada, podendo variar dependendo de
diversos de fatores: como o pH local, a presenca de nucledfilos biologicos ou ainda em
decorréncia da viscosidade do meio. Assim, quaisquer propriedades cataliticas avaliadas em
frascos reacionais devem ser comparadas com as observadas no interior de células vivas.’
Normalmente o desenvolvimento de reagdes bio-ortogonais mediadas por catalisadores

metalicos segue as sequencias descritas no Esquema 7.

Esquema 7 - Fluxo de trabalho na descoberta e avalia¢do de catalisadores metalicos biocompativeis.

5. Estudos de
/ estrutura-reatividade \
1. Identificacdo de 2. Teste do catalisador 4. Teste do catalisador
uma reagdo alvo no frasco reacional em células
\‘ 3. Biocompatibilidade /
em celulas

Meétricas avaliadas

1. Bio-ortogonalidade, novidade
2. Atividade sob condi¢des fisioldgicas, TON, estabilidade do catalisador, tolerincia a aditivos biologicos
3. Eficiéncia de absor¢do celular, toxicidade (ICs;)

4. Acompanhamento em tempo real (e.g., fluorescéncia), viabilidade celular, alteragdo em marcadores
bioquimicos

5 Comparar atividade, biocompatibilidade e distribui¢do celular

Fonte: Adaptado com permissdo de Tools and Methods for Investigating Synthetic Metal-Catalyzed Reactions in
Living Cells.” Copyright (2021) American Chemical Society.



27

Embora diversos trabalhos vém mostrando o potencial da quimica organometalica
mediando reagdes bio-ortogonais de desprote¢do em sistemas bioldgicos, diversos desafios
ainda sdo encontrados. Destacam-se, por exemplo: (i) problemas de solubilidade, as moléculas
protegidas precisam ser soluveis em meio aquoso; (ii) os catalisadores precisam ser soliveis
em agua e dependendo da aplicagdo, permeaveis & membrana celular; (iii) os catalisadores
precisam ser estdveis em meio biologico; (iv) a realizagdo de multiplos turnovers pelo
catalisador; (v) a reagdo precisa ser rapida, atualmente altas doses de catalisador sdo exigidas,

o que limita a aplica¢do em certas condi¢des.*

2.1.1.1 Reagoes de desprote¢cdo mediadas por paladio em células vivas

Embora a reacdo de desprotecdo do grupo O-alil em meio aquoso catalisada por
paladio seja conhecida desde a década de 1980,*' uma reagdo que segue um mecanismo do tipo
Tsuji-Trost, a primeira aplicagdo com motivacdo bioquimica foi relatada por Koide e
coautores,*” na detecciio seletiva de tracos de paladio em amostras contendo diferentes farmacos
ou rochas. Os autores utilizaram uma sonda fluoresceina, a qual tem sua fluorescéncia extinta
quando o grupo hidréxi € alquilado, porém recupera sua fluorescéncia quando o grupo ¢
removido. A reagdo ocorre apenas na presenca PPhs que atua como agente redutor e ligante na
reacdo (Esquema 8). Na auséncia PPh; ndo foi observada a reagao para PdCl,, enquanto que na
presenca de PPhs observa-se conversao semelhante ao complexo Pd(PPhs)s, indicando que a
reacdo procede via Pd(0) através do mecanismo descrito no Esquema 8b e estudado em

condigdes biologicas por diferentes autores.** 7
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Esquema 8 — (a) Representacdo esquematica da detecgdo de espécies de paladio pela sonda O-alilfluoresceina. (b)
Ciclo catalitico para a reagdo de O-desalilacao catalisada por paladio de éteres alilicos e carbamatos.
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Fonte: Adaptado com permissdo de Mechanistic insights into transition metal mediated bioorthogonal uncaging

Nu

reactions. Copyright (2020) Royal Society of Chemistry. 10

Em 2011, Ahnz e coautores desenvolveram um derivado O-propargilado da
fluoresceina capaz de detectar espécies de paladio nos diferentes estados de oxidagao: Pd(0),
Pd(II) e Pd(IV), sem a adi¢ao de reagentes adicionais. Os compostos de Pd usados no estudo
foram: Pd(PPh3)s4, PdCl,, Pd(OAc),, NaPdCls e (NH4)>PdCls. A sonda foi usada para a
monitoracdo de Pd em peixes zebra através da reacao de despropargilagao catalisada por PdCly,

demonstrando o potencial da reacdo de despropargilacio em sistemas biologicos (Esquema 9).*8
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Esquema 9 - (a) Representagdo esquematica da deteccdo de espécies de paladio em sistemas vivos pela sonda O-
propargil fluoresceina. (b) Peixe zebra de 5 dias incubado com a sonda (20 mM) e PdCl, (20 mM).

(a) (b)
O OH ‘ OH
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cl c —» C S Cl
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Fonte: Adaptado com permissdo de Fluorescent detection of palladium species with an O-propargylated
Sfluorescein.®® Copyright (2010) Royal Society of Chemistry.

Seguindo esses estudos pioneiros que demonstram a aplicacdo de palddio na
desprote¢do de grupos alil e propargil em meio aquoso, diversos grupos de pesquisa vem
estudando a aplicabilidade e as limitagdes destas reagdes em meio bioldgico, na ativagao de
sondas fluorescentes, farmacos ou proteinas.

Em 2014, Chen e coautores demonstraram que diversos sais e compostos de paladio
sdo capazes de remover grupos propargilicos e alilicos dos substratos Proc-R110 e Alloc-R110
(Esquema 10), em PBS e também em células HeLa.? Entre os substratos testados a clivagem do
grupo propargil-oxi-carboxil (Proc) mostrou-se mais eficiente que o grupo alil-oxi-carbonil
(Alloc). Os complexos Ally2Pd>Cl e Pd(dba)> nao apresentaram toxicidade nas concentragdes
utilizadas (10 umol L) e apresentaram melhor atividade catalitica na desprotecio dos
substratos protegidos R110. A reagao foi aplicada na ativag¢ao do residuo lisina (Proc-Lys) em
enzimas intracelulares. O Pd>Allyl,Cl, apresentou melhores resultados em célula e também foi
possivel observar uma alta captacao celular, onde o paladio acumulou-se preferencialmente no

citosol da célula.
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Esquema 10 — Ativagdo dos substratos Proc-R110 e Alloc-R110 por diferentes fontes de Pd.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2022).

Em 2017, Weissleder e co-autores testaram uma série de complexos de Pd(0) e Pd(II)
(2,0 equiv) na clivagem dos substratos Proc-R110 e Alloc-R110 (5 uM) a 37 °C em dois meios
utilizados em cultura celular, MEM (minimum essential media) e HBSS (Hank’s balanced salt
solutions). A eficiéncia dos complexos de palddio diminui drasticamente quando a reacdo ¢
realizada nos meios biolégicos, indicando a inativagao dos compostos devido aos componentes
presentes nos meios de cultura (Esquema 11).* O composto mais eficiente nas reacdes de
desprotecao foi o bis[tri(2-furil)fosfina]-dicloreto de paladio(Il), entretanto sua baixa
solubilidade e lipofilicidade o tornam ineficaz em aplicagdes in vivo, necessitando de

formulagdes hidrossoltiveis para viabilizar sua aplicagao.
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Esquema 11 - Complexos de Pd na clivagem dos substratos Proc-R110 e Alloc-R110 em MEM (minimum essential
media) e HBSS (Hank’s balanced salt solutions) a 37 °C por 12 h.
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Fonte: Adaptado com permissdo de Nano-palladium is a cellular catalyst for in vivo chemistry.* Copyright (2017),
Springer, Nature https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/.

Em 2018, Martinez-Calvo e coautores estudaram a despropargilagao por diversos
complexos de Pd(IT) em H>O, tampdo PBS e no lisado celular HeLa.*® Buscando solucionar os
problemas de estabilidade em meios biorrelevantes descritos no trabalho de Weissleder.*’ Na
presenca de 10 mol% dos catalisadores e na concentragio de 200 umol L' do substrato a 37 °C
por 24 horas (Esquema 12).

Os resultados confirmam que diversas fontes de Pd podem catalisar reacdes de
despropargilagdo em agua e¢ PBS, entretanto, elas sdo muito menos eficientes em meios
celulares complexos (lisado de células HeLa).** Quando a reagdo de despropargilagio (30 min,
37 °C, 1 equivalente de Pd) foi testada em células Vero, cultivadas no meio DMEM (Dulbecco's
modified Eagle's medium), os compostos Pd1-Pd5 mostraram insignificante atividade, enquanto
que espécies de Pd(II) substituidas com fosfinas (Pd6—Pd8) apresentaram boa eficiéncia.
Através da quantidade de palddio presente nas células foi possivel estimar TON de 10 e >5,

para os complexos Pd7 e Pd8, respectivamente. Indicando que esses complexos podem operar

de maneira catalitica no interior de células.*’
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Esquema 12 - Reagdo de despropargilagdo em H,O, tampao PBS e lisado celular mediada por diferentes complexos
de Pd(ID).
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Fonte: Adaptado com permissdo de Intracellular Deprotection Reactions Mediated by Palladium Complexes
Equipped with Designed Phosphine.*® Copyright (2018), American Chemical Society. ACS AuthorChoice
License.

Complexos de paladdio tornam-se muito atrativos para reacdes em ambiente celular
devido a sua natureza bem definida e a possibilidade de manipulagdo dos ligantes para a
otimizagdo das propriedades de solubilidade, estabilidade e reatividade. Os complexos de
paladio contendo fosfinas como ligantes, projetados por Martinez-Calvo e coautores,
demonstram que ¢ possivel desenvolver complexos efetivos em meios celulares, onde a
eficiéncia depende das caracteristicas estruturais das fosfinas projetadas. Esses resultados
exemplificam a viabilidade do design de complexos para promover reacdes em meio celular.
Essas estruturas oferecem vantagens em relacdo a outras alternativas baseadas em
nanoestruturas, em termos de simplicidade e procedimentos sintéticos, bem como no controle
de propriedades como reatividade, rastreabilidade e captacdo celular.*® Neste contexto, a

compreensdo da dindmica das reagdes bio-ortogonais de desprote¢do ¢ um dos principais
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esforcos para o desenvolvimento de novos substratos e catalisadores altamente efetivos em
meio biologico.!”

Embora complexos de palddio possam mediar reagdes de desprotecao em condigdes
biologicas, boa parte das aplicagdes in vivo descritas até o momento sdo baseadas em
nanoparticulas de paladio. Em 2011, Bradley e coautores foram os primeiros a utilizar
nanoparticulas de Pd(0) suportadas em uma resina de poliestireno para a clivagem da ligagao
C-0, na desprotecdo de grupos alloc, em linhagens celulares. As microesferas se mostraram
biocompativeis € com capacidade atravessar a membrana celular. A atividade intracelular foi
investigada utilizando células HeLa através da reagao de desprotecdao da Alloc-R110 (Esquema
13). Nos experimentos in vitro a atividade catalitica das microesferas de Pd(0) ¢ claramente
aumentada na presenca de glutationa (5 mmol L), com TON de até 30 na presenca de extrato
celular ou glutationa, entretanto a conversdao observada € relativamente baixa (até 22%) em
todos os meios testados.®

Esquema 13 - Representagdo esquematica da desprotecdo intracelular catalisada por Pd(0) do substrato Alloc-
R110 gerando o composto fluorescente (rodamina 110).
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Fonte: Adaptado com permissio de Palladium-mediated intracellular chemistry.® Copyright (2011) Nature
Publishing Group.

Em 2014, Unciti-Broceta e coautores utilizam as mesmas nanoparticulas de Pd(0) para
ativagdo extracelular do pro-farmaco 5-fluoro-1-propargiluracila (Pro-5FU), o qual ndo possui
atividade farmacologica (ICso [Pro-SFU]J/ICso[SFU] > 500). Apds a reacdo de clivagem do
grupo protetor propargil o substrato recupera a sua atividade anticancer (Esquema 14). Os
autores observaram que quando a fAirmaco € protegido com o grupo alil (All-5FU) e exposto as
mesmas condi¢des, ndo ha formagdo substancial do farmaco, indicando que o grupo

propargilico é mais reativo.>
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Esquema 14 — Ativagdo do Pro-5FU mediada por Pd-NPs para a liberacao de SFU e acetol em meio aquoso.
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Fonte: Adaptado com permissdo de Mechanistic insights into transition metal mediated bioorthogonal uncaging
reactions. Copyright (2020) Royal Society of Chemistry.'°

Seguindo essa linha de pesquisa, Unciti-Broceta e coautores demostram a possiblidade
de desprotecao do N3 do SFU em combinagdo com as nanoparticulas, através da ativagdo do
pro-farmaco (Pro-FUdr) derivado do quimioterapico Floxuridina (Esquema 15A).5° O grupo
também desenvolveu compostos com o NH; do fArmaco Gencitabina protegido com o grupo
propargil-oxi-carboxil (Proc), os quais também se comportam como pro-fairmacos e podem ser
ativados pelas mesmas nanoparticulas (Esquema 15B).!

Em um trabalho posterior, uma série de pro-farmacos do &cido hidroxamico
suberoilanilida (SAHA, Vorinostat), protegidos com os grupos alil, propargil, 1-butin-3-il,
benzil e O-4-propargil-oxi-benzil (POB) foram avaliados através da ativacao pelas
nanoparticulas de Pd(0). O composto POB-SAHA apresentou os resultados mais significativos,
visto sua baixa toxicidade e boa reatividade. A reagdao acontece em duas etapas, sendo que,
inicialmente ocorre a despropargilagao do éter fendlico mediada pelo Pd, seguido de uma 1,6-
eliminacao espontanea do grupo 4-hidroxibenzil, liberando o 4cido hidroxamico (SAHA)
(Esquema 15C).>

Recentemente, o mesmo grupo de pesquisa expandiu essa metodologia de forma
elegante, na ativagdo intracelular do farmaco Panobinostat (Esquema 15D) em células tumorais
especificas, através da utilizacao de nano folhas de Pd(0) localizadas no interior de vesiculas
exossomas, provenientes de células pulmonares cancerosas (A549). As exossomas sao
vesiculas lipidicas secretadas pelas células e captadas de forma seletiva pelas suas células
progenitoras.®* O catalisador bio-artificial (Pd(0)-Exoasas9) foi aplicado na ativagdo do formaco
anticancerigeno Panobinostat nas células A549, entretanto, ndo observou-se citotoxicidade em

células U87 (glioma), indicando tropismo preferencial para suas células progenitoras.>
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Esquema 15 - Ativagdo de pro-farmacos propargilicos por nanoparticulas de Pd(0) desenvolvidos por Unciti-
Broceta e colaboradores.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2022).
2.1.1.2 Reagoes de O-desalenila¢do mediadas por paldadio

O grupo protetor 1,2-alenil (propa-1,2-dien-1-il), embora menos estudado, apresenta
caracteristicas que o torna promissor como grupo protetor bio-ortogonal. A seguir serdo
descritos os trabalhos desenvolvidos até o momento, nas quais o grupo alenil ¢ utilizado para
proteger grupos fendlicos em condigdes biologicas. Apds a desprote¢do utilizando Pd, ¢é
possivel regenerar a atividade de proteinas ou farmacos.

Em 2016, Wang e coautores estudaram a ativacdo do residuo tirosina em proteinas
intracelulares por meio da desprote¢do do grupo O-alenil por reagentes de paladio. Inicialmente
foi avaliada a estabilidade dos grupos 1,2-alenil, 2,3-alenil, alenoato e propargilico em meio
celular, utilizando o aumento na florescéncia da 4-MU. O grupo alenoato mostrou-se instavel
devido a reagdo com o residuo cisteina, os outros grupos mostraram-se estdveis nas mesmas
condigdes.” Posteriormente, a remog¢do dos grupos foi avaliada utilizando-se diferentes

catalisadores de palddio (Esquema 16). O grupo 1,2-alenil mostrou a maior taxa e maior
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eficiéncia comparado com os outros grupos. Salienta-se que os testes para desprotecdo foram
realizados com os substratos e reagentes de Pd na mesma concentragdo (100 uM) em tampao

PBS (20 mM, pH = 7.8, 5% DMSO) a 37 °C por 5 minutos.

Esquema 16 - Reacdo modelo para ativagdo do residuo Tirosina através da desprotecdo do grupo O-Alenil por

reagentes de paladio.
0 o 0. r 1. +celllysates
g 2.+ [Pd]

R= "m/// N N

Propargyl 2,3-Allenyl 1,2-Allenyl
Reactivity
Pd complex | Propargyl 2,3-Allenyl 1,2-Allenyl

Pd(TPPTS),
Pd(TAPAd),
Pd,Ally,Cl,

Pd(dba)

" —

Reactivity

Fonte: Adaptado com permissdo de Mechanistic insights into transition metal mediated bioorthogonal uncaging
reactions. Copyright (2020) Royal Society of Chemistry.'

Os analogos da tirosina modificados com os grupos 1,2-alenil e propargil foram
geneticamente incorporados em proteinas de células bacterianas e mamiferas. Inicialmente, a
desprotegao das proteinas modificadas foi avaliada in vitro. A proteina modificada GFP-N149
(20 umol L) foi incubada com os reagentes de Pd (100 pmol L") em tamp3o PBS (20 mmol
L, pH =178, 5% DMSO) a 37 °C por 5 minutos. O grupo 1,2-alenil foi mais reativo para todos
os catalisadores testados, quando comparado ao grupo propargil. Posteriormente, a reacao foi
testada in vivo, na desprotecdo da proteina GFP-Y40 expressa em células HEK293T. O
catalisador Pd,Allyl,Cl, mostrou maior eficiéncia (51% de conversdo). A discrepancia na
reatividade in vitro e in vivo se deve a maior captagdo celular do Pd>AllyLCL em relagdo aos
outros catalisadores testados. A reacdo foi aplicada na recuperagao da atividade de enzimas em
linhagens celulares, apds a incubagdo com os reagentes de Pd a atividade foi eficientemente

restaurada (Esquema 17).
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Esquema 17 — Representagdo da ativagdo de proteinas geneticamente modificadas com o grupo O-Alenil-Tirosina.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2022).

Em 2018, Tian Lv e coautores estudaram a liberagdo de 6xido nitrico em células
cancerigenas, por meio de reacdes de clivagem bio-ortogonais catalisadas por Pd. Na presenga
de Pd(dba): (1 pmol L), os derivados O’-alquil diazeniodiolatos (1 pumol L) liberam NO
desencadeando um efeito inibitdrio no crescimento das células cancerigenas (HCT116)
(Esquema 18).>* Os dados de decomposi¢do dos substratos e a cinética de liberagio de NO,
mostraram uma maior taxa de liberacao para o O-alenil em comparagao aos grupos O-alil e O-
propargil, utilizando a mesma concentragio dos substratos e Pd(dba)> (125 pmol L™') em tampio
PBS (pH =7,4).

Esquema 18 - Liberag¢do de NO em células cancerigenas, através de reagoes de clivagem bio-ortogonal catalisadas
por Pd.
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Fonte: Adaptado com permissdo de Synthesis and Evaluation of O2-Derived Diazeniumdiolates Activatable via
Bioorthogonal Chemistry Reactions in Living Cells.>* Copyright (2018) American Chemical Society.

Esses resultados demonstram a potencialidade do grupo protetor alenil nas rea¢des de
desprotecdo mediadas por paladio, visto sua maior reatividade. Contudo, um design racional de
substratos/catalisadores passa pelo entendimento do mecanismo, ainda pouco compreendido,
conforme o que serd descrito na proxima sec¢do. Devido as propriedades diferenciadas da
ligagdo dos alenos, eles exibem maior reatividade em compara¢do com outros alcenos ou
alcinos similares. Por um longo tempo os alenos foram considerados altamente instaveis, o que
retardou o desenvolvimento de sua quimica. Contudo, nas tltimas décadas tem-se demostrado

a sua aplicabilidade em diversas reacdes. Sua reatividade e seletividade pode ser moduladas
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pela alteracdo dos efeitos estéricos e eletronicos dos substituintes, além da natureza dos

catalisadores envolvidos.>>°

2.1.1.3  Mecanismos para Reagoes de desprote¢do mediadas por paldadio

A literatura apresenta diversos estudos em relagdo ao mecanismo da reacdo de
desalilagdo catalisada por paladio em meio aquoso, uma reagdo que segue um mecanismo
classico do tipo Tsuji-Trost (Esquema 8). Os estudos mostram uma preferéncia para o Pd(0) e
um efeito positivo na presenca de diversos nucleofilos, entretanto, dificuldades sao encontradas
para aplicacdo desta reagdo em meio bioldgico, principalmente sua cinética lenta. O
detalhamento do mecanismo desta reacao estd fora do escopo desta tese, 0 mesmo pode ser

encontrado num artigo de revisio recentemente publicado pelo nosso grupo de pesquisa.'®

A reacao de despropargilacdo em meio aquoso mediada por paladio foi descrita muito
mais recentemente, a qual inspirou diversas aplicacdes para a desprotecao de grupos amina e
hidroxi em condigdes biorrelevantes. Em 2003, Manojit Pal e coautores estudaram a reacao de
despropargilagdao de aminas e €éteres aromaticos em DMF-H>O (2:1) a 80 °C, na presenga de
trietilamina como base.>” Neste trabalho os autores propdem que o pré-catalisador de Pd(II)
((PPh3)2PdCl) se reduz no meio reacional a Pd(0), devido a presenca de EtsN e aquecimento.
Esta hipotese foi sustentada pelo fato de que a formagdao do produto nao foi observada na
auséncia de base e aquecimento e ¢ eficiente com o uso de um catalisador de Pd(0) ((PPhs)4Pd).
O mecanismo proposto ocorre através da formagao de um intermediario alenilpaladio, por meio

de uma adi¢ao oxidativa ao complexo de Pd(0) (Esquema 19A).

Em 2013, o mesmo grupo estudou a reagdo de despropargilacio em agua, sob
atmosfera de nitrogénio, utilizando como catalisador Pd/C na presenca de etanolamina a 80 °C.
Um mecanismo semelhante foi proposto, a reacdo ¢ mediada através da formagao de espécies
lixividas de Pd(0) complexadas com etanolamina, tendo como subproduto hidrolitico da reagao
a l-hidroxiacetona, que ndo foi detectado pelos autores (Esquema 19B).® A detec¢do dos
produtos hidroliticos das reacdes de desprotecdo catalisada por Pd em dgua ¢ uma dificuldade
normalmente encontrada pelos autores para suportar os mecanismos propostos. A primeira vez
em que foi possivel detectar o subproduto da clivagem do grupo propargilico, foi em 2014 por

Unciti-Broceta e coautores.” Através da técnica de ESI-MS foi observado um aduto de sodio
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do acetol (1-hidroxiacetona) ([M + Na]*, m/z 96,8), suportando o mecanismo anteriormente
proposto por Manojit Pal (Esquema 19B).

Em 2010, Ahn e colaboradores sugeriram um mecanismo distinto para
despropargilagdo promovida por espécies de Pd(IT) e Pd(IV). Nesse caso, 0 mecanismo segue
um caminho de hidratagdo, apos a coordenacdo com as espécies PA(II/IV), seguido de uma [-
eliminacdo, gerando como subproduto o 3-hidroxipropanal. Entretanto, esse composto nao foi
identificado pelos autores.*®
Esquema 19 - Propostas macanisticas iniciais para a reagdo de despropargilagdo promovida por Pd: (A ¢ B)
Mecanismos mediados por Pd(0). (C) Mecanismo mediado por Pd(IV/IV).
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Fonte: Adaptado com permissdo de Mechanistic insights into transition metal mediated bioorthogonal uncaging
reactions. Copyright (2020) Royal Society of Chemistry.'°

Recentemente, nosso grupo de pesquisa realizou um extenso estudo cinético e

mecanistico para a reacdo de despropargilagdo do éter dinitrofenil e propargil (DNPPE)



40

mediada por Na;PdCls (um sal de Pd(II)) em meio aquoso (tampao fosfato, pH 7,4) sem adi¢ao
de bases ou ligantes.®® Utilizou-se diversas técnicas experimentais como: espectrometria de
massas com ionizagdo por electrospray (ESI-MS), espectroscopia de absor¢do de raios X
(XAS), microscopia eletronica de transmissdo de alta resolucdo (HRTEM) e andlises
computacionais (DFT), para suportar o mecanismo proposto. Os dados obtidos demostraram
que a reagao de despropargilacdo catalisada por Na,PdCls obedece uma cinética bifésica, sendo
composta por uma reacgao rapida (Rx1) e uma reagdo lenta (Rx2).

Na fase rapida (Rx1) observa-se apenas dois furnovers devido a desativacao do
catalisador, pois o metal ¢ inibido pelo produto hidrolitico propargil, formando o complexo
Pd(HPA);Cl> (Esquema 20). O mecanismo proposto da reacdo rapida inicia-se pela
coordenagdo entre as espécies de Pd(II) com as moléculas de DNPPE, a qual ¢ entdo submetida
a uma hidratagdo anti-Markonikov, seguido da clivagem da ligacio C-O por uma B-O
eliminacdo, onde essa ultima ¢ a etapa determinante. Foi demonstrado por DFT que os cloretos
do PA(HPA):Cl> sdo poucos labeis impedindo a coordenacdo de novas moléculas de substrato
e, consequentemente, limitando o numero de turnovers pela reagao rapida (Rx1).

A detecgao de nanoparticulas e experimentos de envenenamento (CS; e Hg), indicaram
que a fase lenta (Rx2) estd relacionada principalmente a presenga de nanoparticulas de Pd(0)
formadas apds os dois turnovers e/ou a Pd(0) lixiviados das nanoparticulas. As Pd(0)-NPs sao
formadas pela decomposicao do complexo Pd(HPA).ClL, e foram identificadas por diferentes
técnicas como: espalhamento dindmico de luz (DLS), microscopia eletronica de transmissao de

alta resolu¢ao (HRTEM) e tiveram seu estado de oxidagao confirmado por XAS.
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Esquema 20 - Mecanismo proposto para a fase rapida da reagdo de despropargilagio mediada por Na,PdCl,
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Fonte: Adaptado com permissdo de Mechanistic insights into transition metal mediated bioorthogonal uncaging
reactions. Copyright (2020) Royal Society of Chemistry.'°

Este trabalho e os demais citados demonstram a complexidade no design de
catalisadores de paladio para as reagdes de desprotecdo de grupos ricos em elétrons, uma vez
que tanto Pd(IT) quanto Pd(0) podem ser ativos. No entanto, a maioria desses estudos apoia que
os catalisadores de Pd(II) com o grupo propargil, sdo de fato os pares mais reativos.
Independente do estado de oxidacao do paladio, as atividades dessas espécies serdo governadas
por quesitos eletrdnicos, estéricos, geométricos e a estrutura do substrato. '’

Em resumo, as reagdes promovidas por Pd(0) e Pd(I) podem ser classificadas
mecanisticamente pelo caminho que elas seguem ap6s a coordenagado do substrato com o metal:
(a) adicao oxidativa com Pd(0) ou (b) hidratacdo com Pd(II). Em relagdo a coordenacao do
substrato com o metal, a natureza estrutural do paladio desempenha um papel extremamente
importante, modulando o grau de associagdo/dissociagdo dos substratos/produtos e
interferentes, ¢ influenciando diretamente na velocidade e rendimento da reagdo, e
consequentemente na bio-ortogonalidade. Além disso, os ligantes podem modular a
solubilidade, a captacdo celular e a capacidade de direcionamento dos complexos metalicos.

Para as reagdes de despropargilagdo (Esquema 21 A-i) e de desalilacdo (Esquema 21
A-i1) mediadas Pd(0) envolvem a adicdo oxidativa seguida de uma hidratacdo e uma
subsequente rea¢dao de eliminagdo redutiva para regenerar as espécies ativas e continuar os

proximos turnovers (Esquema 21A).
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Por outro lado, as reagdes promovidas por Pd(II) apresentam caminhos mais
complexos (Esquema 21B). Na reagdo de despropargilagao (Esquema 21 B-iii) a regeneragao
do Pd(II) pode, em alguns casos, ser inibida devido a forte afinidade do subproduto com o
complexo metélico, evitando a complexagdo do substrato.®® Em contraste, a reacio de
desalilacao (Esquema 21 B-iv) mediada por Pd(II), ocorre através de uma reacdao de oxidagao
de Wacker-Tsuji, gerando Pd(0) no primeiro turnover, que pode, por sua vez, iniciar um novo
ciclo catalitico com outra molécula de substrato, como mostrado em (ii), ou pode ser oxidado
por componentes do meio para regenerar Pd(II).

Esquema 21 - Mecanismos para os primeiros furnovers das reacdes de despropargilagdo and desalilagdo em agua
mediadas: (A) Pd(0) e (B) Pd(II).
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Fonte: Adaptado com permissdo de Mechanistic insights into transition metal mediated bioorthogonal uncaging
reactions. Copyright (2020) Royal Society of Chemistry.'

A oxidagdo do Pd(0) a Pd(IT) pode ser alcancada sem o uso de um co-catalisador se
alguns ligantes especificos forem empregados.®' Da mesma forma, os ligantes podem aumentar
o potencial redox dos complexos de Pd(I) e o mesmo ser reduzido a Pd(0) no meio reacional
(ou por eliminacdes redutivas), especialmente em um ambiente biologico redutor (devido a
presenca de redutores como como glutationa e ascorbato de s6dio), como em tumores solidos,
que por hipoxia apresentam um microambiente altamente redutor.®” Nestes casos os

mecanismos mediados por Pd(0) ((i) e (ii), Esquema 21) serdo dominantes.
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Conforme descrito na se¢do 2.1.1.2, o grupo alenil ¢ um grupo funcional altamente
reativo e apresenta alta sensibilidade para uma ampla gama de metais de transicdo. Embora
muito promissor como grupo protetor bio-ortogonal, ele ¢ muito menos estudado que os grupos
propargil e alil. Em relacdo a esta reacdo de desalenilacdo mediada por paladdio, ndo existem
estudos cinéticos € mecanisticos para clivagem bio-ortogonal. Os mecanismos atualmente
propostos baseiam-se nos mecanismos propostos para a reacao de despropargilagao.

Atualmente sdo propostos mecanismos distintos para a reacao de desprotecdo do grupo
1,2-alenil, dependendo do estado de oxidagdo do catalisador de paladio. O mecanismo proposto
para a reagao de desprotecdo do grupo 1,2-alenil por espécies de Pd(0) inicia-se pela adi¢ao
oxidativa a ligacdo O-alenil, o qual € entdo submetido a um ataque nucleofilico no carbono sp
central por uma molécula de dgua, seguido de uma tautomerizagdo para se obter o intermediario
a-Pd carbonila. Uma hidrélise subsequente libera o fenol e a 1-hidroxi-2-propanona, levando a
regeneracdo do Pd(0).° O mecanismo proposto para o Pd(II) inicia-se pela coordenagio entre o
metal e a ligacdo insaturada, seguido de hidratacdo e formagdao de um intermedidrio do tipo
Tsuji-Trost. Este intermedidrio sofre uma segunda etapa de hidratacdo, liberando os produtos
da reagdo: fenol e 3-hidroxipropanal. Entretanto, ambos os mecanismo foram propostos sem

nenhum estudo cinético ou qualquer outra analise mecanistica sistematica.’

2.1.2  p-Lapachona no tratamento do cancer

As naftoquinonas sdao produtos naturais que apresentam diversas atividades
biolégicas, sendo o componente ativo de diversas medicinas tradicionais utilizadas ao redor do
planeta. Por exemplo, duas naftoquinonas bioativas sdao encontradas no Ipé Roxo
(Handroanthus impetiginosus): Lapachol e B-Lapachona (B-Lap) (Figura 1). A B-Lapachona
vem recebendo destaque devido a sua atividade anticancerigena, principalmente por grupos
brasileiros.>%® Entretanto, a sua utilizagio no campo medicinal é ainda limitada. A B-
Lapachona ¢ um constituinte minoritdrio do cerne, mas pode ser obtida pela ciclizacdo do
Lapachol, o qual ¢ extraido, em quantidade significativa da madeira do Ipé Roxo. Os Ipés sao
encontrados em diversas regides do Brasil e sdo utilizados na medicina indigena e popular para

o tratamento de diversas doencas.’”3
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Figura 1 — Estruturas dos produtos naturais Lapachol e f-Lapachona, encontrados no Ipé Roxo.
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Fonte: Elaborada pelo autor (2022).

A B-Lapachona apresenta toxicidade contra diversos tipos de células cancerosas:
leucemia,® mama,”® pulmio,’! pancreas’ e prostata.”® Entretanto, sua utilizagio como um
farmaco comercial estd até o0 momento impossibilitada, devido aos efeitos colaterais associados
a0 seu mecanismo de agio, limitando a dosagem a um nivel ineficaz.%’

Diferente de outros fArmacos, onde o mecanismo de agdo ¢ do tipo alvo-inibidor, a -
Lapachona e outras 1,2-naftoquinonas sao moduladores metabdlicos, e apresentam toxicidade
principalmente devido ao aumento de espécies reativas de oxigénio (EROs) no interior das
c€lulas, por meio de um ciclo redox mediado por enzimas. Esse mecanismo pode ser
considerado indesejado, devido a sua pouca seletividade, em comparagdo com um mecanismo
alvo-inibidor, entretanto, possui potencial para explorar vulnerabilidades das células cancerosas
e melhorar os tratamentos atualmente existentes.

Quinonas em geral sdo conhecidas devido seu ciclo redox, ou seja, elas podem ser
reduzidas por processos celulares e se oxidam espontancamente. Resumidamente, a [-
Lapachona gera espécies reativas de oxigénio (EROs) por meio da catalise pela enzima
NAD(P)H: quinona oxirredutase-1 (NQOT1), que geralmente ¢ acompanhado pelo consumo de
NAD(P)H e ATP (Esquema 22). As EROs causam danos ao DNA e promovem a apoptose
celular por estresse oxidativo. Por exemplo, um mol da B-Lapachona gera aproximadamente
120 mols de superoxido, consumindo 60 mols de NAD(P)H em 2 min.”* A enzima NQOI, é
superexpressada em diferentes tipos de células tumorais, em comparagdo com tecidos normais.
Assim, a B-Lapachona apresenta potencial no tratamento de canceres NQO1+, visto a sua

toxicidade seletiva para as células que superexpressam a NQO1.”
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Esquema 22 - Ciclo redox da B-Lapachona.
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Fonte: Adaptado com permissdo de Machine intelligence decrypts f-lapachone as an allosteric 5-lipoxygenase
inhibitor.”® Copyright (2018) Royal Society of Chemistry.

Em células cancerosas, maiores niveis de estresse oxidativo sdo comuns em
comparacao com c¢lulas saudaveis. Assim, a célula se adapta, aumentando a sua capacidade
antioxidante, por exemplo, aumentando os niveis de enzimas redutoras, como a NQO1. Logo,
esse tipo de célula ¢ especialmente vulneravel ao mecanismo de agdo da P-Lapachona.
Compostos que sao moduladores metabolicos vém recebendo atengdo no tratamento de tumores
agressivos resistentes a quimioterapia,”’ onde a geracdo de EROs tem se mostrado
potencialmente efetiva no combate ao efeito de “resisténcia a multiplas drogas” (RMD).”® Outra
caracteristica atrativa apresentada pela B-Lapachona ¢ o sinergismo com outros agentes
quimioterapicos.” 32 A B-Lap também ¢ um candidato no tratamento da leucemia mielogénica
aguda, visto que ela inibe fortemente a enzima 5-LO,’® uma enzima que é um alvo para o
tratamento de doenca.®?

A eficicia e a toxicidade da B-Lapachona foi avaliada em modelos animais. O
complexo de inclusdo da f-Lapachona com a hidroxipropil-p-ciclodextrina, a fim de aumentar
sua solubilidade, foi avaliado em ratos. A solubilidade da f-Lapachona em agua ¢ de apenas
0,16 mmol L' (0,038 mg mL"), embora tenha sido possivel observar uma diminui¢do dos
tumores. Quando a dose foi aumentada, significativa toxicidade foi observada, levando a morte

dos animais. ">%
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Alguns estudos em fase de ensaios clinicos no tratamento de cancer em humanos
também foram realizados. A B-Lapachona complexada com a hidroxipropil-p-ciclodextrina
(ARQ-501), foi avaliada em diversos estudos de fase I e Il no tratamento de diferentes tipos de
cancer pela empresa ArQule Inc. Embora uma atividade antitumoral tenha sido observada,
efeitos colaterais graves como anemia hemolitica e hiperbilirrubinemia foram observados.®
Posteriormente, a empresa conduziu outros ensaios de fase I de um "pro-farmaco soluvel em
agua" da B-Lapachona (ARQ-761) (Figura 2), em alguns pacientes foi observado uma
diminuicdo dos tumores, mas diversos efeitos colaterais foram observados: anemia, fadiga,
hipdxia, nduseas e vomitos.® Uma patente foi depositada revelando a estrutura do pro-firmaco,
na forma de um bissulfito. Entretanto o composto tem sua estabilidade questionada, visto que
o mesmo ¢ rapidamente convertido na B-Lapachona em todas as condigdes testadas pelos
autores.*

Visto que os efeitos colaterais sao gerados pelo mesmo mecanismo que ataca as células
cancerosas, o ciclo redox, existe uma clara limitacdo na sua aplicacdo no tratamento em
humanos, essa toxicidade dose-dependente limita sua janela terapéutica. Existe, portanto, a
necessidade de estratégias melhores para manipular a sua atividade, ou seja, que esse
mecanismo seja efetivo apenas nas cé€lulas cancerosas. Para isso, vem sendo desenvolvidos
diversos tipos de pro-firmacos.®> Com as estratégias atuais, ndo é possivel obter uma
concentragdo efetiva no interior do tumor sem observar toxicidade para o paciente, assim, novas
estratégias que direcionem a -Lapachona podem viabilizar sua utilizagdo como um farmaco.

Diversos pro-farmacos da B-Lap sdo descritos na literatura, eles se baseiam na
desativacao do ciclo redox, e consequentemente na diminui¢ao de sua toxicidade pela utilizagao
de grupos protetores conhecidos, como grupos liberadores por condi¢des 4cidas®’ ou enzimas
esterases,®® entretanto essas alternativas sdo limitadas pelas caracteristicas das células alvo

(Figura 2).
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Figura 2 — Exemplos de pro-farmacos da B-Lapachona desenvolvidos até o momento.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2022).

Boothman e colaboradores desenvolveram uma série de pro-farmacos da B-Lap

87.89 acilhidrazonas e acetais.”® Esses pro-farmacos foram projetados

sensiveis ao pH: ariliminas,
para serem ativados em condi¢des 4cidas, devido ao microambiente dcido de tumores sélidos,’!
com objetivo de promover a liberagao seletiva da B-Lap. Os derivados de hidrazona e acetais
mostraram-se muito estaveis, mesmo em pH 1,0. Ja o composto substituido com uma arilimina
contendo um grupo p-aminomaleimida apresentou sensibilidade a condigdes acidas, mas
estabilidade em pH neutro. A liberacdo da B-Lap foi de 2,8, 4,5 ¢ 100% em pH 7,4, 6,5 ¢ 5,0
em 8 h, respectivamente. Esse composto foi utilizado na construgcdo de micelas poliméricas

responsivas ao pH acido das lisossomas (Esquema 23). Em pH abaixo de 6,3 as micelas se

dissociam imediatamente, ¢ em pH 5,0 o polimero libera -Lap, a partir da hidrolise da imina.
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Esquema 23 — Polimero responsivo ao pH de duplo estagio para liberagdo lipossomal da B-Lap.
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Fonte: Adaptado com permissdo de Lysosome-oriented, dual-stage pH-responsive polymeric micelles for p-
lapachone delivery.*® Copyright (2016) Royal Society of Chemistry.

Pro-farmacos da B-Lap na forma de ésteres ativaveis por enzimas esterases foram
desenvolvidos e formulados em micelas. Os pré-farmacos sdo derivados di-ésteres (B-Lap-
dCn), os quais sdao aplicados na forma de micelas (PEG-b-PLA). Na presenga de enzimas
esterases, os pro-farmacos sao hidrolisados no interior das micelas, liberando a B-Lap (Esquema
24).3 Um estudo in vivo demonstrou que o pro-farmaco B-Lap-dC3 ¢ significativamente mais
eficaz que o PB-Lap-dC6 em camundongos xenoenxertados com células A549 (cancer de

pulmio).*?

Esquema 24 — Pro-farmacos da B-Lap ativaveis por enzimas esterases.
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Fonte: Adaptado com permissdo de Prodrug Strategy to Achieve Lyophilizable, High Drug Loading Micelle
Formulations Through Diester Derivatives of f-Lapachone.®® Copyright (2014) John Wiley and Son.

Recentemente o grupo do professor Dr. Gongalo Bernardes desenvolveu uma nova
alternativa para a ativacdo de orto-quinonas através de um mecanismo de clivagem C-C de um
grupo autoimolativo através de uma reagdo do tipo eliminagio-1,6.”> A C-benzilagio da p-Lap
forma um derivado redox inativo, que pode ser protegido por diversos grupos protetores
conhecidos (Esquema 25), ap6s a remog¢dao do grupo protetor (GP), um mecanismo de

eliminagdo-1,6 do grupo autoimolativo libera o derivado hidroquinona, que prontamente se
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oxida a quinona. Essa metodologia foi aplicada na desprotecao de diversas orfo-quinonas ¢ a
metodologia foi extensamente estudada na ativacdo da B-Lap, onde foi observada uma
dependéncia do pH oposta na taxa de clivagem para os derivados p-amino e p-hidréxi. Para os
derivados p-amino (PAB-Lap) (Esquema 25A), a taxa de desprote¢ao ¢ maior em pH é&cido,
enquanto que para os derivados p-hidroxi (PHB-Lap) (Esquema 25B), a desprotecdo ocorre em
pH mais basico. Através de célculos tedricos foram propostos os mecanismos descritos no
Esquema 25.

Esquema 25 - Ativagdo de orto-quinonas através de um mecanismo de clivagem C-C de grupos auto-imolativos
amino e hidroxi, através de uma eliminagéo-/, 6.

A - Clivagem dos derivados p-aminobenzil em meio acido

HoN H2N
H —
GP—N OH
OH O
: ? :OH [O] : i io
—_—
PAB hidroquinona quinona
B - Clivagem dos derivados p-hidroxibenzil em meio basico
(0) HO
—_—
Q \©\/OH
OH O
—— —_—
PHB hidroquinona quinona

GP = grupo protetor

Fonte: Elaborado pelo autor (2022).

Visto que os lisossomos das células cancerigenas possuem pH écidos (3,8 - 4,7), o
derivado PAB-Lap foi aplicado no desenvolvimento de um conjugado anticorpo farmaco
(ADC) para o tratamento da leucemia. Para isso, foram desenvolvidos pro-fairmacos contendo
um dipeptideo (Val-Cit) clivavel pela enzima catepsina B, os quais foram conjugados com

anticorpos Gem-IgG1l (Esquema 26). Os ADC homogéneos, especificos para CD33+, sdo
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sistemicamente ndo toxicos e condicionalmente estaveis. Sua eficacia foi testada in vivo em um

modelo de roedores com xenoenxerto de leucemia mieloide aguda.”

Esquema 26 — Anticorpo conjugado com a -Lap para o tratamento de leucemia mielogénica aguda.

Gem-lgG1

Y 4

od M o =

NH

07 NH,
Val-Cit

Fonte: Elaborado pelo autor (2022).

O
OH

HoN Y O
<' A OH (o]
‘ O OH o)
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3 PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

3.1 MATERIAS

O presente trabalho foi realizado no Laboratorio de Catélise Biomimética (LaCBio)
no Departamento de Quimica da Universidade Federal de Santa Catarina. Os experimentos em
cultura celular foram realizados em colaboracdo com o GBernardesLab (Universidade de
Cambridge — Reino Unido) e o Laboratorio de Endocrinologia Molecular e Translacional
(Universidade Federal de Sao Paulo — UNIFESP).

Os reagentes utilizados para a sintese dos compostos em estudo apresentam qualidade
técnica ou p.a., e/ou foram purificados segundo procedimentos usuais de laboratério. DMF,
DMSO e THF foram purificados de acordo com procedimentos descritos na literatura e
armazenados em peneira molecular ativada de 4A. A 4gua utilizada nos procedimentos foi
submetida ao processo de purificacdo empregando purificador TKA Smart2Pure (resistividade
de 18,2 mQ cm), disponivel no LaCBio. Para desaerar os sistemas reacionais € manter
atmosfera inerte, empregou-se gas nitrogénio (N2) comprimido de alta pureza (> 99,998%)

Cromatografia em camada delgada foi efetuada utilizando-se placas de silica-gel GF2s4
de 0,25 mm de espessura obtidas de fontes comerciais, utilizou-se como método de revelagao

luz ultravioleta. Purificagcdes por coluna cromatografica foram realizadas utilizando-se silica-

gel (230-400 mesh).

3.2  METODOS E INSTRUMENTACAO

3.2.1 Espectrometria de Ressoniancia Magnética Nuclear

As andlises de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) foram realizadas na Central de
Anélises localizada no Departamento de Quimica da UFSC. Os espectros de RMN de 'H, 1*C,
foram registrados em um espectrometro VARIAN-FT-NMR 400 MHz (400 MHz para 'H e 100
MHz para '*C) ou BRUKER 200 MHz (200 MHz para 'H e 50 MHz para '*C). Os espectros do
Prop-Lap foram obtidos em um BRUKER AVANCE III HD 700 (700 MHz para 'He 175 MHz
para *C) pela Dra. Eloah Latocheski no Departamento de Quimica da Universidade de

Cambridge - UK.
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Os dados de 'H e '*C foram obtidos em tubos de 5 mm, temperatura de 300 K, usando
cloroformio deuterado (CDCIl3) como solvente. Os deslocamentos quimicos (J) estdo
relacionados em partes por milhdo (ppm) em relagdo ao tetrametilsilano (TMS) ou ao pico
residual nio deuterado do solvente empregado para a realizagio das analises (CHCl; = 'H 7,26
ppm, *C 77,0 ppm). Todos os resultados sdo descritos da seguinte forma: Deslocamento
quimico (o) (multiplicidade, constante de acoplamento, integragdo). Multiplicidade sao
descritas como: s = simpleto, d = dupleto, t = tripleto, dd = dupleto de dupletos, dt = dupleto de
tripletos, tt = tripleto de tripletos, ddd = dupleto de dupleto de dupletos, m = multipleto, b =

banda alargada. Todas as constantes de acoplamento (J) sao descritas em Hertz (Hz).

3.2.2 Espectroscopia no Ultravioleta Visivel (UV-vis)

Acompanhamento cinético das reagdes de clivagem C-O pelos sais e complexos de
paladio foram realizadas no Espectrofotometro de UV-vis Varian Cary 50 Bio com capacidade
para até 18 cubetas de quartzo, acoplado a um banho termostatizado (Microquimica, modelo
MQBTC99-20). A atividade catalitica dos complexos de Pd(II) na hidrolise das Prop-4-MU
Alle-4-MU foi avaliada em meio aquoso tamponado 95/5 (v:v) HoO/DMSO (pH 7,4) a 37 °C,
pelo aparecimento da banda de absorcdo do fenolato (¢ = 7,410 L mol™! cm™) em 364 nm. Em
um experimento tipico, 3040 puL. de uma solucdo aquosa tamponada com fosfato a pH 7,4
([tampdo] final = 1,00 x 10 mol L), solugdo de DMSO dos complexos de Pd(1I) (0,1 — 0,5
eq.) e um volume de DMSO para o volume final (3200 uL) foram adicionados a uma célula de
comprimento de otico de 1 cm. A reagdo ¢ iniciada pela adi¢ao de 80 uL de uma solugao de
substrato em DMSO ([substrato]sna = 1,0 x 10 mol L™!). Solugdes estoque dos complexos de
Pd(II) (4 mmol L") em DMSO foram preparadas no dia, enquanto que para os substratos as
solucdes foram usadas durante uma semana. PBS foi preparado dissolvendo comprimidos de
PBS (Sigma-Aldrich) em dgua deionizada. A concentracdo total de fons no PBS ¢ de 0,15 mol
L' (tampdo fosfato 0,01 mol L', KC10,0027 mol L' e NaCl1 0,137 mol L™!). Para experimentos
com varia¢do na concentragdo de cloreto, o meio aquoso tamponado com fosfato foi preparado
pela dissolu¢io de NaH,PO4 (0,01 mol L), NaCl e a forga i6nica foi mantida constante pela
adicdo de NaClO4. O pH foi ajustado pela adi¢do de uma solucdo de hidroxido de sodio (10

mmol L1).
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3.2.3 Cromatografia Liquida Acoplada a Espectrometria de Massas (HPLC-MYS)

Os rendimentos das reagdes de clivagem C-C foram determinados em um
cromatégrafo Shimadzu Prominence equipado com LCMS-2020 (temperatura da coluna 25°C,
UV: 190-600 nm, MS-ESI) a um fluxo de 0,15 mL min"! usando um sistema isocratico de 70
% A +30% B por 20 min (A = 0,1% de acido férmico em H>O, B = MeCN). A coluna utilizada
foi uma Shim-pack XR-ODS (2,2 um, 30 mm, 2 mm i.d.).

3.2.4 Espectrometria de Massas com lonizacdo por Electrospray (ESI-MS)

Os experimentos de ESI-MS foram realizados no Laboratorio de Biologia Molecular
Estrutural — LABIME da UFSC, pela técnica Dra. Vanessa Almeida de Oliveira. Os
experimentos de ESI-MS foram obtidos em um espectrometro de massa Amazon X lon Trap
(Bruker Daltonics). Aliquotas do meio reacional foram retiradas periodicamente, diluidas em
4gua ou acetonitrila e eluidas em uma vazio de 5,0 pL min™!. As amostras foram analisadas nos
modos positivo e negativo. Os parametros ESI utilizados foram os seguintes: Trap Drive 48,7,
Capilar Exit 140,0 V, Dry Temp 180 °C, Nebulizer 10,15 psi, Dry Gas 4,00 1 min™', HV Capilar
4500 V, HV End Plate Offset -500 V. A faixa de aquisicdo de espectros de massa foi de 50-
2800 m/z

3.2.5 Espectrometria de Massas de Alta Resolucio (HRMS)

A analise de massas de alta resolugdo foi feita em um espectrometro de massas do tipo
quadrupolo ortogonal de tempo de voo (Xevo GS-2 QTof) com fonte de ionizacdo eletrospray
(ESI) acoplado a um cromatografo liquido de ultra eficiéncia (Acquity H-Class UPLC system,
Waters Co., USA) equipado com um autosampler, gerenciador de solvente quaternario e forno
de coluna. A separagdo foi feita utilizando uma coluna cromatografica Acquity UPLC BEH C
18 (150 x 2.1 mm i.d., 1.7 um) a 40 °C. O sistema de eluicdo gradiente foi composto de uma
solugdo aquosa 0.1% acido formico (pH 3.0) (A), ACN (B) em um fluxo de 0.3 mL min™'. As
condigdes de eluicdo seguem como: 0 min 90% (A), 10% (B), 0-1 min 90% (A), 10% (B); 1-
12 min 10% (A), 90% (B), 12-14 min 10% (A), 90% (B), 14-15 min 90% (A), 10% (B) e 5 min

para reequilibrar a coluna. O volume de injecdo foi de 2 pL.
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Dados de MS e MS E (para duas fungdes scan) foram adquiridos em modo centrdide
¢ monitorados por um tempo de scan de 1 s, em uma faixa de massa de 50-1500 Da. A energia
de colisdo foi 6 eV em fun¢do 1, subindo de 20 para 35 eV na funcdo 2. A exatiddo de massa
foi assegurada durante a aquisi¢do utilizando corre¢do por infusdo de um padrao de referéncia
externo (LockSprayTM), em infusdo constante de uma solugdo de leucina-encefalina (1 ng mL"
!, 220 uL min'). O modo de ionizagdo positivo utilizou uma voltagem de capilar de 3 kV,
voltagem de cone amostral de 40 V, voltagem offset de 80 V, temperatura de dessolvatacao de
300 °C, temperatura da fonte de 90°C, fluxo de gis no cone 100 L h'! e fluxo de gis de
dessolvatagdo de 900 L h''. O processamento de dados foi feito utilizando o software Mass

Lynx 4.1 (Waters Co., USA).

3.2.6 Meétodos Computacionais

Os calculos de DFT da se¢do 4.2.4 foram realizados por Dr. Claudio D. Navo sob a
supervisao do Prof. Dr. Gonzalo Jiménez-Osés, colaboradores do Centro de Investigacion
Cooperativa em Biociencias (CIC bioGUNE), Derio - Espanha.

Otimizagdes geométricas e estados de transi¢ao (TS) foram realizados aplicando-se o
Gaussian 16”* usando o funcional hibrido M06-2X,°° conjunto de bases 6-31+G(d,p) e potencial
nuclear efetivo LanL.2DZ%® para atomos de paladio com grades de integragdo ultrafinas. Os
efeitos do solvente em agua foram considerados implicitamente através do modelo continuo
polarizavel IEF-PCM.?’ A possibilidade de diferentes conformacdes foi considerada para todas
as estruturas. Todos os pontos estacionarios foram caracterizados por uma analise de frequéncia
realizada no mesmo nivel utilizado nas otimizagdes geométricas a partir das quais foram obtidas
correcoes térmicas a 298,15 K.

Célculos de ponto tnico foram realizados nessas geometrias usando o funcional
hibrido ®B97x-D,”® conjunto de bases 6-311+G(2d,p) e potencial nuclear efetivo LanL.2DZ
para atomos de paladio com grades de integracdo ultrafinas. A aproximacdo quase harmonica
relatada por Truhlar e coautores, foi utilizada para substituir a aproximag¢do do oscilador
harmonico para o célculo da contribuigdo vibracional para a entropia.”” Frequéncias
escalonadas ndo foram consideradas. Célculos de coordenadas de reagdo intrinsecas ponderadas

1100

em massa (IRC) foram realizados usando o algoritmo de Hratchian e Schlegel ™ para garantir

que os TSs realmente conectassem os reagentes e produtos apropriados. As energias livres de
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Gibbs (AG) foram utilizadas para a discussdo das estabilidades relativas das estruturas
consideradas. O conférmero de energia mais baixa para cada ponto estacionario calculado foi
considerado na discussdo. Coordenadas cartesianas, energias eletronicas, entropias, entalpias,
energias livres de Gibbs e frequéncias mais baixas das estruturas calculadas estdo resumidas no
Anexo E. As coordenadas cartesianas das estruturas de mais baixa energia calculadas com

PCM(H20)/M06-2X/6-31+G(d,p)+LanL2DZ(Pd) sdo mostradas no Anexo E.

3.2.7 Cultura Celular

Os experimentos em cultura celular da se¢dao 4.1.4 foram realizados por Ma. Rafaela
Brito Oliveira e Arthur Luiz Miranda Nicastro no Laboratorio de Endocrinologia Molecular e
Translacional na Universidade de Federal de Sao Paulo (UNIFESP), sob orientagdo do Prof.
Dr. Rodrigo Portes Ureshino.

Os experimentos em cultura celular da secdo 0 foram realizados pela Dra. Eloah
Latocheski no Bernardes Lab no Departamento de Quimica da Universidade de Cambridge -
UK, sob coorientagdo do Prof. Dr. Gongalo Bernardes, durante seu estadgio sanduiche, sob
orientagdo do Prof. Dr. Josiel B. Domingos. As células foram incubadas em atmosfera
umidificada de 90% de ar - 10% de CO; a 37°C. As células SKBR3 foram cultivadas em
McCoy's 5A (modificado), com GlutaMAX™ suplementado com 10% de FBS inativado por
calor. As células SKBR3 (linhagem celular aderentes) foram passadas pela adigao de Tripsina-
EDTA (0,25%) (Gibco™) a cada 2-3 dias. As células MOLM13 (linha celular em suspensio)
foram cultivadas em meio RPMI 1640 (Gibco™) com 10% de FBS inativado por calor e foram
mantidas a uma densidade de 1 x 106 células mL™. As células foram cultivadas até 70% de
confluéncia antes da semeadura em 200 pL a 5000 células/pogo em uma placa de fundo plano
transparente de 96 pocos Corning Costar para linhagem celular SKBR3 e placa de fundo
redondo para MOLM13. Os ensaios CellTiter-Blue® foram empregados para determinar a
toxicidade e foram realizados apds a substituicdo do meio por 100 pL de meio fresco seguido
da adi¢ao de 20 pL de solugdo CellTiter-Blue® para cada poco e incubacdo por 6 h. Apds esse
periodo, a determinagdo fluorimétrica da viabilidade celular foi realizada de acordo com as
orientagdes do fornecedor. A intensidade de fluorescéncia foi medida em Aex: 555 nm € Aem: 585
nm. A fluorescéncia residual de CellTiter-Blue® no meio celular foi tratada como fundo e foi

subtraida de cada pogo. Para o célculo da viabilidade celular, foi considerado a intensidade de
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fluorescéncia resultante nos pogos como uma porcentagem do controle, que consiste em 0,25%
de DMSO ¢ foi definido como 100% vidvel. Todos os experimentos foram realizados em

triplicata.
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3.3  SINTESE DOS SUBSTRATOS (PRO-FLUOROFOROS E PRO-FARMACOS) E
DOS COMPLEXOS METALICOS
3.3.1 Sintese da 7-(2-propinil)-oxi-4-metil-cumarina (Prop-4-MU)

A insercdo do grupo protetor propargil na 7-hidroxi-4-metil-cumarina foi realizado
conforme ilustrado no Esquema 27, através da adaptacao de procedimentos descritos na

literatura.'"!

Esquema 27 - Sintese da 7-(2-propinil)-oxi-4-metil-cumarina (Prop-4-MU).

= K2CO3 =
+ BN MeoN
X MeCN
0”0 OH 60°C,24h O~ O 0\
4-MU Prop-4-MU

A um baldo de 100 mL, previamente seco em estufa e equipado com barra de agitagcdo
magnética, foi adicionado a 7-hidroxi-4-metil-cumarina (5,0 mmol, 0,881 g), K»CO3 (50 mmol,
7,0 g) e brometo de propargila (80% em tolueno, 5,5 mmol, 630 pL) em acetonitrila (40 mL).
O sistema foi fechado com septo de borracha e aquecido a 60 °C, permanecendo sob agitacao
a esta temperatura por 24 h. Posteriormente o solvente foi removido em rotaevaporador sob
pressao reduzida e a reagdo foi diluida com agua (20 mL) e extraida com CH>Cl, (3x20 mL).
A fase organica ¢ lavada com solugdo de NH4Cl (20 mL), solucao salina saturada (brine) (20
mL), seca com Na>SOy anidro, filtrada e concentrada a vacuo obtendo-se a 7-(2-propinil)-oxi-

4-metil-cumarina, utilizada sem a necessidade de purifica¢ao adicional.

7-(2-propinil)-oxi-4-metilcumarina (Prop-4-MU)
Aspecto fisico: S6lido branco. Rendimento: 1,01 g — 94%. RMN:'H
ﬁj@\ (200 MHz, CDCl;, 25 °C) & = 7,53 (d, J = 9,5 Hz; 1H); 6,96 — 6,91
o~ © SN (m, 2H); 6,15 (s, 1H); 4,76 (d, J = 2,4 Hz; 2H); 2,59 (t, J = 2,4 Hz;
1H); 2,40 (d, J= 1,2 Hz; 3H). *C{1H} (50 MHz, CDCl3, 25 °C) § = 161,1; 160,4; 155,1; 152,5;

125,7; 114,3; 112,7; 112,5; 102,3; 77,5; 76,6; 56,3; 18,7. Os dados estdao de acordo com os

descritos na literatura.'?!
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3.3.2 Sintese do 7-(1,2-alenil)-oxi-4-metil-cumarina (Alle-4-MU)

O grupo protetor 1,2-alenil foi obtido através da rea¢do de isomerizagdo da O-
propargil-cumarina conforme ilustrado no Esquema 28, adaptando-se procedimentos descritos

na literatura.'%> °

Esquema 28 - Sintese do 7-(1,2-alenil)-oxi-4-metilcumarina (Alle-4-MU).

= t-BuOK =
DMSO
/%.
(@) (@] O/\\\ 25°C, 24 h (@) (e} O AN
Prop-4-MU Alle-4-MU

A um baldo de 25 mL, previamente seco em estufa e equipado com barra de agitagao
magnética, foi adicionado a 7-propenil-oxi-4-metilcumarina (1,0 mmol, 0,214 g). O baldo foi
selado com septo de borracha, evacuado sob pressao reduzida (bomba de vacuo) e recarregado
com nitrogénio (operagao realizada 3 vezes através do septo de borracha). Em seguida, foram
adicionados sucessivamente DMSO (1,5 mL) e o +~BuOK (0,5 mmol, 56,0 mg em 1,5 mL
DMSO) sob atmosfera de nitrogénio. O baldo foi selado e a mistura foi agitada a temperatura
ambiente durante 24 h. Posteriormente a reagdo foi diluida com agua (40 mL) e extraida com
CHxCl (5 x 20 mL). A fase organica ¢ lavada com solucao de NH4Cl (30 mL), solucao salina
saturada (brine) (30 mL), agua (20 mL), seca com Na>SO4 anidro, filtrada e concentrada a
vacuo. O produto foi purificado por cromatografia em coluna, empregando solucdo de 0-4% de

acetato de etila em hexano como eluente.

7-(1,2-propadienil)-oxi-4-metilcumarina (Alle-4-MU)
Aspecto fisico: Sélido branco. Rendimento: 22 mg — 10%. RMN:'H
ﬁt@\ (200 MHz, CDCl;, 25 °C) 7,54 (d, J =9,5 Hz; 1H); 7,04 — 6,97 (m,
0~ O 07N 2H), 6,86 (t, J = 5,9 Hz; 1H); 6,19 (s, 1H); 5,52 (d, J = 5,9 Hz; 2H);
2,41 (s, 3H). *C{1H} (50 MHz, CDCls, 25 °C) & = 202,83; 161,09; 160,13; 155,07; 152,38;

125,85; 116,75; 115,26; 113,64; 113,02; 104,21; 90,31; 18,81. Os dados estdo de acordo com

os descritos na literatura.’
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3.3.3 Sintese do 4-nitrofenil-(4-propa-1,2-dien-1-il)-oxi-benzil carbonato (Alle-C)

O intermediario inédito 4-nitrofenil-(4-propa-1,2-dien-1-il)-oxi-benzil carbonato
(Alle-C) foi preparado em duas etapas, através da adaptagdo de procedimentos descritos na

literatura (Esquema 29).'0-104

Esquema 29 - Sintese do 4-nitrofenil-(4-propa-1,2-dien-1-il)-oxi-benzil carbonato (Alle-C).

o/\ TTHE o
0,
HO Plrldlna )J\
CH,Clp 0 o/\©\
O
(@]

V4

A um baldo de 100 mL, previamente seco em estufa e equipado com barra de agitagcdo
magnética, foi adicionado o alcool 4-propargil-oxi-benzilico (2,0 mmol, 0.324g). O baldo foi
selado com septo de borracha, evacuado sob pressao reduzida (bomba de vacuo) e recarregado
com nitrogénio (operagao realizada 3 vezes através do septo de borracha). Em seguida, foram
adicionados sucessivamente THF (20 mL) e o ~BuOK (2,0 mmol, 0,224 g em 10 mL THF) sob
atmosfera de nitrogénio a 0°C. Apds 30 min a 0°C a reacdo foi deixada sob agitacdo a
temperatura ambiente durante 24 h. Posteriormente a reagao foi diluida com agua (40 mL) e
extraida com acetato de etila (3x25 mL). A fase organica ¢ lavada com solugdo salina saturada
(brine) (30 mL), agua (20 mL), seca com Na>SOs anidro, filtrada e concentrada a vacuo. O
material bruto (0,289 g) foi usado na etapa seguinte sem purificagcdo adicional.

A um baldo de 100 mL, previamente seco em estufa e equipado com barra de agitagdo
magnética, foi adicionado o &lcool 4-propa-1,2-dien-1-il-oxi-benzilico. Em seguida, foram
adicionados sucessivamente a 0°C: CH2Cl, seco (10 mL), piridina (0,16 mL, 2,0 mmol) e uma
solucdo de 4-ntitrofenilcloroformato (0,420 g, 2,0 mmol em 10 mL CH>Cl, seco) foi adicionada
gota a gota. O balao foi selado e a mistura foi agitada a temperatura ambiente durante 24 h.
Posteriormente a reacdo foi diluida com agua (40 mL) e extraida com CH2CL (2x20 mL). A
fase organica foi seca com Na>SO4 anidro, filtrada e concentrada a vacuo. O produto foi
purificado por cromatografia em coluna, empregando solucdo de 10% de acetato de etila em

hexano como eluente.
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4-nitrofenil-(4-propa-1,2-dien-1-il)-oxi-benzil carbonato (Alle-C)
O,N o Aspecto fisico: Cristal branco. Rendimento: 0,42 g —
Qo)ko 62%. Ponto de fusdo: 106-107 °C. RMN:'H (200 MHz,
/\QO/\ CDCls, 25 °C) 8 = 8,27 (d, J=9,15 Hz; 2H); 7,43 — 6,81
(m, 4H); 7,10 (d, J = 8,6 Hz; 2H); 6,84 (t, J = 5,9 Hz; 1H); 5,47 (d, J = 5,9 Hz, 2H); 5,25 (s,
2H). BC{1H} (50 MHz, CDCl, 25 °C) & = 202,7; 157,8; 155,5; 152,4; 145,4; 130,5; 128,4;
125,3; 121,7; 117,4; 116,9; 89,7; 70,6. Analise elementar: C17H13NOg requer: C 62,39; H 4,00;
N 4,28. Obtido: C 62,56; H 4,09; N 4,21.

3.3.4 Sintese do (4-propa-1,2-dien-1-il)-oxi-benzil-oxi-carbonil-doxorrubicina

(AOBC-DOX)

O novo pré-farmaco AOBC-DOX oi preparado através da reagcdo protecao do

nitrogénio primario do firmaco Doxorrubicina conforme descrito no Esquema 30.

Esquema 30 - Sintese do (4-propa-1,2-dien-1-il)-oxi-benzil-oxi-carbonil-doxorubicina (AOBC-DOX).
OH O

; ‘O‘O
OH O
NO ; ‘O‘O

DOX-HCI
NHa*HCI EtsN OH O
—_—
DMF X Q
+ \

N HO
o\[rNH
o o}
Y AOBC-DOX

x

L

A um tudo de ensaio de 5 mL, previamente seco em estufa e equipado com barra de
agitagdo magnética, foi adicionado Cloridrato da Doxorrubicina (0,057 mmol, 33 mg). O tubo
foi selado com septo de borracha, evacuado sob pressdo reduzida (bomba de vacuo) e
recarregado com nitrogénio (operacdo realizada 3 vezes através do septo de borracha). Em
seguida, foram adicionados sucessivamente DMF (1 mL), EtsN (20 uL, 0,14 mmol) sob
atmosfera de nitrogénio. Uma solu¢do do 4-nitrofenil-(4-propa-1,2-dien-1-il)-oxi-benzil

carbonato (0,092 mmol, 30 mg em 1 mL DMF) foi adicionada gota a gota. A mistura foi agitada
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a temperatura ambiente durante 24 h. Posteriormente a reagao foi diluida com agua (40 mL) e

extraida com acetato de etila (4x40 mL). A fase organica foi seca com Na,SOj4 anidro, filtrada

e concentrada a vacuo. O produto foi purificado por cromatografia em coluna, empregando

solugdo de 0 a 3% de metanol em CH2Cl, como eluente.

(4-propa-1,2-dien-1-il)-oxi-benzil-oxi-carbonil-doxorrubicina (AOBC-DOX)

OH O

/4,

N ]
0 HOY
O\H/NH
o)

OH O

AOBC-DOX

0]
OH
0T
o0._.0

Aspecto  fisico:  solido  vermelho.
Rendimento: 35 mg — 82%. '"H NMR

(400 MHz, CDCl3) & = 14,00 (s, 1H); 13,28
(s, 1H); 8,06 (d, J= 17,6 Hz; 1H); 7,80 (t, J
= 8,1 Hz; 1H,); 7,40 (d, J = 8,2 Hz; 1H);
7,27 (s, 2H); 7,01 (d, J = 8,3 Hz; 2H), 6,80
(t,J=5,9Hz; 1H), 5,51 (d, J=3,8 Hz; 1H);
5,44 (d, J = 5,9 Hz; 2H); 5,33-5,29 (m,

1H); 5,10 (d, J = 8,5 Hz; 1H); 4,98 (s, 2H); 4,77 (d, J = 4,8 Hz; 2H); 4,55 (s, 1H); 4,15-4,11
(m, 1H); 4,09 (s, 3H); 3,91-3,82 (m, 1H); 3,67 (s, 1H); 3,29 (dd, J = 18,6; 1,4 Hz; 1H); 3,07-
2,99 (m, 2H); 2,34 (d, J = 14,6; 1H); 2,18 (dd, J = 14,7; 4,2 Hz; 1H); 1,89 (d, J = 4,4 Hz; 1H);
1,86 (d, J = 4,5 Hz; 1H); 1,76 (td, J = 13,3; 4,2 Hz; 1H); 1,29 (d, J= 6.5 Hz, 3H, 6); 1,25 (s,
1H). 3C NMR (150 MHz, CDCL) § = 213.9; 202,7; 187,24; 186,8; 178,0; 176,6; 161,1; 156,2;
155,7; 155.,5; 135,83; 135,6; 133,6; 130,7; 129,9; 121,09; 119,9; 118,5; 117,7; 116,8; 111,7;
111,5; 100,7; 89,7; 69,6; 67,2; 66,4; 65.6; 56,7; 47,0; 35,7; 34,1; 30,2; 16,8. HRMS (ESI-TOF):
C3sH37014N Na [M + Na]" requer 754,2112/ Obtido: 754,2115.
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3.3.5 Sintese do Lapachol

O Lapachol foi obtido a partir da Lawsona, comercialmente disponivel, conforme

ilustrado no Esquema 31, através de procedimento previamente descrito na literatura.'%

Esquema 31 — Sintese Lapachol.

(0]
Q Nal OH
O o
+ Pz
Br DMSO
S N, (0] N
70 °C, 12h
Lawsona Lapachol

A um baldo de 100 mL, previamente seco em estufa e equipado com barra de agitacao
magnética, foi adicionado a Lawsona (16,0 mmol, 2,864 g) em DMSO (20 mL), o brometo de
3,3-dimetilallil (20 mmol, 2,42 mL), a trietilamina (Et3N, 20 mmol, 2,4 mL) e o iodeto de sddio
(Nal, 16 mmol, 2,4 g). A solugdo ¢ mantida sob agitacao a temperatura ambiente por 1 hora e
a 70 °C por 12 horas em atmosfera de N,. Posteriormente a reagdo foi diluida com agua (40
mL) e extraida com CH>ClL (5x20 mL). A fase organica ¢ lavada com solu¢ao de bicarbonato
de sodio (40 mL), seca com Na»SO4 anidro, filtrada e concentrada a vacuo. O produto foi
purificado por cromatografia em coluna, empregando solucdo de 10% de acetato de etila em

hexano como eluente.

Lapachol
o) Aspecto fisico: Sélido amarelo. Rendimento: 1,68 g — 43%. RMN:'H (200
O‘ OH " MHz, CDCls, 25 °C) 6 = 8,14 — 8,04 (m, 2H); 7,78 — 7,63 (m, 2H); 7,36 (s,
1H); 5,21 (t,J=7,5 Hz; 1H); 3,1 (d, J = 7,4 Hz; 2H); 1,79 (s, 3H); 1,69 (s,
3H). '*C NMR (50 MHz, CDCl;, 25 °C) & = 184,5; 181,7; 152,7; 134,8;
133,8; 132,9; 132,8; 129.4; 126,7; 126,0; 123,5; 119,6; 25,7; 22,6; 17,8. Os dados estao de

o} AN

acordo com os descritos na literatura.’®

3.3.6 Sintese da p-Lapachona

A B-Lapachona foi obtida a partir da ciclizagdo do Lapachol em meio 4cido conforme

ilustrado no Esquema 32, através de procedimento descrito na literatura.'*
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Esquema 32 - Sintese do f-Lapachona.

O
OH
SO
CH,Cl,
(0] S 0°C, 1h
Lapachol B-Lapachona

A um baldo de 100 mL, previamente seco em estufa e equipado com barra de agitagao
magnética, foi adicionado o Lapachol (6,0 mmol, 1,5 g) em CH>Cl, (10 mL) e posteriomente
H>SO4 (30 mL) sob agitagdo em banho de gelo (0 °C). A solugdo ¢ mantida sob agitacio em
banho de gelo por 1 hora. Posteriormente a solu¢do vermelha foi cuidadosamente diluida com
agua gelada (40 mL) e extraida com CH>Cl; (2x50 mL). A fase orgénica ¢ lavada com solucao
de bicarbonato de sodio (2x50 mL), seca com Na>SO4 anidro, filtrada e concentrada a vacuo.
O produto foi purificado por cromatografia em coluna, empregando solucao de 5-20% de

acetato de etila em hexano como eluente.

B-Lapachona
o) Aspecto fisico: So6lido laranja. Rendimento: 0,64 g — 43%. Ponto de fusdo:
O 158-162 °C, Lit.”® 153-155 °C. '"H RMN (200 MHz, CDCls, 25 °C) & = 8,06
O‘ (dd, J=17,6; 1,2 Hz; 1H); 7,82 (dd, J=17,7; 1,4 Hz; 1H); 7,65 (td, J=7,6; 1,5
O Hz; 1H), 7,50 (td, J=17,5; 1,4 Hz; 1H); 2,58 (t, J= 6,6 Hz; 2H); 1,86 (t, /= 6,7
Hz; 2H); 1,47 (s, 6H). 3C NMR (50 MHz, CDCl;, 25 °C) § = 179,8; 178,5;
162,0; 134,7; 132,6; 130,6; 130,1; 128,5; 124,0; 112,7; 79,2; 31,6; 26,7; 16,1. HRMS (ESI-
TOF): CisHi503 [M + H]" requer 243,1021/ Obtido: 243,1051. Os dados estdo de acordo com os

descritos na literatura.”®

3.3.7 Sintese das novas a-hidroxicetonas da p-Lapachona

Os pro-farmacos foram obtidos apartir da B-Lapachona através da formagao de a-
hidroxicetonas mediada por indio. A rea¢do ocorre entre 1,2-diona e diferentes brometos
organicos, na presenca de indio metalico e iodeto de s6dio em DMF em temperatura ambiente
(Esquema 33).!°7 A seguir os dados referentes de aspecto fisico, rendimento, ponto de fusio,

RMN 'H, RMN PC{'H} e HRMS das novas moléculas sintetizadas sdo apresentados.
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Esquema 33 - Sintese dos novos pro-farmacos da f-Lapachona (a-hidroxicetonas).

25°C,1-24h

B-Lapachona

Br
Haletos: /Br /\/Br ~_~_-Br /©/\
/O

A um tudo de ensaio de 5 mL, previamente seco em estufa e equipado com barra de
agitacdo magnética, foi adicionado a B-Lapachona (0,242 g, 1,0 mmol), iodeto de sodio (0,232
g, 1,5 mmol) e indio (0,120 g, 1,05 mmol), haleto (1,5 mmol) e o sistema foi fechado com um
septo de borracha. Em seguida foi adicionado através do septo o DMF (3 mL). A reacao foi
ultrassonicada durante 1 min e agitada durante 30 min a 25 °C e finalizada com algumas gotas
de HCI (5,0 mol L™"). A reagdo foi diluida com 4gua (40 mL) e extraida com acetato de etila (3x
25 mL). A fase organica foi lavada com uma solugao de salina (25 mL) e dgua (25ml). A fase
organica foi seca sobre Na>xSOg anidro, filtrada e o solvente evaporado sob pressao reduzida.
Os compostos foram purificados por cromatografia em coluna utilizando 5-10% de acetato de

etila em hexano como eluente, obtendo-se os compostos como so6lidos incolores.

Aspecto fisico: Solido incolor. Rendimento: 0,141 g — 50%. Ponto de fusdo:
119-120 °C. 'H RMN (700 MHz, CDCl3, 25 °C) § = 7,72 (d, J = 7,8 Hz; 1H);
7,64 (d, J=7,7 Hz; 1H); 7,39 (td, J = 7,6; 1,2 Hz; 1H); 7,30 (td, J = 7,7; 1,2
Hz; 1H); 4,06 (s, 1H); 2,61 — 2,57 (m, 3H); 2,34 — 2,29 (m, 1H); 1,91 (t, J =
2,7 Hz; 1H); 1,80 (dt, J=13,4; 5,7 Hz; 1H); 1,72 — 1,67 (m, 1H); 1,40 (s, 3H);
1,35 (s, 3H). *C RMN (176 MHz, CDCl, 25 °C) § = 199,4; 162,7; 140,9; 130,3; 127,9; 127,4;
125,5; 123,4; 106,4; 78,6; 78,4; 75,8; 72,6; 37,2; 32,0; 27,8; 25,8; 16,0. HRMS (ESI-TOF):
CigH1903 [M + H]" requer 283,1334/ Obtido: 283,1330.
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Aspecto fisico: So6lido incolor. Rendimento: 0,232 g — 81%. Ponto de fusdo:
75-77 °C. '"H RMN (200 MHz, CDCl3, 25 °C) § = 7,77 (d, J = 7,8 Hz, 1H);
7,64 (d, J = 7,6 Hz, 1H); 7,44 (td, ] = 7,6, 1,2 Hz, 1H); 7,33 (td, J = 7,5, 1,2
Hz, 1H); 5,61 — 5,40 (m, 1H); 5,03 — 4,92 (m, 1H); 4,92 — 4,76 (m, 1H); 3,93
(s, 1H); 2,63 (dt, J = 17,5, 6,0 Hz, 1H); 2,50 (d, J = 7,4 Hz, 2H); 2,39 — 2,23
(m, 1H); 1,96 — 1,68 (m, 2H); 1,45 (s, 3H); 1,41 (s, 3H). 3C RMN (50 MHz,
CDCl3, 25 °C) 6 = 201,1; 162,0; 142,1; 132,0; 130,1; 127,5; 127,0; 125,5; 123,3; 118,8; 106,5;
78,1; 77,5; 51,6; 32,0; 27,6; 25,9; 15,9. HRMS (ESI-TOF): CisH2103 [M + H]" requer:
285,1490/ Obtido: 285,1499.

Butil-Lap
Aspecto fisico: Solido incolor. Rendimento: 0,047 g — 16%. Ponto de fusdo:
97-100 °C. 'H RMN (200 MHz, CDCls, 25 °C) 6 = 7,78 (d, J= 7,3 Hz; 1H);
O 7,63 (d,J=7,5Hz 1H); 7,42 (td, J=7,5; 1,3 Hz; 1H); 7,33 (td, J = 7,5; 1,3
O‘ Hz; 1H); 3,85 (s, 1H); 2,65 (dt, J = 17,4; 6,1 Hz; 1H); 2,42 — 2,24 (m, 1H);
] 1,95 — 1,70 (m, 4H); 1,44 (s, 3H); 1,42 (s, 3H); 1,23 — 1,02 (m, 4H); 0,78 (t,
J=6,7 Hz, 3H). 3C RMN (50 MHz, CDCls, 25 °C) & = 202,2; 161,9; 143,1;
130,0; 127,3; 127,0; 125,5; 123,3; 106,3; 78,1; 47,0; 32,0; 27,5; 26,1; 26,0; 22,8; 16,1; 14,0.
HRMS (ESI-TOF): C19H2503 [M + H]" requer: 301,1803/ Obtido: 301,1802.

POA-Lap

Aspecto fisico: Solido incolor. Rendimento: 0,118 g — 61%. Ponto

de fusdo: 124-126 °C. 'H RMN (200 MHz, CDCls) § = 7,66 (dd, J =
OH, 7,5, 1,6 Hz, 1H), 7,59 (dd, J=17,5, 1,6 Hz, 1H), 7,44 (td, /= 7.5, 1.6
O‘ Hz, 1H), 7,33 (td, J = 7,5, 1.5 Hz, 1H), 6,68 (d, J=8,7 Hz, 2H), 6,52
(d, J= 8,7 Hz, 2H), 4,59 (d, J = 2,4 Hz, 2H), 3,94 (s, 1H), 3,02 (s,
2H), 2,63 — 2,50 (m, 1H), 2,48 (t, J = 2,4 Hz, 1H), 2,23 — 2,04 (m,
1H), 1,70 — 1,59 (m, 2H), 1,36 (s, 3H), 1,13 (s, 3H). '*C RMN (50 MHz, CDCls) § = 200,7;
162,2;156,7; 141,7; 130,8; 130,1; 128,3; 127,6; 127,5; 125,8; 123,0; 114,1; 106,9; 78,81; 78,3;
78.0; 75,5; 55,9; 53,7; 31,8; 27,6; 25,90; 15,8. HRMS (ESI-TOF): C25H2504 (M + H) requer
389,1753/Obtido: 389,1771

0

0]
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3.3.8 Sintese dos Complexos de Paladio

3.3.8.1 Sintese do complexo Pd>Allyl;Cl>

O dimero do cloreto de alilpaladio foi obtido através da reacdo entre cloreto de alila e
cloreto de paladio conforme ilustrado no Esquema 34, adaptando procedimentos descritos na

literatura.'®®

Esquema 34 - Sintese do complexo Pd>Allyl>Cl,

KCI Pd
PdCl, + \/\CI — > I’ ‘cl
H,0 “Pd”
°C, 24h s | .-
50 °C, \J/

A um tudo de ensaio de 25 mL, previamente seco em estufa e equipado com barra de
agitacdo magnética, foi adicionado o cloreto de paladio (2,5 mmol, 0,430 g) e cloreto de
potassio (7,5 mmol, 0,562 g) e dgua destilada (15 mL). A mistura foi agitada a temperatura
ambiente durante 1 h. Em seguida, foi adicionado o cloreto de alila (7,5 mmol, 0,62 ml) ¢ a
mistura reacional foi agitada a 50 °C, permanecendo sob agitacao por 24 h. Posteriormente a
reacao foi extraida com CHCI; (3x15 mL) e lavada com dgua (15 mL). A fase organica foi seca
com Na>SOj4 anidro, filtrada e concentrada a vacuo. O produto foi obtido como um soélido

amarelo e armazenado sob atmosfera de N» a temperatura de -25 °C.

3.3.8.2 Sintese dos complexos (i*-alil)cloro(fosfina)palddio(Il))

Os complexos (n*-alil)cloro(fosfina)paladio(II)) foram obtidos através da reacio entre
o PdAllyl,Cl; e a fosfina conforme ilustrado no Esquema 35, adaptando procedimentos

descritos na literatura.*’

Esquema 35 - Sintese dos complexos (n>-alil)cloro(trifenilfosfina)paladio(11))

R
o : m ST
(_
1/2 Cl\Pd/Cl + Ph\P THF N \Cl
s |z Ph 25°C, 4h R: H ou CO,H

~1 -
~
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A um tudo de ensaio de 5 mL, previamente seco em estufa e equipado com barra de
agitagdo magnética, foi adicionado o Pd>Allyl,Cl> (0,2 mmol, 0,0731 g, 1 eq) e a fosfina (0,4
mmol, 2 eq). O tudo de ensaio foi selado com septo de borracha, evacuado sob pressdo reduzida
(bomba de vacuo) e recarregado com nitrogénio (operacgao realizada 3 vezes através do septo
de borracha). Em seguida, foi adicionado THF (10 mL) sob atmosfera de nitrogénio. O balao
foi selado e a mistura foi agitada a temperatura ambiente durante 4 h. Posteriormente a reagao
foi concentrada a vacuo e os compostos foram purificados por cromatografia em coluna
utilizando 50% de acetato de etila em hexano como eluente, obtendo-se os compostos como
solidos amarelos claros. Os complexos foram armazenados sob atmosfera de N> a temperatura

de -25 °C.
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 CLIVAGEM DE LIGACOES C-O, REACAO DE O-DESALENILACAO MEDIADA
POR PALADIO(II): ESTUDO MECANISTICO E EFEITO DO CLORETO NO MEIO
REACIONAL

4.1.1 Sintese e Caracterizacao dos substratos para as Reac¢oes de Clivagem C-O

Para os estudos cinéticos das reagdes de clivagem C-O foram obtidos os éteres da 7-
hidroxi-4-metil-cumarina (4-MU), os quais foram previamente descritos como substratos
modelos em estudos de clivagem de ligagdes C-O.° A Prop-4-MU foi obtida em alto rendimento
pela reagdo com o brometo de propargila, enquanto que a Alle-4-MU foi obtida pela
isomerizacdo do grupo propargil da Prop-4-MU mediada por #~BuOK (Esquema 36). Os

compostos foram caracterizados por RMN de 'H e *C{'H}.

Esquema 36 — Sintese das cumarinas Prop-4-MU e Alle-4-UM.

brometo
de // t-BuOK =
= propargila 0,5 eq. P
B —_—
o0~ o 0”0 0 ™. bDmso O O 0" o

OH MeCN A

4-MU Prop-4-MU Alle-4-MU
94% 10%

Diversos alcoxialenos sao obtidos a partir de éteres propargilicos por reagoes de
isomerizacdo promovidas por base, utilizando-se quantidades cataliticas de -BuOK ¢ possivel
obter os alcoxialenos em bons rendimentos. %’ Entretanto, a isomeriza¢io da Prop-4-MU levou
a baixas quantidades da Alle-4-MU. Diversos testes foram realizados buscando melhorar o
rendimento da reagdo de isomerizagao a Alle-4-MU, todos levaram a rendimentos baixos
(<10%), pois aparentemente, o equilibrio esta deslocado para a molécula propargilada (Prop-4-
MU). A quantidade obtida da Alle-4-MU foi considerada suficiente para prosseguir os testes
cinéticos, visto que eles necessitam de pouca quantidade do material. Algumas observagdes
técnicas sobre os procedimentos de isomerizagdo: o uso de solventes secos ¢ imprescindivel

para a obtengdo dos produtos, além disso, a pureza do ~-BuOK afeta a conversao.



69

Conforme os dados da literatura®>* e os resultados iniciais das cinéticas de clivagem
dos substratos Alle-4-MU e Prop-4-MU, onde observou-se que o grupo 1,2-alenil (Alle) ¢ mais
reativo que o grupo propargil frente aos catalisadores de paladio, também projetou-se uma nova
molécula contendo o grupo 1,2-alenil (Esquema 37), para prote¢do de farmacos contendo

grupos amino (Esquema 38).
Esquema 37 - Sintese em duas etapas do Alle-C

4-nitrofenil

cloroformato O2N (0]
t-BuOK )j\
Hon 1,0 eq. Hon Piridina o o/\©\
O/\\\ THF O/\'§ CH,Cl, O&-§

Alle-C
62%

A sintese do carbonato inédito Alle-C ¢ baseada na isomerizac¢ao do alcool 4-propargil-
oxi-benzilico. Apos 24 horas foi observado por TLC o completo consumo do 4lcool 4-propargil-
oxi-benzilico e a formag¢ao de um tnico produto, com fator de retengdo menor, o 4-propa-1,2-
dien-1-il-oxi-benzilico. Entretanto, ao tentar caracterizar esse produto, observou-se sua
degradacdo. Assim, o mesmo foi usado diretamente na proxima etapa, a reacdo com o 4-
nitrofenol. Desta forma, foi possivel obter o Alle-C com rendimento satisfatorio de 62%, apos
as duas etapas (Esquema 37). O composto foi identificado por RMN de 'H, '*C{'H}, ponto de
fusdo e anélise elementar. Como caracteristica marcante no espectro de 'H em CDCls, observa-
se o sistema de hidrogénios do grupo aleno, o hidrogénio interno em 6,84 ppm na forma de um
tripleto (J/ = 5,9 Hz) e os dois hidrogénios terminais em 5,47 na forma de um dupleto (J = 5,9
Hz) (Figura 3). No espectro de RMN '*C{'H} os sinais para os trés carbonos do grupo do grupo

aleno sao observados em 202,7, 117,4 e 89,7 ppm, como esperado.
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Figura 3 - Espectro de RMN 'H a 200 MHz do Alle-C em CDCls
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3(7.01) 3(5.91)
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8.27 7.37 7.10 5.47
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Apo6s a obtencao do Alle-C um novo pro-farmaco para o tratamento do cancer foi
desenvolvido. Essa nova molécula foi preparada a partir do fArmaco Doxorrubicina (DOX), o
qual ¢ um quimioterapico da classe das antraciclinas. O Cloridrato de Doxorrubicina vem sendo
usado no tratamento de diversos tipos de cancer: mama, pulmao, bexiga, tircoide, ovario,
sarcomas 0sseos ¢ dos tecidos moles; linfomas de Hodgkin e ndo Hodgkin; neuroblastoma,;
tumor de Wilms; leucemia linfoblastica aguda e leucemia mieloblastica. Os tratamentos
baseados no DOX apresentam sérios efeitos colaterais, sendo que o mais perigoso ¢ a sua
cardiotoxicidade, que pode levar a insuficiéncia cardiaca, além do coracdo, cérebro, rim e
figado, que também sdo afetados.!!”

O DOX ¢ considerado um farmaco modelo no estudo de rea¢des bio-ortogonais de
clivagem de ligagdo para o tratamento do cancer.®! Seus pro-farmacos vem sendo estudados na
ativagdo mediada por paladio em diversos estudos.!''"!!* Assim, obteve-se 0 novo pro-firmaco
AOBC-DOX (4-alenil-oxi-benzil-oxi-carbonil-doxorrubicina) (Esquema 38), através da reacao

entre 0 DOX-HCl e 0o Alle-C em DMF com trietilamina como base em um rendimento de 82%.
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Esquema 38 — Estrutura do novo pro-firmaco AOBC-Dox sensivel ao paladio para o tratamento do cancer.

QS
O_NHZ * o)J\o/\©\ —
o

Alle-C

farmaco

OH O OoH 0
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o}

DOX
AOBC-DOX
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O pro-farmaco inédito AOBC-DOX foi identificado por RMN de 'H, *C{'H} e
HRMS. Como caracteristica marcante no espectro de RMN de 'H (Figura 4 e Figura 5) para o
composto AOBC-DOX, observa-se o sistema de hidrogénios do grupo aleno, o hidrogénio
interno em 6,80 ppm na forma de um tripleto (J = 5,9 Hz) e os dois hidrogénios terminais em
5,44 na forma de um dupleto (J = 5,9 Hz). O CH; benzilico ¢ observado na forma de um
simpleto em 4,98 ppm e os hidrogénios do aromaticos do grupo benzil sao observados na forma
de dubletos (J = 8,3 Hz) em 7,27 ¢ 7,01 ppm (Figura 4). Os outros hidrogénios apresentam

deslocamentos compativeis com compostos semelhantes descritos.
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Figura 5 — Ampliagdo dos sinais do espectro de RMN 'H a 400 MHz do AOBC-DOX em CDCls.
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4.1.2 Estudos Cinéticos das Reacao de Clivagem C-O

Os estudos cinéticos da clivagem de ligagcdes C-O foi realizado para a reacdo modelo
das 4-metilumbeliferona (4-MU) protegidas os grupos 1,2-alenil (Alle-4-MU) e propargil
(Prop-4-MU) em meio aquoso (5% de DMSO) com pH 7,4, temperatura de 37 °C, na presenca
dos complexos de Pd(II): um sal simples (Na;PdCls) e o dimero n-Alil (Pd2Allyl.CL) (Esquema
39).

Esquema 39 - Esquema da reacdo de clivagem da ligagdo C-O das cumarinas protegidas.

_ ~ Pd(ll) _
ou —_— >
A pH 7,4
0™ "0 0" "', O7 O 0"\ sqpMso O O OH
37 °C
Alle-4-MU Prop-4-MU 4-MU

O acompanhamento do progresso das reagdes foi realizado por espectroscopia de UV-
vis, em cubetas de quartzo de 4 mL. Inicialmente, foi realizada a varredura do espectro
eletronico e a curva de calibragdo da 4-MU nas condi¢des inicialmente propostas para o estudo
cinético (5% de DMSO, PBS (pH 7.,4), 37 °C). Os graficos obtidos encontram-se nas Figura 6a-
b. O espectro exibe dois Amax €m 322 nm e em 364 nm, com coeficientes de absortividade molar
iguais a 11210 L mol! cm™ e 7410 L mol cm™, respectivamente.

Os espectros da Alle-4-MU e da Prop-4-MU foram sobrepostos com a 4-MU e sao
exibidos nas Figura 6¢-d. E possivel observar que na regido do segundo Amax da O-cumarina,
364 nm, o espectro do produto nao sofre interferéncia pela absor¢ao dos reagentes. Dessa forma,
faz-se possivel o acompanhamento da cinética da reacdo de desprotecao por meio do espectro
de absor¢do no UV-vis do produto no comprimento de onda de 364 nm.

Para todos os experimentos, foram usadas quantidades subestequiométricas dos
complexos de palddio, o que € crucial para futuras aplicagdes biologicas. No entanto, a maioria
dos estudos de reacdes de desprotecdo desenvolvidos até o momento, ndo usam quantidades
subestequiométricas dos complexos metalicos, tornando dificil a compreensdo do mecanismo
catalitico. Nos testes iniciais avaliou-se a reatividade dos substratos Prop-4-MU Figura 7) Alle-
4-MU (Figura 8) na concentragdo de 100 umol L', frente a diferentes concentragdes (0, 10, 25
e 50 pmol L") do sal comercial Na,PdCls.
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Figura 6 - (a) Espectros de UV-vis para diferentes concentragdes da 4-MU. (b) curva de calibragdo para 4-MU. (c
e d) Espectros UV-vis sobrepostos das cumarinas protegidas e sua respectiva cumarina desprotegida. Condigdes:
100 umol L' das cumarinas, tampao PBS (0,01 mmol L), pH: 7,4, 5% DMSO a 37 °C.
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O ajuste exponencial das curvas cinéticas para uma reacao de primeira ordem (Eq. 1),
permitiu a determinacao das constantes de velocidade macroscopicas observadas e o

rendimento de cada fase para a reacdo de clivagem C-O para ambos os substratos.
Abs = Absint - (Absin— Abso)e™ (Eq. 1)

Como pode ser observado nos perfis cinéticos (Figura 7 e Figura 8), a reacdo com o
substrato Alle-4-MU apresenta uma meia-vida (t12) de aproximadamente 1,8 minutos, enquanto
que o substrato Prop-4-MU apresenta ti2 de 19 minutos, com 0,5 equivalentes de Na,PdCls,
mostrando a maior reatividade do grupo 1,2-alenil. Em todas as condi¢des foram observados

até dois tfurnovers para a formagao do produto, quando as rea¢des sdo mediadas por Na,PdCL.
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Figura 7 - Perfis cinéticos do aparecimento da 4-MU, acompanhado por espectrofotometria de UV-vis em 364 nm.
Condig¢des reacionais: 100 pmol L! de Prop-4-MU, 0, 10, 25 € 50 umol L' de Na,PdCly, tampao PBS (0,01 mmol
LY, pH: 7,4, 5% DMSO a 37 °C.
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Figura 8 - Perfis cinéticos do aparecimento da 4-MU, acompanhado por espectrofotometria de UV-vis em 364 nm.
Condigdes reacionais: 100 pmol L' de Alle-4-MU, 0, 10, 25 ¢ 50 umol L' de Na,PdCls, tampdo PBS (0,01 mmol
LY, pH: 7,4, 5% DMSO a 37 °C.
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O ajuste ndo linear do perfil cinético da reacdo da Prop-4-MU com 0,25 eq. de
NaxPdCly, corresponde a uma cinética de primeira ordem, de onde se obteve a constante de
velocidade kobs (0,04265 min™), conforme mostrado na Figura 9a. Enquanto que o Alle-4-MU
segue uma cinética bifasica, isto €, duas reacdes paralelas que produzem o produto com
diferentes constantes de velocidade. Neste caso, obteve-se duas constantes cinéticas, kopsi
(1,13811 min™") e kops2 (0,05520 min™'), conforme mostrado na Figura 9b. Este ajuste do perfil
cinético permitiu a deconvolucdo da curva em duas exponenciais (Figura 10), onde a primeira
reacao € cerca de 20 vezes mais rapida que a segunda.

Figura 9 - Ajuste de primeria ordem para a desprotegdo do substrato (a) Prop-4-MU e (b) Alle-4-MU. Condigdes

reacionais: 100 pmol L' de Prop-4-MU ou Alle-4-MU, 25 pmol L' de Na,PdCls, tampdo PBS (0,01 mmol L),
pH: 7,4, 5% DMSO a 37 °C.
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Além disso, uma importante observacao na reagao de desalenilagao ¢ que a fase rapida
(Rx1) ¢ responsavel pela conversdao de 24% do substrato em produto, isto €, um furnover,
enquanto a fase lenta (Rx2) converte em torno de 30% do substrato em produto, ou seja, 1,2
turnovers (Figura 10). J4 para reacdo de despropargilacdo, a tnica fase observada leva a
conversdao de 48%, ou seja, aproximadamente dois turnorvers. Embora ambos os substratos
resultem em conversdes semelhantes, a velocidade a qual a clivagem ¢ observada ¢ bem distinta,

0 kobs (Rx1) para a reag@o de desalenilagdo € 27 vezes maior que para a despropargilacao.
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Figura 10 - Perfil de cinética e decovulagdo do substrato Alle-4-MU. Condigdes reacionais: 100 umol L de Alle-
4-MU, 25 pmol L' de NayPdCls, tampdo PBS (0,01 mmol L), pH: 7,4, 5% DMSO a 37 °C.
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Um perfil cinético semelhante foi observado por Coelho e coautores para a reacao de
O-despropargilacdo catalisada por Na,PdCls, onde foi postulado que a primeira fase do perfil
cinético corresponde a uma reagao rapida, mediada pelo complexo metalico, que termina apos
dois turnovers, devido a inibigdo do complexo de palddio pelo produto da reagdo.®® Enquanto
que a segunda fase ¢ uma reagdo lenta, gerando o mesmo produto, catalisada por nanoparticulas
de Pd(0) formadas durante a primeira fase.

Para as reacdes de O-despropargilagdao e O-desalenilagao da 4-MU, ndo observou-se a
formacao de Pd(0)-NPs. Entretanto, para a reagdo de O-desalenilagao o complexo metalico esta
de alguma forma mudando, ap6s o primeiro turnorver (Rx1), levando a uma forma menos ativa
(Rx2). Provavelmente, as temperaturas mais altas utilizadas (48 °C) no trabalho de Coelho,
levam com que apds dois turnovers o catalisador continue ativo, devido a formagao das
nanoparticulas. Os resultados aqui obtidos em temperaturas mais compativeis com o ambiente
biologico (37 °C), mostram uma total desativagdo do Na,PdCls apds aproximadamente dois
turnovers, nao sendo observado o mecanismo mediado por nanoparticulas.

As constantes de segunda ordem (em condi¢des de pseudo-primeira ordem) foram
determinadas, onde obteve-se as constantes de velocidade k> de 104,07 L mol” s para a Alle-
4-MU e 3,37 Lmol! s para a Prop-4-UM (Anexo B). Claramente a reacio de desalenilagdo é
muito mais rdpida que a rea¢do de despropargilagdo. O valor obtido para reagdo de
desalenilagdo entra na faixa das reacdes bio-ortogonais mais rapidas desenvolvidas até o

momento (reacdes click), mostrando o potencial deste grupo protetor no meio biolégico,
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permitindo que a reacdo aconteca em baixas concentragdes, semelhantes as concentragdes das
proteinas intracelulares.!!>

Para investigar o efeito do estado de oxidagao do Pd [Pd(II) vs. Pd(0)] na velocidade
da reagdo de desprotecdo do Alle-4-MU com 0,25 eq. de Na,PdCl, foram realizados
experimentos de oxirredu¢do e desativagdo (envenenamento) do catalisador. Para tanto,
adicionou-se ascorbato de sodio (AS, 10 eq) ao meio reacional, um agente redutor comum de
paladio para a preparagao de Pd(0)-NPs. O substrato foi adicionado ap6s 10 min, mas quase
nenhuma reagao foi observada, mostrando que as espécies de Pd(0) formadas pela redugdo do
metal ndo sdo ativas na reagdo de desalenilacdo (Figura 11a). A adicao de EDTA (2,5 eq)
diminui a velocidade de reagao (EDTA forma um complexo estavel com Pd(II)), indicando que
a espécie ativa € Pd(II) (Figura 11b). Resultados semelhantes foram observados para o substrato

Prop-4-MU em ambos os experimentos.

Figura 11 - Efeito do Ascobato de Sédio e EDTA no perfil cinético de desalenilacdo mediada por Na,PdCls.
Condig¢des reacionais: 100 umol L' Alle-4-MU, 25 pmol L' de Na,PdCls, PBS (0,01 mmol L), pH: 7,4, 5%
DMSO a 37 °C. (a) Efeito do Ascorbato de Sodio (SA, 10 eq)) (b) Efeito do EDTA (2,5 eq)).
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Os resultados aqui descritos, juntamente com os estudos mecanisticos da reagdo de
despropargilacio por Na,PdCL*° e a reatividade dos alcoxialenos apresentados em outras
reacdes com Pd(II),'% alinham-se a um mecanismo de hidratacdo que envolve a coordenacio
da porcao 1,2-alenil ao Pd(Il), seguida por ataque de moléculas de adgua, antes da quebra da
ligagdo C-O, que acaba ap6s dois turnovers, devido a inibi¢ao do PdCls pelo produto hidrolitico.
Embora o NaxPdCls seja um bom candidato para os estudos mecanisticos, devido a sua
simplicidade estrutural, o mesmo ndo ¢ vidvel para aplicagdes biologicas devido a sua
toxicidade e baixa atividade em meio celular.**!'® Portanto, avaliamos o efeito da estrutura de

um complexo de Pd(II) alilico (Pd2Allyl.Cl,), utilizado previamente em diversos experimentos
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em meios celulares, sobre as cinéticas e rendimentos das reagdes de clivagem dos substratos
protegidos da 4-MU.

Chen e colaboradores identificaram que o dimero de cloreto de alil paladio(II)
(Pd>Allyl>Cly) foi bastante eficiente em experimentos da reagdo de despropargilagdo em células
HeLa, tendo também biocompatibilidade satisfatoria. O Pd,Allyl,Cl» exibiu ndo toxicidade em
seis linhagens celulares (HeLa, CHO, HEK293T, NIH3T3, Caco-2 e A549) na concentracao de
10 umol L' e ndo gerou EROS no interior das células HeLa. Também demonstraram que
PdAllyl,Cl, tem alta eficiéncia de captagdo celular e se acumula preferencialmente no
citosol.!'” Em outro trabalho, eles correlacionam a captagdo celular com a maior atividade
dentro das células, em comparacdo com os outros complexos de paladio, testados na
desalenilagio da tirosina presente na proteina GFP em células HEK293T.’

Neste trabalho de tese, avaliou-se inicialmente a atividade do Pd>Allyl.Cl, nas mesmas
condigdes testadas para o sal Na,PdCls (PBS (0,01 mmol L), pH: 7,4, 5% DMSO a 37 °C). A
reacdo de despropargilacdo (Figura 12) continua a ser mais lenta e menos produtiva do que a
reacdo de desalenilagcao (Figura 13), entretanto a reagdo de desalenilagdo ¢ muito mais lenta
que para o NapPdCls. Um periodo de indugdo foi observado nas cinéticas utilizando o dimero
como catalisador, enquanto para o Na,PdCls a reagdo € rapida instantaneamente, indicando que
a espécie mais ativa ndo ¢ encontrada no inicio da cinética de reacao para o Pd,AllyloCl, nessas
condigoes,

Embora o PBS exiba a mesma pressao osmotica que as células dos mamiferos, a
composi¢cdo idnica extra- e intracelular (citosol) ¢ bastante diferente. Enquanto no meio
extracelular, a concentracio de cloreto estd na faixa entre 100-140 mmol L', o espago
intracelular tem uma concentracdo muito inferior de cloreto, variando de 4-30 mmol L'.!'8
Levando em consideracgdo essa caracteristica intrinseca das células e a eficiéncia ja demonstrada
do Pd>Allyl,Cl> em experimentos intracelulares, hipotetizou-se que a espécie mais ativa contém
um mondmero w-alil-palddio catidnico ligado a moléculas de solvente, que ¢ formada

intracelularmente.
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Figura 12 - Perfis cinéticos do aparecimento da 4-MU. Condi¢des reacionais: 100 pmol L' de Prop-4-MU, 10, 25
e 50 umol L' de Pd,Allyl,Cl,, tampdo PBS (0,01 mmol L), pH: 7,4, 5% DMSO a 37 °C.
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Figura 13 - Perfis cinéticos do aparecimento da 4-MU. Condigdes reacionais: 100 umol L' de Alle-4-MU, 10, 25
e 50 umol L' de Pd,Allyl,Cl,, tampdo PBS (0,01 mmol L), pH: 7.4, 5% DMSO a 37 °C.
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Portanto, avaliou-se o efeito da composicdo do tampao, comparando a cinética das
reacdes de clivagem para ambos os substratos em PBS ([CI'] = 140 mmol L) e em tampio
fosfato ([CIT = 0 mmol L), sem o controle de forca idnica (pH 7,4). Na presenca do sal
NaxPdCl4, pouco efeito foi observado, mas o perfil cinético antes bifasico para Alle-4-MU em
PBS, tornou-se monofasico em tampao fosfato (Figura 14). No entanto, um grande efeito foi
observado na cinética das reagdes catalisadas por Pd>Allyl,Cl,. No tampao fosfato, na auséncia
de cloreto, ambas as reacdes se tornaram rapidas e produtivas, principalmente para o substrato
Alle-4-MU (Figura 15).

Um dos principais requisitos para uma reagdo bio-ortogonal ¢ uma cinética réapida,
idealmente com constantes de velocidade de segunda ordem maiores que 10 L mol™! s1.11% A
reacao de clivagem do Alle-4-MU catalisada por Pd>Allyl,Cl> em tampao fosfato apresenta uma
impressionante constante de velocidade de segunda ordem de 88,9 L mol! s, com 84% de
conversao ao produto (Figura 15 e Anexo B). Essa constante ¢ comparavel a outras reagdes bio-
ortogonais rapidas, como as reagdes de cicloadi¢ao (SPAAC, SPANC, photoclick 1,3-dipolar,
CuAAC e IEDDA).!15

Em PBS, ambas as reacdes sdo muito mais lentas, mostrando que a concentragcdo de
cloreto desempenha um papel importante na atividade do complexo Pd>AllylLCl,, entdo a seguir
explorou-se mais sistematicamente o efeito da concentracdo de cloreto. Os ions cloreto foram
introduzidos na forma de NaCl, e mesmo uma pequena variagdo na concentragao de cloreto
afeta drasticamente as velocidades das reagdes de desprotecdo catalisadas pelo complexo
Pd,Allyl,Cl> (Figura 16 e Figura 17). Mantendo a tendéncia, o substrato Alle-4-MU continua
mostrando maior atividade que o substrato Prop-4-MU. Além disso, o perfil bifasico das
cinéticas com o Alle-4-UM vai se convertendo a monofésico, a medida que a concentra¢dao do
ion cloreto ¢ diminuida, como se a primeira parte da reacao estivesse sendo acelerada com esta

diminui¢@o na concentragdo do cloreto (Figura 17).
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Figura 14 - Efeito do tamp@o nos perfis cinéticos das reagdes mediadas por Na,PdCls. Condigdes reacionais: 100
umol L' de Prop-4-MU ou Alle-4-MU, 25 umol L de NayPdCls, tampdo PBS ou fosfato (0,01 mmol L), pH:
7,4, 5% DMSO a 37 °C.
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Figura 15 - Efeito do tamp@o nos perfis cinéticos das reagoes mediadas por Pd>Allyl,Cl,. Condigdes reacionais:
100 umol L' de Prop-4-MU ou Alle-4-MU, 25 umol L' de AllylPdCl, tampdo PBS ou fosfato (0,01 mmol L),
pH: 7,4, 5% DMSO a 37 °C.
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Figura 16 - Perfis cinéticos de reag@o de despropargilagdo mediada por Pd,Allyl>Cl, com variagdo da concentragdo
de NaCl. Condigdes reacionais: 100 pmol L™ de Prop-4-MU, 25 umol L' de PdAllyCl, tampdo fosfato (0,01 mmol
LY, pH: 7,4, 5% DMSO a 37 °C. NaCl: 0, 5, 15, 30, 90, 140 mmol L', 7: 140 mmol L! (NaClOy).
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Figura 17 - Perfis cinéticos de reagdo de desalenilagdo mediada por Pd,Allyl,Cl, com variacdo da concentracéo de
NaCl. Condigdes reacionais: 100 pmol L' de Alle-4-MU, 25 umol L' de PdAllyCl, tampdo fosfato (0,01 mmol
LY, pH: 7,4, 5% DMSO a 37 °C. NaCl: 0, 5, 15, 30, 90, 140 mmol L. I: 140 mmol L' (NaClOy).
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As constantes de velocidade de segunda ordem para a reagdo de Alle-4-MU foram
determinadas também nas concentragdes de 15 ¢ 140 mmol L' (Tabela 1, Anexo B), simulando
as concentragdes nos espacos intra- e extracelulares, respectivamente. Na maior concentragao
do ion cloreto, k> € cerca de 10 vezes menor, mostrando que a reacdo de desalenilagdo catalisada
por Pd>Allyl,Cl, € muito mais propensa a ocorrer no espago intracelular.

Tabela 1 - Constantes de segunda ordem em condigdes de pseudo-primeira ordem para a reagdo de desalenilacdo
da Alle-4-MU catalisada por Pd,Allyl,Cl, em diferentes concentragdes de cloretol®

[NaCl] k> Conversao
Item
(mmol L) (L mol™ s) (%)
1 0 88,9 84
2 15 19,8 71
3 140 2,0 52

sl Condigdes reacionais: Tampao fosfato (0,01 mmol L), pH: 7,4, 5% DMSO a 37 °C. I: 140 mmol L-
' (NaClOy). ! Conversio méaxima a 4-MU em 180 min de reagio com 0,25 equiv de Pd.

Estudos de espectroscopia e potenciometria de solugdes aquosas do Pd>AllylLCly,
demonstraram que ha equilibrios entre as espécies monoméricas (PdAllyIXY, X ou Y = Cl,
H,0, OH) que sdo dependentes da [Cl] e do pH.!?** Em pH neutro e alta concentragiio de ions
cloreto (PBS), a solugdo contém predominantemente a forma PdAllyCl, e na auséncia de cloreto
a principal espécie ¢ a PdAllyl(H,O),. De fato, observou-se um pequeno deslocamento
hipsocromico no comprimento de onda maximo no espectro UV-vis do Pd>Allyl,Cly, alterando
a concentragio de cloreto de 0 para 140 mmol L' em tampao fosfato (Figura 18), indicando a
troca dos ligantes (H20 e Cl) nessas condigoes.

Em termos de estabilidade do ligante n-alil no complexo Pd>Allyl.Cl> nas condigdes
das cinéticas, observou-se através da técnica de RMN de 'H (200 MHz) em D,O, que ndo h4
modificag¢do do grupo alil (Figura 19a). O espectro apresentou apenas os sinais dos protons 13-
alilico (5.95 ppm (m, 1H), 4.49 ppm (d, J = 6,7, 2H) 3.51 ppm (d, J= 12,4, 2H)), que ndo se
alteraram ao longo de 140 min de andlise cinética, mostrando que o complexo ndo sofre
alteracdes, por exemplo, por hidratagdo. Na presenca de cloreto de sodio (140 mmol L) (Figura
19b), a Unica mudanca nos sinais foi uma diminui¢do nas constantes de acoplamento,
provavelmente devido a mudancga na carga eletronica da solugao. Esses resultados indicam que

a diferenca na reatividade ndo esté relacionada com mudancas no grupo Alil do complexo.
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Figura 18 - Espectro de UV-vis do complexo Pd»Allyl,Cl, ap6s o equilibrio (150 min). Condigdes: 400 pmol L
de PdAllylCl, tampdo fosfato (0,01 mmol L), tampao fosfato (0,01 mmol L, I: 140 mmol L (NaClO4)) ou PBS,

pH: 7,4, 5% DMSO a 37 °C.
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Figura 19 - Estudo cinético do complexo Pd>Allyl>,Cl, (10 mmol L) em DO (10% DMSO-d6) monitorado por
"H RMN (200 MHz). (a) Auséncia de NaCl, (b) NaCl (140 mmol L)
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Todas essas evidéncias sobre a natureza das espécies cataliticas de palddio do

complexo m-alil estdo resumidas no Esquema 40, onde o Pd>Allyl,CL; ¢ encontrado em trés

espécies monoméricas: o dicloreto, o monoaqua e o diaqua, e todas elas podem estar envolvidas
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nas reagdes de clivagem. Levando em consideracdo a concentragdo de cloreto utilizada nas
cinéticas e as constantes de equilibrio K; (2,5 x 107?) e K (5,0 x 107%), relatadas na literatura
para condi¢des semelhantes (25 °C, 7 = 100 mmol L' (NaClO4)),'?° foi possivel calcular a

porcentagem das trés espécies em solugdo (Tabela 2).

Esquema 40 - Espécies PdAlly em equilibrio em solugdo aquosa.

K1 K2

Y H,O S H,O T
/Pd\ /Pd\ /Pd\
Cl Cl cr Cl OH, Cr H,O OH,
PdAllyICl, PdAllyICI(H,0) PdAllyl(H,0),

Tabela 2 - Distribuicdo percentual das espécies PdAllylXY em equilibrio em,tampdo fosfato (pH 7,4), em
diferentes concentracdes de cloretol?

o [CI] PdAllyCL, PdAllyCI(H,0) PdAlly(H,0),

(mmol L) (%) (%) (%)
1 0 0 0,5 99,5
2 5 9,0 452 458
3 15 31,0 51,6 17,4
4 30 50,4 42 7,6
5 90 77,2 21,5 1,3
6 140 84,4 15,1 0,5

[a' As constantes de equilibrio utilizadas para os célculos: K; =2,5 x 102, K> = 5,0 x
107 (25 °C, I =100 mmol L' (NaClOy)).'?

A partir dos resultados apresentados anteriormente ¢ os dados da Tabela 2, é possivel
inferir que a velocidade da reagdo de desalenilagcdo estd aumentando com a diminui¢do da
concentragdo de cloreto, devido ao aumento da concentracdo da espécie mais ativa
PdAllyl(H20).. Na condigdo simulando a concentragdo extracelular de cloreto (140 mmol L)
a porcentagem de PdAlly(H20). ¢ de apenas 0,5%, onde a constante de reagcdo de desalenilagdo
¢ 2,0 L mol” s!, enquanto que na condigdo intracelular (15 mmol L) a porcentagem ¢ de
17,4% e a constante ¢ 19,8 L mol™ s

Esta tendéncia mostra que a reatividade dos pares bio-ortogonais (Alle-4-MU e
Pd,Allyl,Cly) ¢ diretamente influenciada pela concentragdo da forma diaqua do complexo

metalico no meio reacional. Extrapolando para as condi¢des em sistemas biologicos, € razoavel
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supor que essa reacdo apresenta maior eficacia no espaco intracelular, e ndo no espago
extracelular. Essa caracteristica ¢ provavelmente um dos motivos dos bons resultados em
cultura celular, em comparagdo a outros complexos de paladio. Esse tipo de efeito € observado
para o fArmaco/catalisador Cisplatina (Pt(NH3)2Clz), uma vez dentro da célula, forma espécies
aqua mais ativas ([Pt(NH3)2CI(H20)]** e [Pt(NH3)2(H,0),]*". 3121

Para confirmar a natureza de Pd(II) das espécies cataliticas do complexo Pd,Allyl,Cly,
os experimentos de oxirreducdo com ascorbato de sodio (AS) e desativacao com EDTA, foram
realizados nas mesmas condigdes descritas para o NaPdCls. Enquanto o AS prontamente reduz
o NayPdCls, formando espécies inativas, o mesmo niao ¢ observado para o complexo
Pd>Allyl,Cly, pois a solugdo ndo muda de cor, nem o espectro UV-vis do complexo ¢ alterado
pela presenca de AS, indicando que o mesmo ndo foi reduzido, o perfil cinético da reagao de
desprotecdo praticamente nao altera (Figura 20a), confirmando que complexo nao ¢ reduzido
por AS. Entretanto, a adigdo de EDTA inibe totalmente a reacdo, devido a formagdo de
complexos estaveis com as espécies de Pd(Il), cuja formacao inibe a coordenagdo e catalise

com o substrato Alle-4-MU (Figura 20b).

Figura 20 - Efeito do Ascobato de Sodio e EDTA no perfil cinético de desalenilagdo mediada por Pd,Allyl,Cl..
Condigdes reacionais: 100 umol L' Alle-4-MU, 25 umol L' de AllylPdCl, tampao fosfato (0,01 mmol L"), pH:
7,4, 5% DMSO a 37 °C. (a) Efeito do Ascorbato de Sodio (SA, 10 eq)) (b) Efeito do EDTA (2,5 eq)).
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Além de confirmar a presenca de espécies de Pd(II), esse experimento demostra a
estabilidade do complexo frente a agentes redutores, normalmente encontrados no meio
biologico, diferentemente do sal Na,PdCls, que ¢ rapidamente reduzido a Pd(0).'*> Assim,
continuou-se os estudos mecanisticos apenas para o par Alle-4-MU e Pd,AllyLCl, visto que

Na,PdCls ¢ mais sensivel ao ambiente redutor presente no interior da célula.
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De forma complementar, foram avaliados o efeito da temperatura e da forga idnica na
velocidade da reagdo entre o par Alle-4-UM e PdAllylCla, O efeito da temperatura foi
determinado através do grafico de Eyring (Figura 21), onde se avalia a variagdo da constante
de velocidade da reagdo (In(kobs/T)) com a temperatura (1/T). Assim, foi possivel determinar os
parametros termodinamicos de ativagio da reacdo de desalenilagdo, a entalpia de ativagio (AH*
= 34,24 kJ mol™) e a entropia de ativagdo (AS* = -0,15 kJ mol") parecem estar relacionadas
com a formagdo de uma ligagdo simples, possivelmente a etapa de hidratacdo, conforme sera
discutido na proxima se¢io.'??

Figura 21 - A dependéncia da temperatura na constante de velocidade da reacdo da Alle-4-MU mediada por

Pd>Allyl,Cl,, na forma de grafico de Eyring. Condigdes reacionais: 100 umol L' Alle-4-MU, 25 pmol L' de
AllylPdCl, tampio fosfato (0,01 mmol L, 7= 140 mmol L' (NaClOy)), pH: 7,4, 5% DMSO a 37 °C.
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As velocidades das reagdes quimicas podem ser afetadas pela presenga de ions nao
reativos em solugdo. Esse efeito ¢ importante quando a reacdo avaliada ocorre entre espécies
i0nicas, o efeito € conhecido como efeito salino. Pela teoria de Bronsted, um grafico de log(/kobs)
versus /'? deve ser linear e a velocidade da reacdo deve aumentar, com o aumento da forca
i0nica, se os reagentes no estado de transi¢do possuem cargas de mesmo sinal (inclinacdo
positiva). A velocidade da reagdo deve diminuir (inclinagcdo negativa), com o aumento da forca
i0nica, se os ions reagentes possuem cargas opostas. Esse comportamento ¢ conhecido como
efeito primério e ¢é originado devido a atividades dos reagentes no estado de transicdo.'?* Pela

Figura 22 ¢ possivel observar que a reagdo de desalenilagdo ¢ mais rapida com o aumento da
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forca i6nica (inclinagdo positiva), pela adi¢do de NaOCly, indicando que os reagentes possuem
cargas opostas no estado de transi¢do. Ainda, a inclinacdo da reta corresponde ao produto da
carga do complexo ativado, o valor obtido de aproximadamente 1 indica que o complexo
ativado possui carga unitaria. A teoria assume muitas simplifica¢cdes para uma conclusio
definitiva. Entretanto, o experimento demonstra que a reacao ¢ mais rapida no meio biologico,
o qual possui for¢a id6nica maior que da agua pura, devido a presenca de diversos sais,
mostrando novamente que a composi¢ao do meio afeta a velocidade da reagao.

Figura 22 - A dependéncia da forga i6nica na constante de velocidade da reagdo de desalenilagdo da Alle-4-MU

mediada por Pd,Allyl,Cl,. Condigdes reacionais: 100 pmol L' Alle-4-MU, 25 umol L' de AllylPdCl, tampao
fosfato (0,01 mmol L), pH: 7,4, 5% DMSO a 37 °C.
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Apb6s demonstrar o efeito do cloreto na atividade do complexo Pd>AllylLCly,
experimentos preliminares foram realizados com outros dois complexos de PdAllyl(II)
substituidos com fosfinas, os quais apresentaram efetividade em experimentos em meios
celulares.** Por exemplo, o complexo PdAllylCI(PPhs) apresentou baixa solubilidade nas
condigdes testadas, por isso ndo foi possivel obter os pardmetros cinéticos. J& com um complexo
mais solivel, tendo a fosfina substituida com um grupo acido carboxilico, foi possivel realizar
experimentos para avaliar o efeito do cloreto na velocidade da reagdo. Como pode ser observado
na Figura 23, a concentra¢do de cloreto tem um efeito negativo, porém menor que para o
complexo Pd>Allyl,Clz, pois provavelmente o substituinte fosfina afeta o equilibrio das
espécies em solugdo ou altera a diferenca da atividade catalitica das mesmas. As constantes de
velocidade de segunda ordem para a reacdo de desprotecao do Alle-4-MU mediada pelo

complexo PdAllylCl(PPhy(4-AC-Ph)) foram determinadas nas concentracdes de 0, 15 e 140
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mmol L de cloreto de sodio, sendo elas: 98,06 Lmol! s, 19,8 Lmol! s'e 15,10 Lmol™! s,
respectivamente. A constante k> ¢ apenas 1,3 vezes maior na concentra¢do simulando o
ambiente intracelular em relagdo com o ambiente extracelular, enquanto que para o complexo
Pd>Allyl,Cl; esse valor é cerca de 10 vezes maior. Esses resultados demonstram que € possivel
otimizar a atividade dos complexos PdAllyl pela manipulacdo da estrutura de seus ligantes.

Figura 23 - Perfis cinéticos de reagdo de desalenilacdo mediada por PdAllylCI(PPh,(4-AC-Ph)) nos tampdes

fosfato (TF) e em PBS. Condigdes reacionais: 100 pmol L' de Alle-4-MU, 25 pmol L' de PdAllylCI(PPhy(4-AC-
Ph)), tampdo fosfato (0,01 mmol L), pH: 7,4, 5% DMSO a 37 °C. I: 140 mmol L' (NaClOy).
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Esses estudos cinéticos demonstram a complexidade do design de catalisadores de
paladio para as reagdes de desprote¢ao, uma vez que diversos fatores afetam as suas dinamicas,
como o demostrado efeito da concentragdo de cloreto. Entretanto, a partir de estudos
sistematicos de estrutura/reatividade ¢ possivel desenvolver catalisadores bio-ortogonais mais
efetivos. O par O-Alenil e Pd(IT)AllyL(H20) possui grande potencial para a utilizacdo em meio
celular devido a cinética rapida. Além disso, € possivel desenvolver ligantes (L = H2O, Cl,

fosfina, etc...) que apresentem caracteristicas desejadas, por exemplo, agentes direcionadores

para células ou organelas especificas.**''¢
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4.1.3 ESI-MS da clivagem C-O do substrato Alle-4-MU pelo complexo Pd:Allyl.Cl,

Com objetivo de obter uma descricdo mais detalhada da natureza das espécies em
solugdo envolvidas na reacdo de clivagem C-O da Alle-4-MU pelo complexo Pd>AllylLCla, a
técnica de espectrometria de massas com ionizacao por electrospray (ESI-MS) foi utilizada para
monitorar a reacao, nos modos positivo e negativo. ESI-MS ¢ uma técnica que pode ser usada
para a identificacdo de fons em solu¢do e em misturas de reacio complexas.® Para isso, a reagio
de desprotegio da Alle-4-MU (100 pmol L) foi realizada na presenca de 0,25 equiv do
PdAllylClem agua a 37 °C. Trés aliquotas foram coletadas do frasco reacional em diferentes
tempos reacionais: em 0 (logo ap6s a mistura dos reagentes), 15 e 30 min de reacdo (Anexo C).

No modo positivo (ESI-MS(+)), no inicio da reacdo (0 min), a principal espécie
observada é um cluster de duas moléculas de substrato e um ion sodio [(Alle-4-MU),;Na]™ (m/z
451,1), que desaparece nas proximas aliquotas. Varias espécies de n-AllylPd foram detectadas,
sendo as principais: [AllylPd]" (m/z 146,9), [AllylIPd-DMSO]" (m/z 224,9), [AllylPd-(Alle-4-
MU)]" (m/z 361,0) e [AllylPd-(Alle-4-MU),]" (m/z 575,1) (Figura 24). No modo negativo (ESI-
MS(-)), a principal espécie observada corresponde ao produto desprotonado [4-MU] (m/z
174,7). A presenca de varias espécies em solugao se deve a diversos fatores como a troca por
solvente ou ligantes, as interagdes ion-molécula e interagdes ion-ion. Além disso, essas analises
demonstram a estabilidade da espécie [rn-AllylPd]" e sua capacidade de se coordenar com o
substrato (Alle-4-MU). As espécies identificadas por ESI-MS, juntamente com os resultados
dos estudos cinéticos e oxiredugdo/envenenamento, indicam que o mecanismo mais efetivo

envolve inicialmente a coordenagao do substrato na espécie PdAllyl(H20)..
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Figura 24 - Espectros experimental e calculado de ESI-MS(+) das espécies de AllylPd observadas em solugdo na
reacdo de clivagem C-O do substrato Alle-4-MU pelo complexo Pd,Allyl>Cl, em dgua.
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4.1.4 Reacio de Clivagem C-O Mediada pelo complexo Pd:Allyl:Cl; em Cultura

Celular

Apos demonstrar que o par bio-ortogonal 1,2-alenil e Pd>Allyl>Clz possui uma cinética
de clivagem rapida, dentro da faixa suscetivel para ocorrer em concentragdes biologicas, que a
reacdo deve ocorrer preferencialmente no espaco intracelular, visto que a formacao da espécie
mais ativa ¢ dependente da concentracao de cloreto e que esse complexo tem a tendéncia de se
acumular no interior das células, conforme apresentado por outros autores,” decidiu-se
desenvolver um novo pro-farmaco baseado no farmaco Doxorrubicina, a AOBC-DOX,
conforme descrito na secao 4.1.1.

Ap0s a sintese do AOBC-DOX, estudos em cultura celular estdo sendo realizados para
avaliar a capacidade de o par bio-ortogonal entregar o firmaco DOX intracelularmente e matar
as células cancerosas. Para isso, a linhagem de células humanas de adenocarcinoma pulmonar
de células ndo pequenas (A549) foi escolhida como cultura modelo. Os experimentos em
cultura celular foram realizados por Ma. Rafaela Brito Oliveira e Arthur Luiz Miranda Nicastro
no Laboratério de Endocrinologia Molecular e Translacional na Universidade de Federal de
Sao Paulo - UNIFESP, sob orientagcdo do Prof. Dr. Rodrigo Portes Ureshino.

O AOBC-DOX apresenta vantagens em comparacdo com outros pro-farmacos
sensiveis ao paladio descritos anteriormente. Principalmente a reatividade superior do grupo O-
alenil, em comparagio ao grupo O-propargil.'?> Além disso, a presen¢a do grupo auto-imolativo
benzil, aumenta a estabilidade metabdlica do grupo carbamato e também diminui a toxicidade
do pro-farmaco, devido ao efeito estérico. Conforme descrito para os derivados
propargilados,'? a desprote¢io do AOBC-DOX ocorre por meio de um mecanismo em duas
etapas, iniciado pela reacdo rédpida de O-desalenilacao catalisada pelo complexo PdAllyl(H20)>,
seguido por uma reacdo espontanea rapida de 1,6-eliminacdo do grupo hidroxibenzil, gerando

o farmaco DOX, além dos subprodutos atdxicos COz e alcool 4-hidroxibenzilico (Esquema 41).
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Esquema 41 - Ativagdo do pro-farmaco AOBC-Dox mediada por paladio.

Para verificar o potencial do AOBC-Dox como um pro-farmaco, ou seja, apresentar
baixa citotoxicidade em relacao ao agente ativo (DOX). Foram determinadas as toxicidades do
AOBC-Dox e do Dox através de estudos dose-resposta na linhagem A549. Os compostos foram
incubados por 48h com concentragdes crescentes e a viabilidade celular foi determinada através
da metodologia MTT. Os valores de ICso foram calculados a partir das curvas semilog de dose-
resposta de 9 pontos. No ensaio colorimétrico MTT, a viabilidade ¢ diretamente proporcional a
capacidade das células viavéis em reduzir o sal MTT na formazana. Devido a perda da
capacidade metabdlica, células ndo viaveis sdo incapazes de realizar essa reagao.

A Figura 25 mostra o efeito da concentragdo dos compostos na viabilidade celular,
uma redugdo dréstica na citotoxicidade foi observada, indicando que 0 AOBC-Dox se comporta
como um pro-farmaco do Dox. O valor de ICso do AOBC-Dox (1,54 uM), em relacdo ao Dox
(0,035 uM), exibiu um aumento de 44 vezes, demonstrando a eficiéncia da protecdo com o
grupo 4-alenil-oxi-benzil-oxi-carbonil (AOBC) na diminui¢do da citotoxicidade do pro-
farmaco. Isso significa que had uma ampla faixa de concentragdo na qual o AOBC-Dox ndo

apresenta toxicidade, enquanto apds a clivagem o DOX tem sua toxicidade recuperada.
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Figura 25 - Citotoxicidade do pré-farmaco AOBC-Dox em comparagdo com a DOX em cultura de celular (A549),
determinada pelo ensaio MTT. (a) AOBC-Dox por 48 h. (b) Dox por 48 h. Cada experimento foi realizado em
triplicata. Experimento realizado por Ma. Rafaela Brito Oliveira e Arthur Luiz Miranda Nicastro no Laboratério
de Endocrinologia Molecular e Translacional na Universidade de Federal de Sao Paulo — UNIFESP.
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Confirmando os dados da literatura,”'!”

o complexo Pd>Allyl,Cl, apresentou
biocompatibilidade satisfatoria na cultura celular (ICso = 11,95 puM), considerando a
concentracdo de paladio esse valor duplica (ICso=23,90 uM), assim, existe um extensa faixa
onde o complexo ¢ ativo na reagdao de O-desalenilagdo sem apresentar toxicidade para a célula
(Figura 26). No momento de escrita desta tese, estdo sendo realizados experimentos para avaliar
a desprotegao do pro-farmaco AOBC-Dox pelo complexo Pd>Allyl,Cl, nas células cancerosas.
Figura 26 - Citotoxicidade do complexo Pd>Allyl>,Cl, em cultura de celular (A549) por 48 h, determinada pelo
ensaio MTT. Barras de erro representam + d.p. (n = 3). Cada experimento foi realizado em triplicata. Significancia
estatistica: ****P <(,0001. Experimento realizado por Ma. Rafaela Brito Oliveira e Arthur Luiz Miranda Nicastro

no Laboratério de Endocrinologia Molecular e Translacioanl na Universidade de Federal de Sdo Paulo —
UNIFESP.

Ab49
* Kk k
150
PR
< z N
5 100 P
= —
2 ci{ cl
o Pd
)
8 s .2
e
o
>
0_
O




96

4.1.5 Conclusdes e Perspectivas

No estudo cinético das clivagens de ligagdo C-O de cumarinas protegidas com os
grupos O-propargil e O-alenil mediadas pela adigdo complexos de Pd(II), foi possivel observar
que a clivagem do ¢ mais rapida, foram determinadas constantes de segunda ordem de até
104,07 L mol"! s para esse grupo, mostrando seu potencial no meio biolégico, devido a maior
sensibilidade do grupo frente ao paladio. O estudo das reacdes mediadas pelo complexo
biocompativel Pd>AllylbCl, demostrou que o aumento da concentracdo de cloreto no meio
reacional afeta negativamente a velocidade de ambas as clivagens, essa tendéncia reacional
decorre da formagdo de equilibrios quimicos entre diferentes espécies monoméricas,
dependentes da concentragdo de cloreto. Foi possivel determinar que a espécie mais ativa ¢ a
PdAIllyl(H20),. Essa observagdao tem impacto significativo para aplicagdes em células, visto
que o meio intracelular possui uma concentracdo muito inferior de cloreto, assim, as reagdes
mediadas pelo complexo Pd,Allyl.Cl, devem acontecer seletivamente no espaco intracelular

(Figura 27).

Figura 27 — Reaco de O-Desalenilaco intracelular mediada pelo complexo PdAllyl(H»O),
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Baseado nos resultados apresentados e propostas mecanisticas da literatura com
sistemas semelhantes, propde-se que o mecanismo da reacdo de O-desalenilagdo mediada pela
espécie PdAllyl(H20)> deve inicialmente envolver a coordenac¢dao do Pd(IT) com o grupo aleno.
A coordenagdo ativa a hidratacdo da porc¢ao insaturada, entretanto, ndo foi possivel distinguir a
posicao da adi¢cdo da dgua, uma adi¢cao no carbono terminal (tipo anti-Markovnikov, Esquema

42A) ou no carbono interno (tipo Markovnikov, Esquema 42B). Ambas as hidrata¢des formam
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intermedidrios passiveis de clivagem da ligacdo C-O, gerando os mesmos produtos.
Atualmente, estdo sendo realizados estudos computacionais para comparar as energias dos dois
possiveis mecanismos.

Esquema 42 - Propostas mecanisticas da reagdo de quebra da ligagdo C-O do substrato Alle-4-MU catalisada pela
espécie PdAllyl(H,O)s.
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Os complexos Pd(IT)AllyLCl s3ao até o momento a melhor escolha para a otimizacao
de diversas propriedades importantes para o desenvolvimento das reacdes de clivagem no
espaco biologico. Por esse motivo, atualmente estao sendo desenvolvidos no LaCBio novos
ligantes que apresentem as caracteristicas listadas no Esquema 43, que juntamente com o grupo
O-alenil irdo gerar diversas oportunidades no desenvolvimento de sistemas cataliticos

intracelulares, na ativacdo de moléculas contendo grupos hidroxilas.

Esquema 43 - Otimizag¢do de complexos Pd(II)AllyLCl para reagdes de desprotecdo bio-ortogonais
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4.2 CLIVAGEM DE LIGACOES C-C NA ATIVACAO DE PRO-FARMACOS DA B-
LAPACHONA MEDIADA POR PALADIO: UMA NOVA ALTERNATIVA PARA O
TRATAMENTO DO CANCER

4.2.1 Sintese e caracterizacio dos novos pro-farmacos da p-Lapachona

Embora o Lapachol possa ser isolado em quantidades significativas da madeira do Ipé
Roxo, por questdes da dificuldade de obtengdo da madeira, o mesmo foi obtido sinteticamente.
Inicialmente, o Lapachol foi obtido através da alquilagdo da Lawsona. E posteriormente a 3-
Lapachona (B-Lap) foi obtida pela ciclizacdo do Lapachol, através de metodologias
previamente descritas na literatura, em rendimentos razoaveis (40-50%). Os novos derivados
da B-Lap foram obtidos na forma de a-hidroxicetonas, através da alquilacdao seletiva da
carbonila por reagentes de organoindio formados in sifu, conforme os procedimentos descritos
na sec¢ao 3.3.

A sintese dos derivados da B-Lap ¢ baseada na reagdo descrita anteriormente de
formacdo a-hidroxicetonas a partir da alquilagdo redutiva de 1,2-dionas mediada por indio
metdlico.'”” A reagdo ocorre entre a B-Lap e diferentes brometos na presenca de indio metalico
e iodeto de sodio em dimetilformamida a temperatura ambiente, em uma reacao do tipo Barbier.
A reacao mostrou-se seletiva na formacao das a-hidroxicetonas em rendimentos considerados

satisfatorios (Esquema 44).

Esquema 44 - Sintese dos novos derivados da p-Lapachona
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50% 81% 16% 61%
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Os novos compostos foram obtidos na forma de misturas racémicas, visto que existe a
formagao de um centro quiral na reagdo de obtengdo dos mesmos. Os novos compostos podem
ser utilizados desta forma, visto que ambos enantidmeros devem ter a mesma velocidade de
liberagdo do agente ativo (B-Lap). Tendo evidéncias que os enantidmeros possuem diferentes
propriedades biologicas, é possivel que processos de sintese assimétrica ou purificagdo quiral
levem a obtengdao dos compostos com excesso enantiomérico ou enantiomericamente puros.

Os grupos protetores propargil (Prop-Lap) e alil (Alil-Lap) foram selecionados para o
estudo da nova reagao de clivagem C-C, esses grupos insaturados sao os mais utilizados para
clivagem de ligacdes C-O e C-N por metais de transi¢io, em condi¢des biocompativeis. !

Conforme observado pelos autores do artigo original,'®’

na reagdo de formagao do Prop-Lap,
foi observado como um subproduto o composto Alenil-Lap. Entretanto, o rendimento
observado foi menor que 2%, e ndo foi possivel isolar e caracterizar o composto em pureza
razoavel. Otimizagdes da sintese do Alenil-Lap estdo em andamento no LaCBio, visto que €
um pro-farmaco potencialmente mais reativo que o Prop-Lap.

Como as novas moléculas possuem outros grupos funcionais (carbonila e alcool) que
podem interagir com o metal, foi preparado um composto contendo um grupamento alquilico
saturado (Butil-Lap), ndo reativo frente ao paladio. Esse composto ajuda a esclarecer que a
liberagao da B-Lap ocorre devido a interacdo entre o catalisador metélico e os grupamentos
insaturados, € ndo por outra funcionalidade da B-Lap. O composto Butil-Lap foi obtido em
baixo rendimento (16%), mesmo apds 24 horas de reagdo, visto que os haletos de alquila sdo
muito menos reativos neste tipo de reacao.

Os novos compostos foram identificados por RMN de 'H, '*C{1H}, ponto de fusdo e
HRMS. Os espectros de RMN foram registrados em CDCls, utilizando TMS como referéncia
interna. A titulo de exemplo, optou-se por abordar os dados espectrais de RMN de 'H e 1*C {1H}
para o composto Prop-Lap. A Figura 28 exibe o espectro de RMN 'H a 700 MHz em CDCls. A
partir da andlise da multiplicidade de sinais, integracdo e dados previamente descritos na
literatura, alguns hidrogénios podem ser atribuidos sem a necessidade de técnicas
espectroscopicas bidimensionais. Por exemplo, entre 7,72 e 7,30 ppm observa-se os 4
hidrogénios aromaticos, em 4,06 observa-se o simpleto referente ao OH, as duas metilas sdo
observadas em 1,40 e 1,35 ppm. O hidrogénio terminal do grupo propargil € observado na forma
de um tripleto (J = 2,7 Hz) em 1,91 ppm. Os seis hidrogénios CH: apresentam multiplicidades

mais complexas, sendo suas atribuigdes menos dbvias.
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Figura 28 - Espectro de RMN 'H a 700 MHz da Prop-Lap em CDCls
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Na Figura 29 é exibido o espectro de RMN 3C{'H} a 150 MHz para o Prop-Lap. Os
sinais foram atribuidos com base em calculos de deslocamento quimico, dados da literatura,
comparac¢ao com os materiais de partida e DEPT 135. Por exemplo, em 199,4 ppm ¢ possivel
identificar o sinal correspondente a carbonila (C5). Os sinais referentes aos 4 carbonos
hidrogenados aromaticos sdo observados em 130,3 (C8); 127,9 (C9); 125,5 (C7); 123,4 (C10)
ppm. Os outros dois carbonos aromaticos sao observados em 140,9 (Cé6a) e 127,4 (C10a). O
carbono desblindado da dupla ligagdo vizinho ao oxigénio ¢ observado em 162,7 (C10b),
enquanto o outro carbono da dupla ¢ observado em 106,4 (C4a) ppm. Os carbonos quaternarios
sdo observados em 78,4 (C2) e 75,8 (C6), enquanto os carbonos da ligagdo tripla sdo observados
em 78,6 (C12) e 72,6 (C13). Além disso os carbonos relativos aos carbonos alquilicos dos
grupos CHs e CH; sdo facilmente identificdveis em 37,2 (C11), 32,0 (C3), 27,8 (Cla/C1b), 25,8
(Cla/Clb), 16,0 (C4) ppm.
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Figura 29 - Espectro de RMN '3C{!H} a 150 MHz da Prop-Lap em CDCls, em vermelho DEPT-135.
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Além da Prop-Lap, sintetizou-se outro pro-farmaco baseado na B-Lap contendo o
grupo O-propargil-oxi-benzilico (POA-Lap, propargil-oxi-aril-Lap). Para o POA-Lap a reagao
de clivagem deve ocorrer em duas etapas. Incialmente, uma etapa de O-despropargilagao,
mediada por paladio, seguido de uma reagdo de autoimolacao do grupamento benzilico, via
uma 1,6-eliminagdo, gerando a B-Lap. A isomerizacdo deste composto para um derivado O-
Alenil, mais reativo, foi testada em condi¢des semelhantes as descritas no capitulo 4.1.
Entretanto, ndo foi possivel identificar a formagao do composto pretendido, futuras otimizagdes
podem levar a esse composto. O POA-Lap foi identificado por RMN de 'H, '*C{1H}, ponto de
fusdo e HRMS.

A segunda etapa foi descrita anteriormente por Dunsmore para derivados para-
hidroxibenzil da B-Lap. Entretanto no pro-farmaco anteriormente descrito o grupo protetor ¢
diferente, sendo um acucar clivavel por enzimas. O novo composto descrito pode ser um
método alternativo para o tratamento do céncer, ativavel através das reacdes de ativagdo bio-

ortogonais mediadas por metais de transicao.
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4.2.2 Otimizacio da reacdo de clivagem C-C dos pro-farmacos da p-Lapachona

mediada por Paladio

Conforme o trabalho desenvolvido no grupo do professor Dr. Gongalo Bernardes, na
ativacdo de derivados para-amino (PAB-Lap) e para-hidroxi (PHB-Lap) benzil a-
hidroxicetonas da B-Lapachona,” descrito na se¢do 2.1.2, avaliamos a hipdtese de uma nova
metodologia, baseada na clivagem mediada por palddio. A hipdtese consiste na inser¢ao de
grupos protetores que possibilitem o movimento de elétrons para quebrar a ligagdo C-C e
consequentemente produzir a B-Lap, sem a presenca de um grupo autoimolativo. Assim, um
mecanismo catalisado por paladio, ou ainda por outros metais de transicao, poderia ser usado
como um gatilho para transferir elétrons de um grupo rico em elétrons (i.e., propargil e alil),
clivar a ligagdo C-C, regenerar a hidroquinona e finalmente gerar a quinona (B-Lap) (Esquema

45), através da oxidagdo espontanea da hidroquinona, pelo oxigénio do ar.

Esquema 45 — Esquema geral para a clivagem C-C dos novos derivadas da B-Lapachona.
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A nova reacao de clivagem C-C mediada por paladio, foi avaliada em condigdes
biologicamente relevantes (pH: 7,4, 37 °C, 24h). Para isso, as reagdes foram realizadas
incubando 50 pmol L™ dos substratos em PBS (solucdo salina tamponada com fosfato, pH 7,4,
10% DMSO) por 24h a 37°C com as diferentes fontes de paladio, Na;PdCls e nanoparticulas
de Pd(0) ou Pd(II) (Tabela 3).
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Tabela 3 — Otimizagdo da reagdo de clivagem C-C mediada por Paladio em condigoes biorrelevantes.®

AR |
0 o o

OH 0
OH o
. OO - OO
(1 o( 50HD7M4S)O) 0 o
240
Prop-Lap Alil-Lap Butil-Lap B-Lapachona
e Sode o By, R
1 - Propargil - PBS 0
2 - Alil - PBS 0
3 NayPdCly Butil 5 PBS 0
4 NayPdCly Propargil 1 PBS 21
5 NayPdCly Alil 1 PBS 13
6 NaxPdCls Propargil 0,5 PBS 8
7 Na,PdCly Alil 0,5 PBS 1
8 NaxPdCls Propargil 1 TF 23
9 NaxPdCls Propargil 1 H>O 56
10 PdI>-NPs Propargil 1 PBS 66
11 PdI>-NPs Alil 1 PBS 31
12 PdI>-NPs Propargil 1 TF 56
13 Pd(0)-NPs Propargil 1 PBS 4
14 Pd(0)-NPs Alil 1 PBS 0
15 Pdl Propargil 1 PBS 0
16 Pdl,+ PVP* Propargil 1 PBS 0
17 Pdl,-NPs + EDTA™  Propargil 1 PBS 8
18 PdI>-NPs Propargil 0,5 PBS 32

@ Testes conduzidos 50 umol L' dos substratos. ° Rendimento determinado por LC-MS.
"[PVP] =105 umol L. ™ 10 eq de EDTA.
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As reagdes foram monitoradas por LC-MS com a observacdo da formagdo da f-
Lapachona ([M+H]", m/z 243, 11,5 min). Para determinar os rendimentos, uma curva de
calibracdo foi construida usando quantidades conhecidas da B-Lap (Figura 30), a reagdo foi
diluida 5 vezes em acetonitrila antes da injecdo (200 pL da reagdo diluido para 1000 pL. com

MeCN).

Figura 30 — Cromatograma (LC-MS - m/z 243) ¢ Curva de Calibragéo da B-Lap
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Inicialmente foi avaliada a estabilidade dos novos substratos em meio aquoso, na
auséncia de qualquer tipo de gatilho. Como esperado, a formagao espontanea de -Lap nao foi
observada (Tabela 1, Itens 1 e 2). Isso contrasta com outros grupos protetores, como por
exemplo, carbonato e carbamato, que podem ser clivados espontaneamente sob condigdes
biologicas. As solugdes estoque (4 mmol L, DMSO) das a-hidroxicetonas sdo estaveis por
varios meses em bancada, demonstrando a eficiéncia da protegao.

Quando os compostos Prop-Lap e Alil-Lap foram incubados com o sal simples
NaxPdCls (Tabela 3, Itens 4 a 7), foi observada a formagao da B-Lap, demostrando que nossa
hipotese € factivel. Quando o composto Butil-Lap, sem o grupo insaturado reativo, foi incubado
com um grande excesso do sal de paladdio (5,0 eq) (Tabela 1, Item 3), ndo foi observada a
formagdo da B-Lap, indicando que a reacdo ocorre entre o grupo insaturado e o sal metélico,
conforme observado para outras reagdes de clivagem C-O e C-N.!°

Até onde sabemos, essa ¢ a primeira vez que ¢ demonstrada a clivagem de grupos
propargilicos e alilicos através da clivagem de ligagdes C-C mediada por paladio. Quando a
reacdo foi realizada em 4gua (Tabela 3, Item 8) o rendimento observado foi superior a reacao

em meio tamponado (Tabela 3, Itens 4 e 8), essa diferenca pode estar relacionada com a
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diminui¢do da atividade do Na,PdCls devido aos componentes dos tampdes, provavelmente os
ions fosfato.

Embora complexos de palddio possam mediar reagdoes de desprotecdo sob condigdes
biologicas, a maioria das aplicagdes in vivo descritas até o momento sdo baseadas em
nanoparticulas de paladio,?!!?¢ devido principalmente a baixa toxicidade e a capacidade de
produzir dispositivos implantaveis das nanoparticulas, para ativar pro-farmacos em locais
especificos (i.e., em um tumor), sem afetar outros tecidos ou 6rgdos.'>>12® Desta forma, visando
aplicagdes biologicas, selecionamos nanoparticulas coloidais de iodeto de paladio(Il) (Pdl-
NPs) e paladio(0) (Pd(0)-NPs), com tamanho semelhante (2 nm), como catalisadores bio-
ortogonais. As PdI>-NPs vem sendo estudadas no LaCBio como catalisadores eficientes em
acoplamentos C-C em 4agua,'?’ e na desprotecdo de pro-farmacos em células vivas.'?8

As PdI>-NPs apresentaram os melhores rendimentos para ambos os substratos,
comparando os diferentes grupos protetores, a Prop-Lap € mais reativa que a Alil-Lap, levando
a rendimentos de 66% e 31%, respectivamente (Tabela 3, Itens 10 e 11). As Pd(0)-NPs
mostraram baixa eficiéncia na clivagem da ligagdo C-C para ambos os substratos (<4%). Em
comparacao com as PdI>-NPs, o sal comercial PdI, foi avaliado na auséncia e presenca de PVP
(agente estabilizador das nanoparticulas), e ndo apresentou atividade na reagao (Tabela 3, Itens
16 e 17). Indicando que a forma nanoparticulada ¢ essencial para a atividade das PdI>-NPs.

Embora tenham sido utilizadas concentragdes altas das nanoparticulas para obter-se
rendimentos satisfatorios da clivagem dos substratos, otimizagdes nas estruturas dos substratos
podem aumentar a reatividade. Além disso, o comportamento dos catalisadores no interior de
c¢lulas pode variar dependendo de varios de fatores, por exemplo, a concentracao local das
nanoparticulas em tumores.’

Buscando informacgdes acerca das espécies de paladio ativas na reagdo, foi adicionado
ao meio reacional EDTA (10 eq), o EDTA ¢ um agente quelante que forma um complexo
estavel com Pd(II), e cuja formacao inibe a coordenacao e clivagem do substrato, o rendimento
observado da desprotecdo foi de apenas 8% (Tabela 3, Item 17), suportando a participacdao de

espécies de Pd(II) na reagio de despropargilagio.®
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4.2.3 ESI-MS(+) da clivagem C-C dos substratos Prop-Lap e Alil-Lap

Dando continuidade ao objetivo de se obter uma descrigdo mais detalhada da natureza
das novas reacdes de quebra da ligacdo C-C dos substratos Prop-Lap e Alil-Lap, espectrometria
de massas com ionizacdo por electrospray (ESI-MS) foi utilizada para monitorar a reacao e
possivelmente detectar intermedidrios chaves das reagdes. Assim, estudamos a clivagem do
Prop-Lap e Alil-Lap (40 pmol L) a 37°C mediada por Na;PdCls (0,5 eq) em 4gua no modo
positivo (ESI-MS(+)). ESI-MS ¢ uma técnica que pode ser usada para a identificagdo de ions
em solu¢do em misturas complexas.®

Quatro aliquotas foram coletadas do frasco reacional em diferentes tempos reacionais:
em 0 (logo ap6s a mistura dos reagentes), 15, 30 ¢ 90 min (Anexos D). Mesmo no inicio da
reacdo, varios clusters da B-Lap foram detectados para a reagao com o Prop-Lap mostrando que
a despropargilacdo ¢ relativamente rapida. O substrato Prop-Lap praticamente desaparece apds
10 min. A reagdo com o substrato Alil-Lap parece ser mais lenta, o substrato ¢ observado em
intensidade razoavel apos 90 min. Esta observacao indica que a reacdo de despropargilagao ¢
mais rapida que a desalilagdao por complexos de Pd(II). E a mesma tendéncia foi observada nos
rendimentos obtidos na se¢do anterior. Essa tendéncia de reatividade ¢ descrita para esses
grupos protetores na quebra de ligagcdes C-N e C-O, onde o grupo propargilico ¢ mais reativo a
espécies de Pd(II) que o grupo alil, indicando que para o substrato Prop-Lap a desprotecao
ocorre através de um mecanismo semelhante.

Nao foi possivel caracterizar nenhum intermedidrio contendo atomos de paladio.
Indicando que apos a complexacdo do metal com os grupos ricos em elétrons, a reagao
prossegue rapidamente. Essas observacdes estdo de acordo com os calculos tedricos realizados
na proxima se¢do. Embora, tenha sido possivel observar, em baixa intensidade, algumas
espécies contendo o padrdo isotdpico do paladio, ndo foi possivel relacionar com nenhum

intermediario provavel ou subproduto da reagdo de clivagem.
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4.2.4 Estudo Computacional do Mecanismo da Reacdo de Clivagem C-C Mediada
por Paladio(II)

Esta secdo descreve os calculos computacionais realizados para determinar a
estabilidade e o mecanismo de desprote¢do dos novos pro-farmacos da B-Lap mediado por
Pd(IT). Os célculos foram realizados por Dr. Claudio D. Navo sob a supervisao do Prof. Dr.
Gonzalo Jiménez-Osés, colaboradores do CIC bioGUNE, na Espanha.

Inicialmente, a estabilidade das trés classes de compostos Prop-Lap (alcino), Alil-Lap
(alceno) e Propil-Lap (alcano) foi estudada. Foi avaliada a possibilidade da quebra direta da
ligacao C-C, na auséncia de paladio, analisando a energia potencial ao longo da ligagdo (Figura
31A, vermelho), através do nivel de calculo PCM(H20)/M06-2X/6-31+G(d,p)+LanL.2DZ(Pd),
com o objetivo de localizar possiveis estados de transi¢do para a fragmentagdo. Nenhum estado
de transicao foi detectado para qualquer um dos trés sistemas analisados. Em alguns casos, os
saltos observados a longas distancias (d > 2,5 A), correspondem a um deslocamento artificial
dos grupos protetores para a carbonila adjacente.

Perfis semelhantes foram obtidos para outras espécies possivelmente encontradas em
solug¢do. Espécies protonadas (Figura 31B, azul) ou quando o complexo de paladio (II) atua
como um acido de Lewis, coordenando em ambos os atomos de oxigénio (Figura 31C). Essas
observagdes indicam que uma reagao diferente, promovida por Pd(Il), leva a clivagem da
ligacao C-C e a liberagao da B-Lap.

Visto que a reacao de despropargilacao do substrato Prop-Lap apresentou os melhores
resultados, prosseguiu-se os calculos tedricos para a desprotecao deste derivado. O mecanismo
¢ semelhante ao proposto para a reacdo de despropargilacdo de éteres propargilicos mediada
por Na;PdCls.*® O mecanismo proposto (Figura 32) envolve um ataque anti-Markovnikov de
uma molécula de 4gua na posi¢do terminal da fracdo propargilica complexada com PdCl; (A),
a qual é a etapa determinante da velocidade da reagdo (TS1, AG* = 23,5 kcal mol™), para gerar
o intermedidrio protonado (B). Um dos atomos de hidrogénio da molécula de agua ¢
concomitantemente transferido para a carbonila da -Lap. O intermediario B, contendo um
grupo carbonila protonado e um enol neutro, poderia sofrer eliminagdo semelhante ao PAB-
Lap. Entretanto, nenhum estados de transicao foi detectado (Esquema 37), como resultado da

menor “nucleofilicidade” do grupo enol em comparagio com o grupo anilina do PAB-Lap.*?
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Figura 31 - Superficies de energia potencial (PES) calculadas para a eliminagdo dos derivados Prop-Lap (verde),
Alil-Lap (laranja) e Propil-Lap (cinza). Todas as varreduras foram iniciadas a partir do conformero de menor
energia. Esta figura foi produzida por Dr. Claudio D. Navo.
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Da mesma forma, para o enol intermedidrio C, formado pela desprotonacdo do B, ndo
apresentou um estado de transi¢cdo, como esperado, devido a baixa “nucleofilicidade” e
“eletrofilicidade” dos grupos enol e carbonila neutros, respectivamente. O enol C é novamente
desprotonado para produzir enolato D promovendo a rapida reacdo de eliminagdo-1,4 liberando

a B-Lap, apos a protonagdo e oxidagao (Figura 32). A carga negativa no atomo de oxigénio ¢
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necessaria para que ocorra a eliminagdo-1,4, assemelhando-se a algumas reagdes calculadas
anteriormente para a clivagem C-C do PAB-Lap (a espécie NH™ ¢ muito reativa a 1,6-
eliminagi0).”®> Apenas o intermedidrio D apresentou um maximo correspondente a reagdo de
eliminacdo (Esquema 37), o TS2 ¢é de apenas AG* = 9,0 kcal mol!. A Figura 34 apresenta a
geometria para todas as estruturas calculadas, as quebras e formagdes de ligagdes nos estados
de transi¢do sdo mostradas como linhas verdes pontilhadas.

Figura 32 - Perfil energético (kcal mol™') calculado para a reagdio de despropargilacio da Prop-Lap mediada por
[PACL4]*. Esta figura foi produzida por Dr. Claudio D. Navo.
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Figura 33 - Superficies de energia potencial (PES) calculadas para a eliminag@o dos intermediarios A (azul), B
(roxo), C (vermelho) e D (verde). Todas as varreduras foram iniciadas a partir do conformero de menor energia.
Esta figura foi produzida por Dr. Claudio D. Navo.
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Figura 34 - Geometrias para os reagentes (A), estados de transi¢do (TS1,2), intermediarios (B-D) e produtos (E,F)
para a reagdo calculada. As distancias interatomicas sdo dadas em angstroms. Esta figura foi produzida por Dr.
Claudio D. Navo.
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Provavelmente a menor reatividade do Alil-Lap frente a espécies de Pd(II), decorre da
maior energia da etapa de hidratagcdo, em relacdo ao derivado propargilico. O mesmo ocorre
com o derivado alquilico, que ndo pode nem ser hidratado, e consequentemente eliminado. No
entanto, Allyl-Lap pode reagir com a espécie Pd(0) (adicionado como catalisador ou formado
sob as condi¢des de reacao (reagdo de Wacker)), de maneira semelhante a reacao de desprotecao

bem conhecida de de alil éter/carbamato (uma reagdo do tipo Tsuji-Trost).!°

4.2.5 Reacao de Clivagem C-C do Prop-Lap Mediada por Nanoparticulas de
Paladio(II) em Cultura Celular

O objetivo da presente se¢do € a ativacao bio-ortogonal do Prop-Lap por nanoparticulas
de paladio(II) PdI>-NPs, via clivagem de ligagdo C-C, em células cancerosas. Visto a maior
reatividade observada para o Prop-Lap, este composto foi selecionado para os testes com células
vivas. Para isso, selecionou-se linhagens de células humanas de cincer onde a B-Lap ¢
promissora no tratamento. As células de cancer de mama metastatico NQO1+ (SKBR3) e de
leucemia mielogénica aguda (MOLM13) foram escolhidas como culturas modelo.

Os experimentos foram realizados pela Dra. Eloah Latocheski no Bernardes Lab na

Universidade de Cambridge - UK, sob co-orientacdo do Prof. Dr. Gongalo Bernardes, durante
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seu estagio sanduiche. Para verificar o potencial do Prop-Lap como um pré-farmaco, ou seja,
apresentar baixa toxicidade em relagdo ao agente ativo (p-Lap), foram determinadas as
toxicidades do Prop-Lap e da B-Lap através de estudos dose-resposta nas linhagens SKBR3 e
MOLMI13. Os compostos foram incubados por 48h com concentragdes crescentes € a
viabilidade celular foi determinada através da metodologia CellTiter-Blue®. Os valores de ICso
foram calculados a partir das curvas semilog de dose-resposta de 8 pontos.

No ensaio CellTiter-Blue®, a viabilidade ¢ diretamente proporcional a capacidade das
c¢lulas vivas em converter o corante resazurina (nao fluorescente) na resorfurina (fluorescente).
Devido a perda da capacidade metabdlica, células ndo viaveis sdo incapazes de realizar essa
reacdo. A intensidade de fluorescéncia resultante foi normalizada para as células cultivadas com
0,25% de DMSO, as quais foram consideradas 100% viaveis.

A Figura 35 mostra o efeito da concentracdo dos compostos na viabilidade celular. Uma
reducao drastica na citotoxicidade foi observada em ambas as culturas de células cancerosas,
indicando que o Prop-Lap se comporta como um pro-fArmaco da f-Lap devido a inativacao do
ciclo redox em meio celular. Os valores de ICso do Prop-Lap, em relagao a B-Lap, exibiram um
aumento de 107 vezes (Figura 35A) e 20 vezes (Figura 35B) para as linhagens SKBR3 e
MOLM13, respectivamente, demonstrando a eficiéncia da prote¢ao com o grupo propargilico
na diminui¢do da toxicidade do pré-farmaco. Isso significa que ha uma ampla faixa de
concentragdo na qual o Prop-Lap ndo apresenta toxicidade, enquanto apos a clivagem C-C a 3-
Lap tem sua toxicidade recuperada. A partir dessas informagdes, foram realizados testes de

desprotegao nas linhagens SKBR3 ¢ MOLM13.
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Figura 35 - Citotoxicidade do pré-farmaco Prop-Lap em comparagdo com a B-Lap em cultura de celular,
determinada pelo ensaio CellTiter-Blue®. (a) SKBR3 por 48 h. (b) MOLM13 por 48 h. Cada experimento foi
realizado em triplicata. Experimento realizado pela Dra. Eloah Latocheski no Bernardes Lab na Universidade de
Cambridge - UK.
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Também se demonstrou a estabilidade do Prop-Lap nos meios de crescimento usados
nas culturas celulares, os meios RPMI (MOLM13) e McCoy (SKBR3). Apo6s 24 horas, a
formagdo de B-Lap ndo foi detectada por HPLC, confirmando a estabilidade do pré-fairmaco
nos meios de cultura celular (Anexo F). Apos demonstrar que a a-hidroxicetona Prop-Lap se
comporta como pro-farmaco da P-Lap e que pode ser desprotegida em condigcdes
biologicamente relevantes (pH e temperatura fisioldgicas), ensaios para a desprotecdo nas
linhagens celulares cancerosas foram realizados. Inicialmente, avaliou-se a capacidade do sal
simples Na;PdCls em desproteger o Prop-Lap nas culturas celulares SKBR3 e MOLM13, apds
tratamento por 48h e 72h, respectivamente. Resultados modestos foram observados em
MOLMI13, enquanto na SKBR3, ndo se observou diferenca na toxicidade. Indicando que o
Na,PdCls ¢ pouco ativo no meio bioldégico na reacdo de despropargilacdo (Figura 36).

Provavelmente, o Na,PdCls € rapidamente desativado no meio bioldégico complexo, devido a
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interagcdo com outras espécies presentes no meio celular, formando espécies de Pd inativas na
reacdo de despropargilacio.*

Figura 36 - Viabilidade das células SKBR3 ¢ MOLMI3 apos o tratamento com o pro-fairmaco Prop-Lap e
Na,PdCls. A viabilidade celular foi determinada pelo ensaio CellTiter-Blue®. Os experimentos foram realizados

em triplicata. Experimento realizado pela Dra. Eloah Latocheski no Bernardes Lab na Universidade de Cambridge
- UK.
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Desta forma, as nanoparticulas de paladio (II) (PdI>-NPs) foram avaliadas na reagdo de
clivagem C-C do Prop-Lap como catalisadores bio-ortogonais. As PdI>-NPs possuem equilibrio
entre atividade (espécies de Pd(II) ativas na despropargilacdo do Prop-Lap), estabilidade ao
meio biologico (devido a presenca do polimero estabilizante, PVP) e toxicidade, permitindo
uso em ambiente celular.'?® Além disso, nanoparticulas de metais de transi¢io sdo capazes de
se acumular no interior das células, permitindo que a clivagem ocorra de forma espacialmente
controlada,'?® As nanoparticulas de palddio(0) (Pd(0)-NPs) também foram avaliadas, com o
objetivo de avaliar uma possivel diferenca na atividade das nanoparticulas devido ao meio
biologico, mesmo que elas tenham apresentado pouca atividade na rea¢do em frasco reacional.

A toxicidade devido a geragdo in situ da PB-Lap na cultura celular SKBR3 foi
determinada incubando as células contendo 0,1% de DMSO com: PdI>-NPs, Pd(0)-NPs, Prop-
Lap (controles negativos), B-Lap (controle positivo) e Prop-Lap + NPs (reagdo) (Figura 37).
As células tratadas apenas com DMSO sdo consideradas com viabilidade 100%. As células
SKBR3 foram incubadas por 72 h com 6,25 uM Prop-Lap e 25 uM Pd-NPs.

Quando o Prop-Lap foi incubado na presenca das Pdl>-NPs, foi possivel observar uma
significante diminuicdo da viabilidade celular devido a liberacdo da B-Lap, enquanto que as
nanoparticulas de paladio zero (Pd(0)-NPs) mostram pouca toxicidade devido a liberagdo da f3-

Lap, devido a baixa atividade das Pd(0)-NPs na reag¢do, conforme descrito anteriormente. As
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células MOLM13 foram incubadas por 48 h com 2 uM Prop-Lap e 3 uM Pd-NPs. Novamente,
foi possivel observar toxicidade na reagdo de desprotecdo do Prop-Lap quando incubadas com

PdIz-NPS.

Figura 37 - Viabilidade da célula SKBR3 apoés o tratamento com o pro-farmaco Prop-Lap e Pd(0)-NPs ou Pdl>-
NPs, apos 72 horas. A viabilidade celular foi determinada pelo ensaio CellTiter-Blue®. Barras de erro representam
+ d.p. (n = 3). Cada experimento foi realizado em triplicata. Significancia estatistica: **P < 0,01, ***P < 0,001 e
*¥*F*EkP < 0,0001. Experimento realizado pela Dra. Eloah Latocheski no Bernardes Lab na Universidade de
Cambridge - UK.
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Figura 38 - Viabilidade da célula MOLM13 apds o tratamento com o pro-farmaco Prop-Lap e Pd(0)-NPs ou Pdl>-
NPs, apos 48 horas. A viabilidade celular foi determinada pelo ensaio CellTiter-Blue®. Barras de erro representam
+ d.p. (n = 3). Cada experimento foi realizado em triplicata. Significancia estatistica: ***P < 0,001 e ****P <
0,0001. Os experimentos com Pd(0)-NPs representam n = 1. Experimento realizado pela Dra. Eloah Latocheski
no Bernardes Lab na Universidade de Cambridge - UK.
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O protocolo usando na cultura SKBR3 foi projetado para direcionar clivagem
intracelular, enquanto para a MOLM13, o protocolo ndo incluiu a troca do meio extracelular,
antes da adig¢do do pro-farmaco. Nas células SKBR3, as Pd-NPs foram incubadas por 24 h, o

meio de cultura foi trocado, e em seguida houve a adi¢do do Prop-Lap. Enquanto na MOLM13
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o pro-farmaco e as nanoparticulas foram adicionados no mesmo momento, assim a rea¢ao pode
acontecer intra- ou extracelularmente, pois nao houve a troca do meio de crescimento.

E a primeira vez que é demonstrada a clivagem de pro-farmacos através da clivagem
de ligagdes C-C mediada por paladio em células vivas. Embora a adi¢do da PdI>-NPs ndo tenha
restaurado a toxicidade ao nivel observado para a -Lap, os resultados demonstram que a reagao
bio-ortogonal de clivagem C-C mediada por paladio € possivel em cultura celular e permite a
liberagdo de quantidades suficientes da B-Lap para induzir a morte celular, fornecendo um
método terapéutico alternativo para o tratamento do cancer.

Assim, a nova metodologia desenvolvida expande a possibilidade de ativagcdo de
farmacos de forma espacialmente controlada. A possibilidade de o agente terapéutico ativo (B-
Lap) seja produzido apenas onde for necessario (através da clivagem mediada pelas
nanoparticulas), como em tecidos cancerosos, minimiza a exposi¢ao sistémica geral do paciente
ao agente ativo, e consequentemente, aumenta a janela terapéutica e diminui os efeitos
colaterais sistémicos observados para a B-Lap, sendo a toxicidade fora do alvo a principal

limitagdo para a utilizagdo da B-Lap como um farmaco.

4.2.6 Desprotecao do pro-farmaco POA-Lap: Resultados iniciais e perspectivas

Conforme descrito nas se¢oes 2.1.2 € 4.2.1, a clivagem da ligacao C-C de derivados p-
amino (PAB-Lap) e p-hidroxi benzil (PHB-Lap) a-hidroxicetonas da [-Lap, surgiu
recentemente como uma alternativa para a ativagdo controlada da p-Lap.”* A clivagem do
derivado para-amino benzil aparenta ser muito lenta em pH biologico, sendo mais rapida em
pH écido, enquanto que a clivagem do para-hidroxi € mais suscetivel em pH neutro. Entretanto,
a reagdio aparenta ser muito lenta para aplicagdes in vivo (koss: 6,3x10° s' em pH: 7,4). Essa
estratégia requer otimizac¢do da velocidade da etapa de autoimolagdo, para se tornar aplicavel
na ativagao da B-Lap para o tratamento do cancer.

Visando o desenvolvimento de novos pro-farmacos mais eficientes, foi avaliada a
atividade de complexos de Pd(II) na liberagdo da B-Lap a partir do POA-Lap. A desprotegao
ocorre por meio de um mecanismo em duas etapas. Inicia-se por uma etapa de O-
despropargilacdo, mediada por palddio, seguido da reagdo de autoimolacdo do grupamento
benzilico, via 1,6-elimina¢do, gerando a B-Lap e o subproduto atdxico alcool 4-hidroxibenzilico

(Esquema 46).
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Esquema 46 - Ativagdo do pro-farmaco POA-Lap mediada por complexos de paladio.
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A reagdo foi avaliada em condi¢des biologicamente relevantes (pH: 7,4, 37 °C, 24h).
Para isso, as reagdes foram realizadas incubando 50 pmol L' do POA-Lap em PBS (pH 7.4,
10% DMSO) por 24h a 37°C com os complexos Na>PdCls e Pd>Allyl,Cla (1 eq. de Pd(IT)). As
reagdes foram monitoradas por LC-MS com a observag¢do do POA-Lap ([M+H]", m/z 389, 12,6
min), do intermediario para-hidroxi benzil ([M+H]", m/z 361, 4,0 min) e da B-Lapachona
([M+H]", m/z 243, 4,7 min) (Figura 39). A reacdo foi diluida 5 vezes em acetonitrila antes da
injecao (200 pL da reacao diluido para 1000 uL com MeCN).
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Figura 39 — Cromotograma (LC-MS) dos canais especificos das espécies da reagdo de desprotecdo da POA-Lap
mediado por Na,PdCls. Condigdes reacionais: 50 umol L' do POA-Lap e Na,PdCls em PBS, pH 7,4, 10% DMSO,
por 24h a 37°C.
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Figura 40 - Cromotograma (LC-MS — TIC(+)) da reagdo de desprotegdo da POA-Lap por complexos de Pd(II).
Condigdes reacionais: 50 pmol L' do POA-Lap e Pd(II) em PBS, pH 7,4, 10% DMSO, por 24h a 37°C.
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Conforme esperado, na auséncia de paladio, ¢ apenas observado o substrato no meio
reacional (Figura 40). Quando o composto POA-Lap foi incubado com os sais de paladio (II),
foi observada a formagao da -Lap, além do intermediario para-hidroxi benzil. Esses resultados
iniciais demostram que € possivel ativar o pro-firmaco em condig¢des bioldgicas, entretanto,
conforme descrito anteriormente, a etapa de autoimolacdo do grupo p-hidroxi € lenta. Como
pode ser observado pelo acumulo do intermedidrio para-hidroxi benzil, mesmo apds 24h de

reacao.
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Com o objetivo de desenvolver pro-fArmacos mais reativos, atualmente encontra-se
em estudo no LaCBio a sintese e a avaliagdo de outras estruturas, possivelmente mais reativas.
Este trabalho ¢ desenvolvido por Albert Leder St. John, no seu mestrado, sob orientacdo do
Prof. Dr. Josiel Barbosa Domingos ¢ minha coorientacdo. Para isso, estdo sendo avaliados o
efeito da insercio de grupos retiradores e doadores de elétrons no anel benzilico,'*’ com o
intuito de entender os efeitos eletronicos na etapa de autoimolagdo e aumentar a velocidade de

liberacdo da B-Lap.



119

4.2.7 Conclusdes e Perspectivas

O estudo das novas reagdes de clivagem C-C iniciou-se com a sintese e caracterizacao
de novas moléculas derivadas da B-Lapachona, compostos que possuem potencial como pro-
farmacos, essas a-hidroxicetonas ndo devem gerar espécies reativas de oxigénio (EROs) em
ambiente celular. Estes derivados nao apresentam o ciclo redox descrito para a B-Lap, o qual ¢
o principal responsavel pela sua toxicidade em células cancerosas ou normais. Em uma segunda
etapa, uma nova reacdo bio-ortogonal de clivagem C-C foi otimizada em condigdes
biologicamente relevantes, onde observou-se que o grupo propargila (PropLap) ¢ mais reativo
que o grupo alila (Alil-Lap). Também foi possivel observar que a clivagem ¢ mais efetiva por
nanoparticulas de iodeto de paladio (IT) (PdI>-NPs). Essa ¢ a primeira vez que ¢ demonstrada a
clivagem de grupos propargilicos e alilicos através da quebra de ligagdes C-C por metais de
transicdo, a literatura cita apenas clivagens de ligacdes C-N ou C-O. Através de calculos
computacionais, foi possivel propor um mecanismo mediado por Pd(Il) para a nova reacdo de
despropargilagao do substrato Prop-Lap. A nova estratégia de ativacao do Prop-Lap foi avaliada
em duas linhagens celulares humanas (MOLMI13 e SKBR3), onde a B-Lap ¢ um candidato
como um possivel tratamento alternativo, mas tem sua aplicacdo limitada devido aos seus
efeitos colaterais sistematicos. Uma redugdo drastica na citotoxicidade, em comparacao a 3-
Lap, foi observada em ambas as células cancerosas indicando que o pro-fairmaco apresenta
baixa toxicidade e ¢ estavel no meio celular. Quando o Prop-Lap foi incubado na presenga de
nanoparticulas de paladio (PdI>-NPs), foi possivel observar a diminui¢ao da viabilidade celular
devido a quebra da ligagao C-C e liberagao intracelular da f-Lap (Esquema 47A). Estdo sendo
realizados experimentos de ativacao do novo pro-farmaco Prop-Lap pelas Pd-NPs em modelos
vivos (embrides de peixe-zebra), com o objetivo de avaliar a viabilidade do novo sistema como
um método terapéutico alternativo para o tratamento do cancer. Parte destes resultados foram
recentemente depositados na forma de uma patente no INPI (Numero do Processo:

BR1020220052085), além de um manuscrito que esta em fase final de preparacao.
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Esquema 47 - Reagdo intracelular de clivagem C-C do Prop-Lap mediada por Pdl>-NPs.
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Atualmente, uma segunda geragao dos pro-farmacos da B-Lap vem sendo propostos e
desenvolvidos no LaCBio (Esquema 47B). A hipdtese consiste que a B-Lap pode ser entregue
diretamente nas cé¢lulas tumorais, através do desenvolvimento de pro-farmacos conjugados da
B-Lapachona com agentes direcionadores, uma molécula (ligante) que possui afinidade por
células cancerigenas. Ainda, a ativa¢do controlada destes pro-farmacos se dara com a utilizagao
de nanodispositivos cataliticos implantaveis baseados em palddio. Em contato com estes
nanodispositivos, os pro-farmacos irdao liberar a f-Lapachona de forma especifica, através das
reacdes bio-ortogonais rapidas descritas nessa tese, sem perturbar os processos bioquimicos
inerentes do ambiente biologico. O desenvolvimento de tal sistema terapéutico pode
rapidamente contribuir para o direcionamento da utilizacdo de conjugados pro-farmaco

ativados sob demanda, especificamente nas células-alvo tumorais.
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5 CONCLUSAO

Através das reagdes de clivagem C-O e C-C foi possivel demonstrar a importancia de
estudos sistematicos para o desenvolvimento de novas reagdes bio-ortogonais de clivagem
mediadas por metais de transicdo. Esses estudos devem ocorrer de forma a aumentar a
complexidade do sistema, iniciando-se em meios aquosos tamponados, passando para reagdes
em culturas celulares e finalmente chegando em modelos animais. Através do estudo passo a
passo ¢ possivel compreender as vantagens e limitagdes de cada sistema estudado.

Por exemplo, através do estudo cinético da clivagem C-O do par bio-ortogonal O-
alenil/Pd,Ally>Cl, em meios tamponados de diferentes composi¢des, foi possivel determinar
constantes de segunda ordem de 2,0 até 88,9 L mol™! s”!, apenas pela variagdio da concentracdo
de cloreto. Através desses estudos cinéticos foi possivel obter informagdes a acerca do
mecanismo molecular da reacao de desalenilagdo, o qual ¢ mediado por espécies de Pd(II), uma
etapa fundamental para o desenvolvimento de novos catalisadores.

Com a avaliagdo das novas reacdes de clivagem C-C da -Lap em condig¢des biologicas
(meio tamponado, pH: 7,4; 37 °C), foi possivel obter rendimentos de até 66% para a desprotecao
do derivado propargilado, demonstrando pela primeira vez a clivagem de ligagcdes C-C mediada
por metais de transi¢ao em condig¢des brandas. Utilizando célculos computacionais foi possivel
propor um mecanismo para a reagdo, o qual envolve a eliminacdo-1,4 de um intermediario
formado pela hidratagdo da ligagdo tripla, mediada pelo Pd(II).

A proxima etapa deste estudo, envolveu a avaliagdao da bio-ortogonalidade das reacdes
em culturas celulares. Em ambas as reacdes de clivagem C-O e C-C, foi possivel demonstrar
que tanto os compostos protegidos (pro-farmacos), quanto os catalisadores (Pd, complexos ou
NPs) s@o atoxicos quando comparados aos farmacos (DOX e B-Lap). Notavelmente, a principal
limitacao desses sistemas ¢ a necessidade de concentracdes mais altas do metal em meio
biologico, em comparagdo com os meios tamponados. Embora ainda existam muitos obstaculos
técnicos e cientificos a serem superados, os resultados alcangados nesta tese apresentam um
caminho para que esse esforco leve ao desenvolvimento de uma nova estratégia inovadora, em
que importantes problemas de satide publica possam ser solucionados através das reagdes bio-

ortogonais de desprotecdo catalisadas por metais de transicao.
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ANEXO B - CONSTANTES DE SEGUNDA ORDEM PARA AS REACOES DE
CLIVAGEM C-O
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0,00105

k2337 Lmol s
0,00090

—
‘v
Z

12:0,9943

=4 0,00075

0,00060

O,OOIOlO ' 0,0(;015 ' 0,0(;020 ' O,OOIOZS
[Prop-4-MU] (mol L)
Constante de segunda ordem em condigdes de pseudo-primeira ordem para a reagao
de despropargilacao da Prop-4-MU mediada por Na;PdCls. Condigdes reacionais: [Prop-4-MU]
= 100-250 pmol L', [NaxPdCls] = 10 umol L™'1, PBS, pH: 7.4, 5% DMSO a 37 °C.

Rx1

0,035 4

sl k2.104,07 Lmol ' s

2
r:0,9977

kobs (SJ)

0,025 4

0,020 4

0.00010 0,00015 0,00020 0,00025
[Alle-4-MU] (mol L™)

Constante de segunda ordem em condi¢des de pseudo-primeira ordem para a primeira
fase (Rx1) da rea¢do de desalilacao da Alle-4-MU mediada por Na,PdCl.. Condigdes
reacionais: [Alle-4-MU] = 100-250 pmol L', [Na,PdCls] = 10 umol L1, PBS, pH: 7,4, 5%
DMSO a 37 °C.



0,0011 4 2

k22,01 Lmol” s~

0,0010 4
10,9954

S [ ]
0,0009

0,0008 4 é

T
0,00010

0,00015

T
0,00020

[Alle-4-MU] (mol L™)

0,00025

Constante de segunda ordem em condig¢des de pseudo-primeira ordem para a segunda
fase (Rx2) da reagdao de desalilacao da Alle-4-MU mediada por Na,PdCls. Condigdes

reacionais: [Alle-4-MU] = 100-250 pmol L', [NayPdCls] = 10 umol L™'I, PBS, pH: 7,4, 5%
DMSO a 37 °C.

0,035 4

k>.88,89 Lmol ' s

0,030 4

2
r:0,9534

B
kobs (S )

0,025 4

0,020 )

T
0,00020

T
0,00025

T
0,00030

[Alle-4-MU] (mol L)

T
0,00035

Constante de segunda ordem em condi¢des de pseudo-primeira ordem para a reagao
de desalilacao da Alle-4-MU mediada por Pd:AllybCl em tampao fosfato. Condi¢des

reacionais: [Alle-4-MU] = 200-350 pmol L', [PdAllyC] = 25 umol L™, tampdo fosfato (0,01
mmol L 7= 140 mmol L' (NaClOy)), pH: 7,4, 5% DMSO a 37 °C.
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0,006 4

k>.19,81 Lmol ' 5"

0,005 4

0,003 4 ¢

T T T
0,00020 0,00025 0,00030

[Alle-4-MU] (mol L)

T
0,00035

Constante de segunda ordem em condigdes de pseudo-primeira ordem para a reagao

de desalilagao da Alle-4-MU mediada por Pd2Allyl,Cl> em tampao fosfato com 15 mmol L de
NaCl. Condi¢des reacionais: [Alle-4-MU] = 200-350 umol L', [PdAllyC] = 25 pmol L,
tampdo fosfato (0,01 mmol L' 7= 140 mmol L (NaClOs)), pH: 7,4, 5% DMSO a 37 °C.

0,0004 4

0,0003 4

k>.2,01 Lmol s

0,0001 4

T
0,00020

T
0,00025

0,00030
[Alle-4-MU] (mol L)

0,00035

Constante de segunda ordem em condi¢des de pseudo-primeira ordem para a reagao
de desalilagao da Alle-4-MU mediada por PdAllyl>Cl, em tampdo fosfato com 140 mmol L!
de NaCl. Condig¢des reacionais: [Alle-4-MU] = 200-350 umol L', [PdAllyC] = 25 pmol L,
tampao fosfato (0,01 mmol L 7= 140 mmol L™ (NaClO4)), pH: 7,4, 5% DMSO a 37 °C.
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ANEXO C — ESPECTROS DE MASSAS (ESI-MS) DA REACAO DE 0-
DESALENILACAO MEDIADA PELO COMPLEXO Pd,AllyLCl,
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2000000
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Intensity

800000

[SHI"
400000 [SNa]’

[ TR 1
y

-
100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000
(m/z)

0 -

ESI-MS(+) do meio reacional apds o inicio da desalenilacdio da Alle-4-MU mediada por
Pd>Allyl,Cl, em agua. S: Alle-4-MU. Condicdes de reacionais: [Alle-4-MU] = 100 pmol L,
[PdAIllyC] =25 pmol L' a 37°C. (150 pL da reacdo diluida em 150 pL de HoO(MS)).

160000

15 min

120000

80000

Intensity

40000

100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000
(m/z)

ESI-MS(+) do meio reacional apds 15 minutos da desalenilagdo da Alle-4-MU mediada por
Pd>Allyl,Cly em agua. S: Alle-4-MU P: 4-MU. Condigdes de reacionais: [Alle-4-MU] = 100
pumol L, [PdAllyC] =25 umol L' a 37°C. (150 pL da reagdo diluida em 150 pL de H,O(MS)).
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30 min
120000
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B
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ESI-MS(+) do meio reacional apds 30 minutos da desalenilagdo da Alle-4-MU mediada por
Pd,Allyl,Cl, em agua. S: Alle-4-MU P: 4-MU. Condigdes de reacionais: [Alle-4-MU] = 100
pmol L, [PdAllyC] =25 umol L' a 37°C. (150 pL da reagdo diluida em 150 pL de H,O(MS))
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ANEXO D — ESPECTROS DE MASSAS (ESI-MS) DAS REACOES DE CLIVAGEM
C-C
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200000 - wr

Intensity

[LLNa]'

100000

100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000
(m/z)

ESI-MS(+) do meio reacional apos o inicio da despropargilacao do Prop-Lap mediada por
Na>PdCls em agua. P: Prop-Lap. L: B-Lapachona. Condigdes de reacionais: [Prop-Lap] = 40
pmol L', [Na;PdCls] =20 pmol L™ a 37°C. (150 uL da reagdo diluida em 150 uL de H,O(MS)).

LLNaT 10 min

800000 —

600000

[LH] [LNa]'

400000 —

Intensity

200000 —

0 llll .:u_mlul.l.l..
100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000

(m/z)

ESI-MS(+) do meio reacional apds o 10 minutos da despropargilagdo do Prop-Lap mediada por
Na;PdCly em agua. P: Prop-Lap. L: B-Lapachona. Condi¢des de reacionais: [Prop-Lap] = 40
pumol L, [Na,PdCls] =20 pmol L™ a 37°C. (150 uL da reagdo diluida em 150 uL de H,O(MS)).
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100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000
(m/z)

ESI-MS(+) do meio reacional apds 30 minutos da despropargilagdo do Prop-Lap mediada por
Na>PdCls em agua. P: Prop-Lap. L: B-Lapachona. Condigdes de reacionais: [Prop-Lap] = 40
pmol L', [Na;PdCls] =20 pmol L™ a 37°C. (150 uL da reagdo diluida em 150 uL de H,O(MS)).
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ESI-MS(+) do meio reacional ap6s 90 minutos da despropargilagdo do Prop-Lap mediada por
Na;PdCly em agua. P: Prop-Lap. L: B-Lapachona. Condi¢des de reacionais: [Prop-Lap] = 40
pumol L, [Na,PdCLs] =20 pmol L™ a 37°C. (150 uL da reagdo diluida em 150 uL de H,O(MS)).
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ESI-MS(+) do meio reacional ap6s o inicio da desalilagdo do Alil-Lap mediada por Na>xPdCly
em agua. A: Alil-Lap. L: B-Lapachona. Condi¢des de reacionais: [Alil-Lap] = 40 umol L,
[Na2PdCls] = 20 pmol L a 37°C. (150 uL da reagio diluida em 150 pL de H,O(MS)).
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ESI-MS(+) do meio reacional apdés 10 minutos da desalilagio do Alil-Lap mediada por
Na;PdCly em 4gua. P: Alil-Lap. L: B-Lapachona. Condi¢des de reacionais: [Alil-Lap] = 40
pumol L, [Na,PdCLs] =20 pmol L™ a 37°C. (150 uL da reagdo diluida em 150 uL de H,O(MS)).
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ESI-MS(+) do meio reacional apdés 30 minutos da desalilagio do Alil-Lap mediada por
Na>PdCls em agua. P: Alil-Lap. L: B-Lapachona. Condi¢des de reacionais: [Alil-Lap] = 40
pmol L', [Na;PdCls] =20 pmol L™ a 37°C. (150 uL da reagdo diluida em 150 uL de H,O(MS)).
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ESI-MS(+) do meio reacional apdés 90 minutos da desalilagio do Alil-Lap mediada por
Na;PdCly em 4gua. P: Alil-Lap. L: B-Lapachona. Condi¢des de reacionais: [Alil-Lap] = 40
pumol L, [Na,PdCLs] =20 pmol L™ a 37°C. (150 uL da reagdo diluida em 150 uL de H,O(MS)).
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ANEXO E - DADOS NUMERICOS DOS CALCULOS TEORICOS DA CLIVAGEM
C-C
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Energies, entropies, and lowest frequencies of the lowest energy structures calculated with

PCM(H:0)/®B97x-D/6-311+G(2d,p)+LanL2DZ(Pd)//PCM(H,0)/M06-2X/6-

31+G(d,p)+LanL2DZ(Pd).*
S (cal Lowest
Structure B Fouct ZPE H mol’ N freq. # imag.
(Hartree)" (Hartree)* (Hartree)! (Hartree)' freq.

K)* (em™)°
H:0 —76.4409847 | —76.4194817 | —76.4157017 45.1 —76.4371277 | 1601.9 0
H:PO«+ —643.764476 | —643.727171 | —643.720612 74.6 —643.756034 153.7 0
HPO.* —643.276662 | —643.251186 | —643.245144 72.9 —643.279776 126.4 0
A —2431.21058 | —2430.8857 | —2430.85854 176.9 | —2430.93789 22.9 0
TS1 —2507.63498 | —2507.28409 | —2507.25533 182.8 | —2507.33763 | —428.5 1
B —2507.6687 | —2507.31276 | —2507.28464 178.0 | —2507.36625 37.5 0
C —2507.23239 -2506.89 -2506.86183 180.8 | —2506.94341 27.3 0
D —2506.72803 | —2506.39927 | —2506.37147 177.8 | —2506.45281 32.0 0
TS2 —2506.71429 | —2506.38772 | —2506.35996 178.0 | —2506.44129 | —450.8 1
E —806.432731 | —806.163154 | —806.147233 119.2 | —806.203186 62.2 0
F —1700.30349 | —1700.24903 | —1700.23657 111.1 | —1700.28816 52.5 0

21 Hartree = 627.51 kcal mol™!. Thermal corrections at 298.15 K.

® Calculated with PCM(H,0)/@B97x-D/6-311+G(2d,p)+LanL.2DZ(Pd).
¢ Calculated as Ee.[PCM(H,0)/®B97x-D/6-311+G(2d,p)+LanL.2DZ(Pd)] + ZPE[PCM(H.0)/M06-2X/6-

31+G(d,p)*+LanL2DZ(Pd)], where ZPE is the zero-point energy obtained at the geometry optimization level.
4 Calculated as Eeeo[PCM(H,0)/0B97x-D/6-311+G(2d,p)+LanL2DZ(Pd)] + Heonr[PCM(H,0)/M06-2X/6-

31+G(d,p)+LanL2DZ(Pd)], where Hcorr is the thermal correction to enthalpy obtained at the geometry

optimization level.
® Calculated at the geometry optimization level PCM(H,0)/M06-2X/6-31+G(d,p)+LanL.2DZ(Pd).
f Calculated as Eeec[PCM(H.0)/0B97x-D/6-311+G(2d,p)+LanL2DZ(Pd)] + Georr-qu[ PCM(H>0)/M06-2X/6-
31+G(d,p)+LanL2DZ(Pd)], where Geor-qn is the thermal correction to Gibbs free energy obtained at the

geometry optimization level using quasiharmonic approximations to entropy.
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31+G(d,p)/LanL2DZ(Pd).

H20
¢} 0.000000 =-0.000000
H 0.000000 0.765701
H -0.000000 -0.765701

H2PO4~
P 0.001448 0.095271
¢} 1.276997 -0.386691
H 1.500262 -1.311632
¢} -1.287537 -0.343121
H -1.545211 -1.258462
0] -0.014353 -0.721547
¢} 0.027797 1.593988

HPO42-
P -0.135175 -0.031722
0 1.459428 0.544615
H 2.067297 -0.204651
0 -0.268237 -0.886836
0 -0.251516 -0.842913
0 -0.944634 1.270196
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energy structures calculated with PCM(H20)/M06-2X/6-
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ANEXO F - ESTABILIDADE DO PROP-LAP NOS MEIOS DE CULTURA
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Estabilidade do Prop-Lap no meio de cultura McCoy’s (SKBR3): A estabilidade foi
determinada incubando o Prop-Lap (500 pmol L) a 37°C no meio McCoy’s por 24 h. A reacio
foi monitorada por LC-DAD usando padrdes do Prop-Lap (11,8 min) e B-Lapachona (11,4 min).

Acetofenona foi usada como padrao interno (7,2 min).
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Estabilidade do Prop-Lap no meio de cultura RPMI (MOLM13): A estabilidade foi determinada
incubando o Prop-Lap (500 umol L) a 37°C no meio RPMI por 24 h. A reacio foi monitorada
por LC-DAD usando padrdes do Prop-Lap (11,8 min) e B-Lapachona (11,4 min). Acetofenona

foi usada como padrao interno (7,2 min).
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