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caspase 9. A caspase 4, por sua vez, pode ser ativada pelo reticulo, e ativar as
caspases 3 e 9 de maneira independente da mitocondria. A caspase 2, esta
associada a via mitocondrial e seria uma das responsaveis por danos no DNA e em
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RESUMO

7

O cancer € uma das doencas mais importantes na atualidade, constituindo a
segunda maior causa de mortes nos paises industrializados depois das doencas
cardiovasculares. A introducdo, a partir de 1978, do composto de coordenacdo
cisplatina, na quimioterapia do cancer, representou um marco na histéria da Quimica
Inorganica Medicinal, e constituiu um importante avanco no tratamento de diversos
tipos de tumores. Desde entdo, desenvolveu-se uma intensa busca por novos
complexos metalicos que também apresentassem atividade antitumoral, mas com
baixa toxicidade para o organismo. Sendo assim, este trabalho teve como objetivo o
desenvolvimento, caracterizacdo e avaliacdo da atividade antineoplasica de
compostos de coordenacdo previamente descritos de cobre e de novos compostos
de zinco contendo as formas isoméricas do grupo naftol em suas estruturas, frente a
duas linhagens de células leucémicas humanas (U-937 e THP-1) e duas linhagens
de melanoma (SKMEL-5 e B16F10). Os ligantes tiveram sua caracterizacao
confirmada através de espectroscopia no infravermelho, RMN*H e ponto de fus&o.
Os compostos de coordenacédo de cobre tiveram sua caracterizagao confirmada por
espectroscopia de infravermelho e andlise elementar (CHN). Os compostos de
coordenacao de zinco foram caracterizados por espectroscopia de infravermelho,
analise elementar, condutivimetria e espectrometria de massas com ionizagao por
electrospray (ESI(+)-MS e ESI(+)-MS/MS). O ensaio de viabilidade por MTT mostrou
qgue o ligante 1-{2-hidroxibenzil(2-piridilmetil)amino}-3-(1-naftiloxi)-2-propanol (La) e
0s compostos de cobre, [Cu(La)CI]CI2H,0 (Cua) e [Cu(LB)CIICI3H,O (Cuf) mas néo
o ligante 1-[2-hidroxibenzil(2-piridilmetil)amino]-3-(2-naftiloxi)-2-propanol (LB) e os
compostos de zinco, [Zn(La)Cl] (Zna) e [Zn(LB)CI] (ZnB) foram capazes de diminuir a
viabilidade de todas as linhagens neoplasicas de maneira concentracdo-dependente.
O composto Cua foi 0 mais ativo e os valores de ECso foram de 14, 11, 28 e 35 uM,
para as linhagens U937, THP-1, SKMEL-5 e B16F10, respectivamente. Os
compostos de cobre, bem como o ligante La demonstraram ser mais seletivos para
células neoplasicas frente as céulas mononucleares do sangue periférico (PBMC). O
composto Cua apresentou ECso de 166 uM para essas células, contra 44 uM da
cisplatina. Esse composto demonstrou também, in vivo, ser menos toxico do que a
cisplatina para camundongos C57BL/6. A dose letal mediana (DLsp) foi de 55 mg/kg
para o composto Cua contra 6,6 mg/kg da cisplatina. O conjunto de dados fornecido
pela microscopia de fluorescéncia, marcacdo com anexina V, analise do ciclo celular
(sub-G1) e padréo de fragmentacao do DNA em gel de agarose, demonstrou que 0s
compostos de cobre induzem morte celular por apoptose nas linhagens celulares
testadas de maneira dose e tempo-dependente. A andlise do potencial de
membrana mitocondrial, juntamente com marcacdo fluorescente, microscopia
eletrdnica de transmissdo e deteccdo da liberacdo de citocromo C mostraram o
comprometimento mitocondrial durante o processo de apoptose induzido pelo
composto Cua. No entanto, o ensaio de avaliagdo de caspases ativadas demonstrou
que o sinal apoptotico aparece bem mais cedo do que os efeitos observados na
mitocondria. Esse fato nos levou a propor que o composto Cua ativa a via de
receptores de morte. Esse sinal, entdo, seria amplificado pela mitocéndria, o que
levaria ao processo de morte celular programada por apoptose. Esses resultados
mostram que o composto Cua inibe o crescimento de células neoplasicas in vitro por
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induzir morte celular por apoptose e que ambas as vias apoptoticas estdo ativadas
(extrinseca e intrinseca). Além disso, foi possivel observar que esse composto foi
menos téxico para ceélulas normais do que a cisplatina, 0 que 0 torna promissor na
busca de novos farmacos com atividade antitumoral que sejam mais potentes e
menos toxicos.

Palavras-chave: Compostos de coordenacao, cancer, apoptose.
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ABSRACT

Cancer is one of the most important diseases nowadays, constituting the second
mainly cause of death in industrialized countries after heart diseases. The
introduction, in 1978, of the coordination compound cisplatina, in cancer
chemotherapy, represented a mark in the history of Medicinal Inorganic Chemistry,
and it constituted an important progress in the treatment of several types of tumors.
Hence, an intense search for new metallic complexes with increased antitumor
activity and low toxicity for the organism, has been the goal of several research
groups and pharmaceutical companies. Therefore, this study aimed the
development, characterization and evaluation of antineoplastic activity of previously
described copper complexes and new zinc coordination compounds containing
isomeric forms of the naphthol molecule in their structures, against two human
leukemic cell lines (U-937 and THP-1) and two melanoma cell lines (SKMEL-5 and
B16F10). Characterization of ligands was confirmed by infrared spectroscopy,
RMN*H and melting point. Characterization of copper coordination compounds was
carried out by infrared spectroscopy and elemental analysis (CHN). Zinc coordination
compounds were characterized by infrared spectroscopy, elemental analysis,
conductivimetry and electrospray ionization mass spectrometry (ESI (+)-MS and ESI
(+) -MS/MS). The cell viability assay (MTT) showed that ligand 1-{2-hidroxibenzil(2-
piridilmetil)amino}-3-(1-naftiloxi)-2-propanol (La) and copper complexes
[Cu(La)CIICI2H,O (Cua) and [Cu(LB)CIICI 3H,O (Cuf) but not the ligand 1-[2-
hidroxibenzil(2-piridilmetil)amino]-3-(2-naftiloxi)-2-propanol  (LB) and the zinc
complexes [Zn(La)CI] (Zna) and [Zn(LB)CI] (ZnB) were able to reduce the viability of
all neoplastic cell lines in a dose-dependent manner. The complex Cua showed the
highest activity with ECso values of 14, 11, 28 and 35 uM for U937, THP-1, SKMEL-5
and B16F10 cell lines, respectively. Copper complexes and the ligand La
demonstrated to be more selective for neoplastic cells facing the peripheral blood
mononuclear cells (PBMC). Complex Cua showed an ECsq value of 166 uM to these
cells against 44 uM of cisplatin. This complex also showed less toxicity in vivo than
cisplatin for C57BL/6 mice. The median lethal doses (LDso) were 55 mg/kg and 6,6
mg/kg complex Cua and cisplatin, respectively. The data set supplied by
fluorescence microscopy, annexin V staining, cell cycle analysis (sub-G1) and the
pattern of DNA fragmentation on agarose gel showed that Cua induces apoptosis cell
death in all cell lines tested in a dose- and time-dependent manner. Analysis of
mitochondrial membrane potential, fluorescent labeling, transmission electron
microscopy and detection of cytochrome C release showed a mitochondrial
commitment during apoptosis process induced by Cua complex. However, caspase
activation assay demonstrated that apoptotic signal appears much earlier than the
effects observed on mitochondria. This fact led us to propose that complexe Cua
activates the death receptors pathway. This signal would be amplified by
mitochondria, leading to the process of programmed cell death by apoptosis. These
results show that compound Cua inhibit neoplastic cell growth in vitro by inducing
apoptotic cell death and that both apoptotic pathways are activated (intrinsic and
extrinsic). Furthermore, it was observed that this compound was less toxic to normal
cells than cisplatin, which makes it promising in the search for new drugs with anti-
tumor activity that are more potent and less toxic.

Key words: Coordinated compounds, cisplatin, apoptosis.

XiX



1 - INTRODUCAO

1.1 - Cancer: Epidemiologia e Aspectos gerais

Entende-se por cancer, tumor maligno ou neoplasia maligna o conjunto de
doencas que tém por caracteristica o crescimento desordenado e difuso de células
anormais. No entanto, para atingir a categoria de maligno, o tumor tem de adquirir a
capacidade de migrar para sitios adjacentes ou distantes do tumor de origem. Tal
processo € conhecido como metastase. O cancer pode ser causado por diversos
fatores, sejam eles externos (quimicos, tabaco, radiacbes e infeccdes por
organismos) ou internos (mutacbes herdadas ou que podem ocorrer durante o
metabolismo, devido a hormdnios e condi¢cdes imunologicas). Fatores como esses
podem atuar juntos ou em seqiiéncia, promovendo, assim, o inicio da carcinogénese
(Cotran et al., 2000).

O céancer é hoje considerado um dos principais problemas mundiais de saude
e uma das mais importantes causas de enfermidade e morte em criancas e adultos.
No Brasil, as estimativas para o ano de 2012 sao vélidas também para o ano de
2013 e apontam a ocorréncia de aproximadamente 518.510 novos casos de céancer,
incluindo os canceres de pele ndo melanoma, reforcando a magnitude do problema
do cancer no pais. Sem os casos de cancer de pele ndo melanoma, estima-se um
total de 385 mil novos casos. Os tipos mais incidentes serdo os céanceres de pele
nao melanoma, préstata, pulméo, colon e reto e estbmago para o sexo masculino; e
0s canceres de pele ndo melanoma, mama, colo do Utero, célon e reto e glandula

tirebide para o sexo feminino, figura 1(INCA, 2012).



Fonte: MS/Instituto Nacional de Cancer — INCA

Localizacdo primaria  casos novos  percentual Localizacdo primaria £asos novos  percentual
Prostata 60.180 30,8% Mama Feminina 52,680 27,9%
Traquei3, Bm’;m"éi 17.210 8,8%  Homens Mulheres  Colo do Utero 17.540 9,3%
Cdlon e Reto 14,180 7,3% Cdlon e Reto 15,960 8,4%
Estdmago 12,670 8,5% Glandula Tireoide 10.590 5,6%
Cavidade Oral 9.990 5,1% Traqueta, Bronquio e 10.110 5,3%
Pulmio

Esdfago 7.770 4,0% Estdmago 7.420 3,9%
Bexiga 6.210 3,2% Qvdrio 6.190 3,3%
Laringe 6.110 3,1% Corpo do Utero 4,520 2,4%
Linfoma ndo Hodgkin 5.190 2,7% Sistema Nervoso Central ~ 4.450 2,4%
Sistema Nervoso Central 4,820 2,5% Linfoma ndo Hodgkin 4,450 2,4%

Figura 1: Os dez tipos de cancer mais incidentes estimados para 2012/13, exceto pele ndo
melanoma, na populacao brasileira, por sexo.

Considerando as estimativas mundiais, 0s numeros também séo alarmantes.
O cancer é responsavel por 12,5% das mortes, uma porcentagem maior que as
estimadas para AIDS, tuberculose e maléaria juntas. A Organizagdo Mundial da
Saude (OMS) estima que até, 2030, serdo registrados cerca de 27 milhdes de casos
incidentes de cancer, 17 milhdes de mortes por cancer e 75 milhdes de pessoas
vivas, anualmente, convivendo com esta doenca. O maior efeito desse aumento vai
incidir em paises sub-desenvolvidos e em desenvolvimento (WHO, 2012).

Os diversos tipos de canceres sao classificados de acordo com o tecido e tipo
de célula dos quais se originam. Canceres originados de células epiteliais sao
denominados carcinomas; aqueles originados a partir de tecidos conjuntivos ou
células musculares sdo denominados sarcomas. Canceres que nao se encaixam em
nenhuma dessas categorias incluem os varios tipos de leucemia, derivados de
células hematopoiéticas, e canceres derivados de células do sistema nervoso.
Aproximadamente 90% dos canceres humanos sdo carcinomas, talvez porque a
maioria das células em proliferacdo no corpo se encontram no epitélio, ou porque 0s
tecidos epiteliais sdo mais expostos a varias formas de danos fisicos e quimicos que
favorecem o desenvolvimento do cancer (Alberts, et al., 2002).

As causas que podem levar ao desenvolvimento do cancer sdo variadas.

Fatores ambientais e o modo de vida, associados a constituicdo genética do



individuo, s@o responsaveis por governar o desenvolvimento do céancer de uma
forma geral (Alberts, et al., 2002).

Apés muitos avancos, as pesquisas sobre cancer geraram um rico e
complexo corpo de conhecimento, revelando ser o cancer uma doenca que envolve
importantes mudangas no genoma de uma célula ao longo de sua vida. Tais
mudancas passaram a ser elucidadas apos a descoberta de mutacbes que
produzem oncogenes com ganho de funcdo e genes supressores tumorais com
perda recessiva de funcdo. Ambas as classes de genes foram identificadas em
células humanas e animais, através de alteracdes em suas fungdes e pela producéo
do fendtipo cancerigeno em modelos experimentais (Bishop e Weinberg, 1996).

Vérias linhas de evidéncias indicam que a tumorogénese € um processo gue
ocorre em varias etapas, as quais refletem alteracdes genéticas que dirigem uma
progressiva transformacdo de ceélulas normais em células altamente malignas
(Hanahan e Weinberg, 2000). Essa transformacéo pode ser evidenciada em células
em cultura, onde células de roedores requerem pelo menos a introducdo de duas
mudancas genéticas até que elas adquiram a competéncia tumorogénica, enquanto
células humanas sédo mais dificeis de transformar (Hahn et al., 1999).

Acredita-se que o vasto gendtipo de células tumorais seja resultado da
manifestacdo de seis alteracdes essenciais na fisiologia celular, que coletivamente
ditam o crescimento de células malignas: auto suficiéncia em fatores de
crescimento, insensibilidade a fatores inibidores de crescimento, evasdo do
programa de morte celular (apoptose), potencial de replicagdo ilimitado,
angiogénese sustentada e invasao tecidual e metastase (Hanahan e Weinberg,
2000). Luo e colaboradoradores (2009) propuseram caracteristicas adicionais, tais
como: evasao do sistema imune, elevada resposta de danos no DNA causada por
elevadas taxas de replicacéo e defeitos no mecanismo de reparo do DNA, estresse
proteotdoxico (aumento na quantidade de toxicos desnovela proteinas nas células),
estresse mitotico / instabilidade cromossémica, estresse metabdlico (o aumento da
utilizacdo de glicolise, em vez de fosforilagdo oxidativa, como meio de producédo de
ATP), e estresse oxidativo (aumento no nivel de espécies reativas de oxigénio em

células tumorais) (figura 2).
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Figura 2: Capacidades adquiridas pelas células tumorais. E sugerido que a maioria sen&o
todos os tipos de cancer adquirem o mesmo grupo de capacidades funcionais durante seu
desenvolvimento, embora através de varias estratégias diferentes (Modificado de Luo et al.,
2009).

Observacgdes de canceres em humanos e em modelos animais apontam que
o desenvolvimento tumoral acontece via um processo formalmente anélogo a
evolucdo Darwiniana, no qual uma sucessao de mudancas genéticas, cada uma
conferindo vantagens para o crescimento celular, leva a progressiva conversao de
células normais em células cancerigenas, quebrando assim a harmonia tecidual e
levando a sociedade celular ao colapso através de um processo microevolucionario
(Nowell, 1976).

Essa forma peculiar de acdo faz do cancer um conjunto de doencgas de dificil
combate. O sistema imunologico muitas vezes ndo reconhece as células tumorais
como sendo uma perigosa ameaca que deve ser eliminada, pois essas células,
mesmo transformadas, ainda possuem um fendtipo muito similar aos das células
normais. Dessa forma, as células tumorais acabam por induzir tolerancia
imunologica através de diversos mecanismos que impede o sistema imunologico de
produzir uma resposta imune eficaz contra o tumor, permitindo assim que a massa
de células transformadas cres¢ga sem nenhum controle imunolégico efetivo (Mapara
e Sykes, 2004).



1.2 — A Quimioterapia antineoplasica

Existem trés tipos principais de tratamento para 0 cancer. cirurgia,
radioterapia e quimioterapia (Murad e Katz, 2000). Outros métodos, também
utilizados hoje em dia, compreendem a fotoirradiacdo com derivados
hematoporfirinicos (HTP) (Machado, 2000) e a imunoterapia (Salmonm, 1998). O
objetivo de cada um destes tratamentos € erradicar o cancer, normalmente por meio
da terapia combinada, onde € associado mais do que um tipo de tratamento. Apenas
com os métodos de tratamento citados, um terco dos pacientes alcanca a cura total
através de medidas locais (cirurgia ou radioterapia), que séo eficazes quando o
tumor ainda ndo sofreu metastase por ocasido do tratamento. Todavia, na maioria
dos casos, a neoplasia caracteriza-se pelo desenvolvimento precoce de
micrometastases, indicando a necessidade de uma abordagem sistémica, que pode
ser efetuada, em cerca de 60-70% dos casos com a quimioterapia (Chabner e
Longo, 1996; Spence e Jonhston. 2001).

A quimioterapia contra o cancer ou antineoplasica refere-se a administracéo
de drogas citotoxicas, capazes de promover morte celular ou pelo menos inibir o
crescimento celular. O tratamento quimioterapico tem como objetivo erradicar o
tumor ou reduzir seu crescimento, diminuindo dessa forma os sintomas relacionados
ao cancer, promovendo a cura ou prolongando a vida do paciente (Nygren, 2001).

A quimioterapia para o tratamento do cancer foi introduzida na medicina ha
setenta anos atrds. Na verdade, o tratamento do cancer com agentes quimicos teve
inicio h& varias centenas de anos, porém foi s6 no inicio da década 1940 que o
primeiro uso da quimioterapia sistémica foi documentado com sucesso. Baseado na
experiéncia da guerra sobre os efeitos do gas mostarda no sistema linfatico, esse
agente foi utilizado para o tratamento de um paciente com linfoma. Embora o tumor
tenha rapidamente crescido apdés um efeito antitumoral inicial, essa experiéncia
marcou o inicio da quimioterapia a tumores malignos (Gilman, 1963; Kidwai et al.,
2002). O avango no conhecimento sobre a bioquimica do metabolismo celular levou
ao desenvolvimento de antimetabolicos durante as décadas seguintes, como
metotrexato, 6-mercaptopurina, 6-tioguanina, citarabina e 5-fluorouracil. Nos anos 60

e 70, surgiram 0s agentes naturais como 0s antibidticos actinomicina D e



doxorubicina e substancias puras extraidas de extratos vegetais, como os alcalbides
de vinca (Pratt e Ruddon, 1979).

O grande avanco da quimioterapia moderna aconteceu apos a introducéao da
cisplatina durante a década de 70, o que mudou consideravelmente a perspectiva
para pacientes com cancer testicular, sendo mais tarde também usada no
tratamento de outros tumores solidos (Johnson et al., 2001).

Durante as décadas seguintes, alguns novos farmacos contribuiram
substancialmente como opc¢des para o tratamento do cancer, entre eles o taxol, com
alta atividade contra o cancer de mama, e os inibidores de topoisomerase |, como o
Irinotecano. Além disso, os antimetabdlicos fludarabina e cladribina tém estendido o
leque de opcdes para o tratamento de alguns tipos de linfoma (Nygren, 2001).

Uma grande limitacdo da quimioterapia no tratamento do cancer sao seus
frequentes efeitos colaterais. Embora os farmacos com acdo antitumoral sejam
produzidos com o objetivo de causar danos as células cancerigenas, células
hematopoiéticas e células epiteliais intestinais normais, e 0s queratindcitos da matriz
capilar sdo frequentemente suscetiveis aos efeitos toxicos desses agentes, o0 que
explica a maior parte dos efeitos colaterais da quimioterapia: nauseas, perda de
cabelo e susceptibilidade maior as infeccdes (Almeida et al, 2005). Porém, o corpo
recupera-se destes inconvenientes ap0s o tratamento, e o uso clinico desses
farmacos exige que os beneficios sejam confrontados com a toxicidade, na procura
de um indice terapéutico favoravel (Foye e Sangupta, 1996).

Outra importante limitacdo da quimioterapia é a resisténcia especifica de alguns
tumores a determinados medicamentos aliada ao problema da resisténcia a
multiplas drogas (MDR), os quais tém sido apontados como uma das principais
causas de falha terapéutica e de mortes (Fernandes et al, 2005).

A importancia clinica dos agentes antineoplasicos induz a necessidade de
estudo sistematico, o que primeiramente deveria ser feito com o uso de
classificacbes quimicas, levando-se em conta os diferentes grupos funcionais
presentes na estrutura das moléculas desses agentes. Contudo, a variedade de
tipos de compostos utilizados em quimioterapia oncoldgica é tdo grande, que tal
classificacdo sO pode ser feita indiretamente. Chabner e Calabresi em 1995

descreveram uma classificacdo conveniente dos farmacos antineoplasicos onde o



critério classificatério baseia-se no ponto de interferéncia no mecanismo de a¢éo das
diferentes etapas da sintese do DNA, transcri¢do e traducéo. Entretanto, os autores
consideram esta classificacdo arbitraria, ja que os agentes hormonais, entre outros,
nao sao classificaveis desta forma.

Os agentes antineopldsicos mais antigos e mais usados sdo conhecidos
como agentes alquilantes que, comprovadamente, interagem quimicamente com o
DNA e ndo sdo ativos somente no processo de divisdo celular. De fato, na
guimioterapia sdo descritos muitos alvos que podem ser estudados com o intuito de
se estabelecer novos farmacos antitumorais, sendo que o DNA apresenta-se como
um dos alvos mais estudados (Keskin et al, 2000). As moléculas com potencial
atividade antitumoral mais estudadas interagem de alguma forma com o DNA. Com
isso € possivel fazer uma subclassificacdo dos antitumorais em relacdo ao
mecanismo de agao no DNA:

* inibicdo da sintese de nucleotideos: através do uso dos analogos das bases
nitrogenadas (agentes antimetabdlicos);

« efeito direto no DNA: sdo os agentes alquilantes como as mostardas nitrogenadas,
nitrossuréias, complexos tipo cisplatina e outros. A bleomicina forma radicais livres
que destroem o DNA, pois fragmenta as hélices, mecanismo diferente dos outros
farmacos mostrados;

* ligantes que interagem na fenda menor do DNA: berenil, pentamidina e analogos;

» alteragcdo das propriedades de pareamento de bases: intercalantes como a
proflavina, acridina, amsacrina;

* inibicado da DNA-girase: doxorrubicina.

Desde o sucesso clinico do composto cisplatina, desenvolveu-se uma intensa
busca por novos complexos metalicos que também apresentassem atividade
antitumoral, o que levou a descoberta de outros complexos de platina bem como
complexos que ndo contém platina. A quimica de coordenacao permitiu a busca por
esses novos complexos, dos quais alguns ja sao utilizados na clinica médica, com

diferentes tipos de mecanismos de acao ja descritos.



1.3 - Quimica de coordenacéao

A fim de entender porque um composto metdlico em particular pode ser
escolhido para uma determinada aplicacdo medicinal, € necessério entender as
propriedades quimicas deste composto. A area da quimica que estuda tais
compostos denomina-se quimica de coordenacdo. A origem da quimica de
coordenacdo como um braco da quimica classica data do inicio do século 20 e é
marcado pela atribuicdo do prémio Nobel a Alfred Werner em 1913. Dentre outras
conquistas, Werner estabeleceu a estrutura do composto de coodenacéo conhecido
hoje como cisplatina, usado amplamente na terapia antitumoral (Kauffman, 1997).

Compostos de coordenacdo podem ser definidos como substancias que
contétm metais ao qual estdo ligados moléculas ou &anions, denominados
genericamente de ligantes. O conjunto de ligantes forma a esfera de coordenacao
do ion metalico O atomo do ligante que se liga ao ion metélico é o a&tomo doador. O
namero de &tomos doadores ligados ao ion metalico representa o0 ndmero de
coordenacao do ion metélico (Brown et al., 2005).

Compostos de coordenacdo sao instrumentos chave de outra area da
guimica, a inorganica medicinal. A quimica inorganica medicinal busca explorar as
propriedades Unicas de ions metalicos para a concep¢do de novos medicamentos.
No desenvolvimento de metalofarmacos, as moléculas orgéanicas (ligantes)
apresentam papel importante, uma vez que podem limitar os efeitos toxicos dos
metais e potencializar suas propriedades terapéuticas. Ligantes sintéticos
planejados para obtencédo de compostos de coordenacédo podem permitir a obtencéo

de novos agentes terapéuticos (Storr et al., 2006; Bruijnincx & Sadler, 2008).

1.4 - Propriedades desejaveis dos Metalofarmacos

Compostos que sdo candidatos a farmacos devem apresentar algumas
importantes caracteristicas, como carga neutra, baixo peso molecular, estabilidade
hidrolitica e termodinamica, biodisponibilidade oral e, se possivel, capacidade bi-
funcional (Thompson et al., 1999). No entanto, compostos metélicos ndo sdo vistos
como bons componentes de possiveis farmacos, jA que existe uma percepcao

comum de que metais sdo téxicos, instdveis e inadequados para aplicacdes



farmacéuticas. Apesar dessa desconfianga, nos ultimos 30 anos, a boa reatividade
quimica dos metais, suas propriedades magnéticas e nucleares e a variedade
estrutural dos seus compostos tornaram 0s metais extremamente importantes em
um grande numero de aplicacdes medicinais (Jones e Thornback, 2007).

Um bom candidato a agente terapéutico deve ser capaz de cruzar
membranas bioldgicas tanto no processo de absorcao inicial quanto no processo de
captacao intracelular. A capacidade dos compostos metélicos serem transportados
através da membrana celular esta diretamente relacionada com sua toxidez. Essa
capacidade depende de diversos fatores, entre 0s quais se destacam a
hidrossolubilidade e a lipossolubilidade, volatilidade, peso molecular e a existéncia
de mecanismos especificos de transporte (Benite et al., 2007). Sdo poucos 0s ions
metalicos que possuem um mecanismo inerente de transporte ativo ou facilitado,
com excecao de alguns ions metélicos essenciais, tais como cobre, zinco e ferro
(Fairweather-Trait e Hurrell, 1996). A maioria dos outros ions metalicos nao
essenciais pode atravessar membranas celulares por difusdo passiva, o que requer
gue o complexo metalico tenha baixo peso molecular e usualmente possua carga
neutra, além de um grau aceitavel de resisténcia a hidrolise. Como as membranas
biolégicas possuem uma grande quantidade de lipidios, complexos lipofilicos podem
cruzar a membrana muito mais rapido do que os compostos hidrofilicos (Heeg e
Jurisson, 1999).

Ligantes sintéticos planejados para sintese de compostos de coordenacao
podem permitir a obtencdo de novos agentes terapéuticos com propriedades
bioldgicas desejadas (Storr et al., 2007; Bruijnincx e Sadler, 2008). As moléculas dos
ligantes podem ser potencialmente adaptadas para modular sistematicamente o
potencial redox, a taxa de transferéncia de elétrons, e 0 momento magnético do ion
metalico acoplado ao ligante (Guo e Sadler, 1999).

Além dessas caracteristicas, compostos quimicos para uso medicinal devem
cumprir um critério tdo ébvio quanto primordial: devem exibir um alto efeito benéfico
com minimos efeitos colaterais (Barreiro et al., 2002). O beneficio relativo de uma
droga em comparacdo com a sua toxicidade pode ser expresso em termos de seu
indice terapéutico. Este indice pode ser definido como a razdo entre a dose

necessaria para matar 50% dos animais em teste (DLso) € a dose necessaria para
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produzir uma resposta terapéutica eficaz em 50% dos animais testados (EDsp), ou
seja indice terapéutico = DLso/EDso. Um indice terapéutico elevado é claramente
desejavel, indicando que uma dose relativamente grande € necessaria para produzir
um efeito tobxico em comparacdo com a dose necessaria para produzir um bom
efeito terapéutico (Midha e McKay, 2009).

A elucidacdo do mecanismo de coordenacdo que envolve a participacdo de
ions metalicos com fun¢des especificas em sistemas bioldgicos tem impulsionado o
crescimento da quimica bioinorganica medicinal nos ultimos anos. O sucesso do uso
de complexos metalicos como agentes terapéuticos depende do controle de suas
propriedades cinéticas e termodindmicas por meio da escolha adequada do estado
de oxidacdo, tipo e niumero de moléculas ligantes, e geometria de coordenacao
(Ahmad et al., 2006; Benite et al., 2007). Este mecanismo torna possivel encontrar
atividade e especificidade biolégica e, concomitantemente, minimizar os efeitos
colaterais.

Gracas a esses estudos racionais na coordenacdo de metais e seus ligantes,
muitos sdo os exemplos de metalofarmacos empregados, com sucesso, na clinica

médica (figura 3).

Elementos essenciais, Suplementos minerais
ex. Fe, Cu, Zn, Se Agentes diagndsticos ex. Ba, |

\ /

Terapia de Quimica Bioinorganica Medicinal:trajetoria =

Inibidores
enzimaticos

quelacdo dos elementos,controle de toxicicidade.

/ N

Agentes terapéuticos ex. Li, Pt, Radiofarmacos Diagndsticos ex. PTe
Terapéuticos ex. '®Re

Figura 3: Areas de atuac&o da quimica inorganica medicinal, mostrando algumas possiveis
aplicagcbes dos metais (modificado de Guo e Sadler, 1999).
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1.5 - Metalofarmacos com atividade antitumoral

Atualmente, muitos compostos de coordenacdo metalicos, com 0S mais
variados tipos de estruturas, tém sido sintetizados com o objetivo de simularem a
acdo de nucleases naturais com diferentes aplicacfes. Entre elas a terapéutica
contra o cancer, uma vez que a integridade do material genético é essencial para a
sobrevivéncia da célula. Mas a extraordinaria resisténcia do DNA a hidrdlise, que é
bioguimicamente essencial para a manutencao da integridade do material genético,
torna-se um desafio para a sintese de fosfodiesterases ou nucleases que possam
promover a sua hidrélise em uma escala de tempo razoavel (Sreedhara e Cowan,
2001).

O desenvolvimento de drogas antitumorais baseadas em metais foi
estimulado pelo sucesso clinico do composto de coordenacdo cis-
diaminodicloroplatina(ll) (cis-[Pt(NH3).Cl,], cisplatina) e seus analogos (Brabec,
2002). Com a descoberta de que este composto inibia o crescimento de células
cancerigenas por atuar sobre o DNA, confirmou-se que compostos de coordenacao
podem interagir com a dupla fita do DNA. Tal interacdo pode ocorrer de diferentes
formas: (a) interacdes ndo covalentes (eletrostatica); b) interacdes covalentes; (c)
interacdo por intercalacdo; (d) interacdo por oxidacdo; (e) interacdo via hidrélise
(Hecht, 1996).

Além do DNA, outras macromoléculas, como RNA e proteinas, podem servir
como alvo para diferentes tipos de complexos metalicos. No entanto, devido ao
grande sucesso clinico da cisplatina, acredita-se que a interacdo com o DNA seja a
principal forma de acdo dos compostos de coordenagao metalicos. O mecanismo de
acao da cisplatina ja esta completamente descrito na literatura e serve de parametro

para a elucidagdo de mecanismos de acao de novos compostos.
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1.5.1 - Cisplatina

Em 1964, estudando o efeito de campos elétricos no crescimento bacteriano,
Barnett Rosenberg descobriu de forma acidental que compostos de platina inibiam o
processo de divisdo celular (Rosenberg et al., 1965). Posteriormente, 0S compostos
cis-diaminodicloroplatina(ll) (cis-[PtCl>(NH3)2]) e cis-diaminotetracloroplatina(lV) (cis-
[PtCl4(NHs3)2]) foram identificados como os compostos de platina responsaveis pelo
efeito citotoxico (Rosenberg et al., 1967; Rosenberg, 1971). Em 1978, a cisplatina foi
aprovada pela FDA (Food and Drug Administration) para o tratamento de céancer de
ovario e testiculo (Reedijk et al., 1987). Desde entdo, outras geracdes de compostos
de platina surgiram, com o objetivo de serem menos téxicos para o organismo e de
tratarem tipos de tumores que se tornaram resistentes a cisplatina. O composto
cisplatina sem duvidas foi um marco na introducdo de compostos metéalicos para o
tratamento do cancer e serviu como um estimulo para a pesquisa de uma variedade
de outros compostos metalicos com propriedades antitumorais e com grande
potencial para serem usados na prética clinica contra o cancer (Thompson e Orvig,
2006).

A Cisplatina e outros compostos relacionados, como a oxaliplatina,
carboplatina, nedaplatina e lobaplatina (figura 4) s&o importantes agentes
quimioterapéuticos usados amplamente no tratamento de muitos tumores, incluindo
canceres de testiculo, ovario, bexiga, cervical, cabeca, pescoco e pulmao (Weiss e
Christian, 1993; Lebwohl e Canetta, 1998; Rosenberg, 1999; Wong e Giandomenico,
1999; Jordan e Carmo-Fonseca, 2000; Gonzalez et al., 2001; Wang et al., 2004;
Wang e Lippard, 2005; Jones e Thornback, 2007).
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Figura 4: Estrutura dos outros compostos contendo platina: Nedaplatina (a), Oxaliplatina (b),
Lobaplatina (c) e Carboplatina (d).
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Em alguns casos, como para o cancer de testiculo, a taxa de cura pode
ultrapassar 90%, chegando a 100% quando detectado precocemente (Zhang e
Lippard, 2003; Wang e Lippard, 2005). Apesar do sucesso da cisplatina no
tratamento do cancer de testiculo, sua efetividade no tratamento de outros canceres
€ mais limitada devido aos mecanismos de resisténcia intrinsecos ou adquiridos das

células tumorais (Kartalou e Essigmann, 2001).

A molécula de cisplatina apresenta dois ligantes labeis (ions cloreto) em
configuracdo cis e é administrada aos pacientes pela via intravenosa. A
concentragcdo de cloreto no sangue € de 100 mM, alta o suficiente para suprimir a
hidrélise do composto, permitindo que a droga chegue as células na forma neutra
(Reedijk, 2003).

A cisplatina entra na célula por difusdo passiva (Jamieson e Lippard, 1999) e
também por transporte ativo mediado por transportadores cooper Ctrlp em
leveduras e mamiferos (Ishida et al., 2002). Dentro da célula, a concentracdo de
cloreto € de 4 mM, o que resulta na hidrdlise da cisplatina. Os ions cloreto sdo entdo
substituidos por moléculas de agua, gerando espécies aquosas positivamente
carregadas que podem reagir com sitios nucleofilicos de algumas macromoléculas
intracelulares, formando aductos em proteinas, RNA e DNA (figura 5). Esses
aductos por sua vez, bloqueiam a replicacdo e a transcricdo do DNA induzindo
morte celular através de mecanismos de apoptose ou necrose (Fuertes et. al., 2003).
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Figura 5: Estrutura molecular da cis-diaminodicloroplatina(ll) (cisplatina) e seu mecanismo
de acéo (modificado de Kartalou e Essigmann, 2001).

Vérios tipos de aductos podem ser formados entre a cisplatina e o DNA

(figura 6). Os principais tipos de aductos formados sao:

» Aductos monofuncionais, onde cada atomo de platina faz apenas uma ligacdo com
0 DNA.

» Aductos bifuncionais, onde cada atomo de platina se liga a duas posi¢cdes do DNA.
Este tipo de ligacdo pode ocorrer de trés formas:

1 — Intrafita ou Intracadeia: quando as duas ligagbes ocorrem na mesma fita do
DNA.

2 — Interfitas ou Intercadeias: quando cada ligacdo é feita em uma fita diferente do
DNA.

3 - Intermolecular: quando uma ligacdo da platina é feita com o DNA e a outra com

uma proteina ou aminoacido.
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Figura 6: Formacédo de aductos da cisplatina com o DNA e proteinas (modificado de Jones
e Thornback, 2007).

A inibicdo da sintese de DNA por cisplatina foi inicialmente indicada como a
responsavel por sua atividade antitumoral. Contudo, subsequentes estudos
mostraram que a inibicdo da sintese de DNA n&o estava correlacionada com a
sensibilidade de diferentes linhagens celulares a droga (Sorenson e Eastman, 1988).
Posteriormente, foi proposto que a cisplatina mata as células tumorais por induzir o

bloqueio do ciclo celular em G2 e por ativar mecanismos apoptoticos (Chu, 1994).

A proteina supressora tumoral p53 é uma potente ativadora da apoptose, e
células cancerigenas deficientes de p53 sdo menos responsivas a terapia com
cisplatina (Gallagher et. al., 1997). O gene que codifica a proteina p53, TP53, € 0
mais frequentemente mutado em céanceres humanos, sendo que a proteina é
encontrada inativa em aproximadamente 50% dos tumores. Esse fator de

transcricdo € considerado um “guardido do genoma”. Ele estad presente em uma
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forma inativa em células normais, e torna-se funcional quando ativado em resposta
ao estresse celular. A ativacdo de p53 leva a expressado de varios genes alvos
responsaveis pela parada do ciclo celular ou apoptose, dependendo do ambiente
celular (Bouchet et al., 2006).

Existem evidéncias de que as células podem ser mortas pela cisplatina de
uma maneira independente de p53, o que implica a presenca de outras vias
apoptoticas (Jordan e Carmo-Fonseca, 2000). Uma das vias alternativas pode
envolver o produto de um gene relacionado a p53, a proteina p73. O gene p73
codifica proteinas com habilidade de induzir apoptose. A cisplatina induz a ativacao
da tirosina cinase c-Abl, um mediador essencial que interrompe o ciclo celular em
resposta a um dano causado no DNA, potencializando a atividade pré-apoptética de
p73. Esses resultados sugerem que os sinais de dano no DNA séo canalizados
através de c-Abl para p73 (Jordan e Carmo-Fonseca, 2000).

Nos ultimos anos, muitos estudos vém demonstrando que a cisplatina
também pode agir de uma maneira independente da interacdo com o DNA nuclear.
Alguns autores inclusive questionam a participacdo do nucleo no processo de morte
celular programada induzida por cisplatina (Sheikh-Hamad, 2008). Liu e Baliga, em
2005, demonstraram que a morte por apoptose induzida por cisplatina de células
epiteliais dos tubulos renais (LLC-PK1) ocorre devido ao estresse do reticulo
endoplasmatico e ativacao da caspase 12. A procaspase 12 é localizada na fracéo
citoplasmatica do reticulo e €& expressa em altos niveis nos rins. O reticulo
endoplasmatico também regula apoptose por acionar a mitocondria a partir de
diversos estimulos extrinsecos e intrinsecos e por iniciar a morte celular por conta
propria (Breckenridge et al. 2003). Dentre esses estimulos esta o complexo ciclina
Cdk2, que mostrou promover estresse do reticulo endoplasmatico com concomitante
morte por apoptose em células do tubulo proximal dos rins de camundongos
(TKPTS). O estudo mostrou que a morte por apoptose ndo ocorre nessas celulas
quando o complexo ciclina Cdk2 é inibido (Yu et al. 2007). Isso demonstra a
importancia de sinais citoplasméaticos para promo¢do de morte celular programada
induzida por cisplatina.

Cullen e colaboradores, 2007, ressaltam a importancia da interacdo da

cisplatina diretamente com o DNA mitocondrial para indugéo de apoptose em células
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de cancer de cabeca e pescoco. De fato alguns estudos recentes demonstram que a
cisplatina forma aductos preferencialmente com o DNA mitocondrial, sendo esses
aductos muito mais comuns do que os formados com o DNA nuclear (Yang et al.,
2011; Podratz et al.,, 2011). Isso pode ser atribuido ao fato da mitocéndria nédo
possuir um sistema de reparo do DNA, semelhante ao existente no nucleo.

Outros provaveis reguladores da apoptose induzida por cisplatina incluem a
expressao de proteinas da familia Bcl-2, ativacdo de cascatas de quinases induzidas
por estresse e a perda dos telomeros (Stresser et. al., 1994; Sanches-Perez et. al.,
1998; Ishibashi e Lippard, 1998).

1.5.2 — Resisténcia a cisplatina

A principal limitacdo na aplicacéo clinica da cisplatina e dos outros derivados
de platina tem sido o desenvolvimento de resisténcia dos tumores a essas drogas
(Boulikas e Vougiouka, 2003).

Sabe-se hoje que alguns tipos de cancer sdo insensiveis ao tratamento com
cisplatina, enquanto outros desenvolvem resisténcia somente durante a
guimioterapia. A resisténcia a drogas baseadas em platina pode ocorrer por diversos
mecanismos, incluindo aumento do efluxo da droga, sua inativacdo, alteragdes no
seu alvo, processamento do dano induzido pela droga (reparo de aductos) e evaséo
da via de apoptose (figura 7) (Brabec e Kasparkova, 2002; Morin, 2003; Siddik,
2003; Torigoe, 2005).

Aumento da remogdo de
aductos de cisplatina

Aumento do “by pass dos
aductos de cisplatina

Defeito nos mecansmos
Apoptiticos

Figura 7: Mecanismos de resisténcia a cisplatina (modificado de Katalou & Essigmann,
2001).
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O acumulo reduzido de cisplatina intracelular pode surgir devido a diminuigcédo
da captacdo ou pelo aumento do efluxo da droga, o que € frequentemente
observado em linhagens de células resistentes a cisplatina. O inibidor da sédio-
potassio ATPase, ouabaina, inibe a captacdo da droga. O acumulo de cisplatina é
potdssio-dependente (mesmo que a cisplatina ndo seja transportada para células
pela bomba de sddio-potassio), o0 que sugere que o acumulo é dependente do
potencial de membrana celular (Andrews et. al., 1988). Além disso, varios aldeidos
inibem a captacédo, presumivelmente formando bases de Schiff com proteinas de
membrana. De forma interessante, uma proteina de membrana de 48 kDa é
expressa em niveis mais baixos nas células resistentes a cisplatina, apontando um
decréscimo na acumulagéo intracelular da droga (Bernal et. al., 1990).

Além dos mecanismos para captacao reduzida da cisplatina, a diminuicdo do
acumulo celular de cisplatina pode acontecer por um aumentado efluxo da droga
pelas células. Algumas células resistentes a cisplatina superexpressam uma
proteina de 200 kDa. Estas células exibem um acumulo reduzido de cisplatina,
sugerindo que esta proteina pode estar envolvida no efluxo da cisplatina (Kawai et
al., 1990). Além disso, a bomba de extrusédo glutationa S-conjugada dependente de
ATP pode expulsar a cisplatina conjugada a glutationa e pode estar envolvida na
reducdo da concentracdo de cisplatina intracelular em células resistentes a esta
droga (Chen et. al., 1998).

O reparo do DNA é tido como o principal mecanismo de resisténcia a
quimioterapia baseada em cisplatina. Em células humanas, a maioria das ligacdes
cruzadas entre as fitas de DNA feitas pela cisplatina é removida principalmente pelo
sistema de reparo por excisdo de nucleotideos (NER-Nucleotide Excision Repair)
(Zamble et. al., 1996, Kartalou e Essigmann, 2001). Esse mecanismo atua nos
aductos cisplatina-DNA da cromatina. Por isso, a maneira como 0s nucleossomos
modulam o NER nos aductos formados pela cisplatina no DNA é de grande
interesse. ModificagBes pds-traducionais de histonas, como fosforilagéo e acetilagéo,
podem modular NER a partir de um dano na cromatina, causando mudancas na
estrutura do nucleossomo, aumentando a acessibilidade de outras proteinas. Esses

eventos facilitam a ligacdo de complexos remodeladores e proteinas de reparo ao
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nucleossomo, estimulando dessa forma o reparo do DNA e ajudando as células a
sobreviverem ao estresse induzido pela cisplatina (Brabec e Kasparkova, 2005).

Embora o mecanismo de NER seja o principal meio pelo qual as células
tumorais adquirem resisténcia a cisplatina, ha evidéncias de mecanismos celulares
de reparo adicionais que também podem afetar a eficacia antitumoral desta droga
(Beljanski et. al., 2004).

O reparo por recombinacdo homodloga (RR) e a sintese de translesdo (TLS)
fornecem rotas pelas quais células podem continuar o processo de replicacéo
mesmo na presenca dos aductos, bloqueando a forquilha de replicacédo. RR e TLS
sdo consideradas vias de tolerancia a danos no DNA, pois elas permitem que as
células completem a replicacdo e mitose, aumentando, assim, a frequéncia de
mutacOes e recombinagdes. Linhagens da levedura Saccharomyces cerevisiae que
eram deficientes em RR e TLS individualmente foram hipersensiveis quando
expostas a cisplatina (Doetsch et. al., 2001).

Outro mecanismo importante de resisténcia a cisplatina ocorre devido a um
sistema de reparo celular intrinseco conhecido como Mismatch repair (MMR). O
papel primario do MMR é a correcdo de erros durante a replicacdo do DNA,
supressdo da recombinacdo, interagcdo com outras vias de reparo do DNA,
regulacéo dos pontos de checagem do ciclo celular e inducdo de apoptose (Meyers
et. al., 2004). O status do MMR de uma célula pode influenciar sua resposta a uma
variedade de agentes quimioterapéuticos. Observacdes recentes sustentam a visao
de que o mecanismo de MMR pode mediar a citotoxidade da cisplatina frente as
células tumorais e que uma disfuncao nesse tipo de reparo do DNA pode resultar em
resisténcia ou tolerancia de células tumorais a cisplatina (Papouli et. al., 2004).

Alteracbes na expressao de oncogenes (como c-fos, c-myc, H-ras, c-jun, e c-abl)
e de genes supressores tumorais (como p53) também tém sido relacionadas com a
resisténcia celular a cisplatina. Porém, como uma mudanca na expressado destes
genes pode levar a efeitos pleiotropicos sobre a homeostase celular, 0 mecanismo

relacionado a resisténcia ndo esta completamente esclarecido (Kartalou e

Essigmann, 2001).
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1.5.3 - Compostos metalicos que ndo contém platina

A utilizagdo de compostos de platina no tratamento do céncer levantou a
hipétese de que outros metais de transicdo pudessem ser usados para o mesmo fim.
Como as propriedades quimicas dos metais de transicdo variam bastante, € de se
esperar que efeitos sobre células tumorais, bem como o mecanismo de agéo, sejam
diferentes daqueles observados para a cisplatina. Contudo, o movimento de outros
compostos metalicos, da bancada para a clinica médica, para o tratamento do
cancer, ainda é bastante lento (Clarke et al. 1999).

Muitos grupos de pesquisa, incluindo o grupo de quimica bioinorganica da
UENF, tém direcionado esforgcos para o desenvolvimento racional de novos
compostos metalicos que possam ser usados contra diferentes tipos de células
tumorais (Clarke et al. 1999; Brabec, 2002; Brabec e Kasparkova, 2005; Sun et al.,
2007; Ohlschlager et al., 2011). Vantagens teoéricas da utilizacdo de ions metalicos
de transicdo que ndo a platina envolvem: 1) Sitios de coordenacao adicionais, 2)
mudancas no estado de oxidacdo, 3) alteracbes na afinidade pelo ligante e na
cinética de substituicdo, 4) abordagens para terapia fotodinAmica e 5) baixo custo
(Brabec e Novéakova, 2006).

Dentre os varios ions metalicos conhecidos, compostos contendo galio,
ruténio e titanio ja demonstraram efeitos contra células tumorais, tanto in vitro quanto
in vivo, e estdo sendo testados clinicamente. Outros como ferro, zinco, cobre,
cobalto e ouro estdo em fase pré-clinica, porém resultados satisfatorios podem ser
destacados frente a diversas linhagens tumorais (Jones e Thornback, 2007; Ott e
Gust, 2007).

O galio é o segundo metal, depois da platina, mais usado no tratamento do
cancer. Compostos de galio tém demonstrado efeitos positivos em ensaios clinicos
de fase Il para o tratamento de linfomas e cancer de bexiga, e em combinagcdo com
outros agentes (vimblastina), para o tratamento de carcinoma metastatico urotelial e
cancer de ovério resistente a cisplatina (Chitambar, 2010). Pode ser ainda usado em
conjunto com o paclitaxel, para tratar canceres de prognaostico reservado (Clarke et
al. 1999; Collery et al.,, 2002). Outros estudos também demonstraram que
compostos de galio possuem atividade antitumoral contra metastase originada de

neoplasia medular (Warrel, 1997), contra células de neuroblastoma resistentes a
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cisplatina (Shekya et al., 2006) e, mais recentemente, contra carcinoma escamoso
de pescoco e cabeca (KaluDerovic et al., 2011).

Um dos primeiros complexos de galio a ser avaliado foi o maltolato de galio,
[Galll(L™™"%).] (figura 8a). Este composto apresenta uma absorcdo oral de 75%,
muito superior & do nitrato de galio (25%), o que permite obter concentracfes
terapéuticas de galio no sangue, sem ser necessario administrar grandes
guantidades do farmaco. Recentemente, foi demonstrado que o maltolato de galio
apresenta efeitos antiproliferativos significativos em células de carcinoma
hepatocelular, induzindo apoptose em concentragbes de 30 uM. Este efeito de
apoptose se verificou em células do carcinoma hepatocelular mas ndo em células

normais do figado (Chua et al., 2006).
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Figura 8: Dois dos compostos de galio mais utilizados em ensaios clinicos. (a)
[Galll(L™"%).] e (b) [Galll(L™""a),] ou KP46.

O composto [Galll(L®MMa©).1 " conhecido como KP46 (figura 8b) e
estabilizado com o ligante bidentado 8-hidroxiquinolinato, mostrou-se um o6timo
candidato a farmaco antitumoral, devido ao seu elevado grau de biodisponibilidade.
Ensaios clinicos de fase | demonstraram que este composto apresenta potencial
terapéutico contra o cancer renal (Chitambar, 2010). Foi ainda observado in vitro que
o KP46 apresenta efeitos citotoxicos em células H549, de carcinoma pulmonar
humano (Ott e Gust, 2007) e que sua atividade citotéxica é dez vezes superior a do
GaCls, Outros resultados promissores foram obtidos in vitro através da combinacao
do KP46 com compostos de Pt, sugerindo que pode existir um efeito sinérgico de

diferentes regimes quimioterapéuticos. Do ponto de vista biolégico, sabe-se que o
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KP46 tem afinidade para a transferrina e promove a inibicdo da ribonucleotideo
redutase (Collery et al., 2002).

Muitos compostos de ruténio com estado de oxidacdo +2 ou +3 mostraram
atividade antitumoral, especialmente contra canceres metastaticos (Zhang e Lippard,
2003; Allessio et al., 2004; Menezes et al., 2007). Acredita-se que, assim como 0
gélio, o ruténio também possui similaridades fisico-quimicas com o ferro, o que
permitiria que o0 organismo conseguisse se proteger do excesso de ruténio atraves
do aumento da producédo de proteinas captadoras de ferro como a transferrina e a
albumina (Allardyce e Dyson, 2001).

Complexos de ruténio sao de grande interesse, pois as propriedades destes
compostos podem ser moduladas pela escolha do ligante, o que significa que estes
complexos podem ser preparados visando uma vasta gama de aplicacdes (Beirith et
al., 1999). Dentre as vantagens de se usar complexos de ruténio, principalmente
com ligantes piridinicos, no desenvolvimento de drogas esta a possibilidade de
sintetizar complexos estaveis com maior previsibilidade de estruturas (Clarke, 2002).
No entanto, os compostos de ruténio mais utilizados sdo aqueles que contém
ligantes heterociclicos do tipo (HL)[trans-RuCl4L,] sendo L um ligante nitrogenado
heterociclico (Bratsos et al., 2007).

Alguns complexos de ruténio demonstraram ter um efeito similar as drogas de
platina(ll) ja utilizadas no tratamento de tumores, porém apresentam uma toxicidade
mais baixa, tanto in vitro quanto in vivo (Brabec e Novakova, 2006; Harris et al.
2009). Como a estrutura octaédrica dos complexos de Ru(ll) e Ru(lll) difere da
estrutura plano quadratica da Pt(ll), acredita-se que compostos de ruténio possuam
mecanismos de acdo diferentes dos derivados de platina, porém mantendo o DNA
como alvo principal (Brabec e Novakova, 2006). No entanto, ja foi demonstrado que
compostos de ruténio podem interagir com proteinas, como a transferrina (Allardyce
e Dyson, 2001).

Até o momento somente dois compostos heterociclicos de Ru(lll) sdo
utilizados em ensaios clinicos, [ImH][trans-RuCly(DMSO)Im] , conhecido como
NAMI-A (figura 9a), onde Im = Imidazol, e [InH][trans-RuCl4ln;], conhecido como
KP1019 (figura 9b), onde In = indazol. Ambos ja aprovados em ensaios clinicos de
Fase | (Hartinger et al., 2008; Levina et al., 2009).
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Figura 9: Os principais compostos de Ru(lll) utilizados em ensaios clinicos. (a) [ImH][trans-
RuCl4(DMSO)Im] ou NAMI-A e (b) [InH][trans-RuCl,In;] ou KP1019.

O composto NAMI-A mostrou ser eficiente contra metastases de tumores
experimentais (Zorzet et al., 2000), metastases de tumores bem estabelecidos (Sava
et al., 2002), além de prevenir o aparecimento de novos focos metastaticos (Sava et
al., 2003; Bergamo e Sava, 2007). Além disso, esse composto vem se mostrando
menos toxicos, para o organismo, do que a cisplatina (Bergamo et al., 1999). J4 o
complexo KP1019 apresentou atividade contra uma ampla gama de modelos
tumorais, incluindo carcinoma de célon (Kaptiza et al., 2005).

O complexo de ruténio NAMI-A pertence a uma classe de compostos de
ruténio sintetizados com o objetivo de, seletivamente, atingir a massa de um tumor
sélido e somente ser ativado no microambiente tumoral, reduzindo a toxicidade para
os tecidos normais. Quando foi testado sobre linhagens tumorais in vitro, mostrou-se
pouco efetivo. Apesar desta baixa atividade in vitro, NAMI-A apresenta atividade
antitumoral bastante significativa in vivo (Pluim et al, 2004). Em estudo clinico de
fase I, observou-se que a infusdo de NAMI-A (300mg/dia; cinco dias durante trés
semanas) mostrou-se segura para 24 pacientes com cancer de pequenas ceélulas de
pulméo, sendo que um paciente permaneceu estavel por 21 semanas (Rademaker-
Lakhai et al, 2004). Este efeito antitumoral €& atribuido a propriedades
antimetastaticas deste agente que, in vivo, demonstra efeito antiangiogénico pela
inibicdo do fator de crescimento para ceélulas endoteliais (VEGF), que pode ser

resultado da inativacdo do 6xido nitrico (Vacca et al, 2002).
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O composto KP1019 apresenta efeitos inibitorios na proliferacdo celular in
vitro e, quando é internalizado pelas células, induz apoptose predominantemente por
ativacdo do processo apoptoético atraveés da via intrinseca mitocondrial, causando
estresse oxidativo e um consequente dano ao DNA. A captacdo do KP1019 pelas
células é mediada por mecanismos dependentes ou independentes da transferrina
(Piccioli et al, 2004). Apos incubacédo das células com este agente, 55% do ruténio
intracelular é encontrado na regido do ndcleo da célula. Este valor é
significativamente elevado, se compararmos com a cisplatina, onde apenas 10% do
metal intracelular é encontrado no nudcleo das células (Heffeter et al, 2004).
Resultados promissores em ensaios clinicos de fase | sdo demonstrados utilizando
este composto. Cinco de seis pacientes com tumores solidos, submetidos a este
quimioterapico, permaneceram com a doenca estabilizada. Apenas alguns efeitos
colaterais foram observados (Clarke, 2002).

Titanio e paladdio também se destacam como metais promissores na sintese
de complexos com atividade antitumoral, com alguns complexos ja aprovados para
ensaios clinicos. O dicloreto de titanoceno (figura 10) mostrou atividade in vitro e in
vivo contra uma gama de linhagens de carcinomas humanos, incluindo

gastrointestinal e mama (Ko6pf-Maier, 1994).
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Figura 10: Estrutura molecular do dicloreto de titanoceno, [Ti(Cp).Cl,].

O dicloreto de titanoceno foi aprovado para ensaios clinicos de fase | em
1998, com dose maxima tolerada de 140 mg/m? por semana. No entanto, esse
composto mostrou certos efeitos colaterais como nefrotoxicidade e elevagdo nos

niveis de creatina e bilirrubina (Christodoulou et al., 1998). Além disso, o dicloreto
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de titanoceno mostrou baixa eficacia em ensaios clinicos de fase Il em pacientes
com carcinomas renal ou de mama metastaticos (Luemmen et al., 1998).

Alguns compostos de paladio sdo sintetizados com os mesmos ligantes
utilizados para sintese de compostos de platina (Butour et al., 1997). Entretanto,
complexos de paladio, principalmente Pd(ll), sdo aproximadamente 10> vezes mais
reativos que seus anélogos de platina, o que leva ao uma baixa atividade
antitumoral, devido a rapida hidrdlise do composto em condic¢des fisioldgicas. Isso
leva a formacdo de espécies muito reativas que sdo incapazes de atingir seus alvos
farmacoldgicos (Alberto et al., 2011).

Devido a similaridade com os compostos de platina, acredita-se que 0s
compostos de paladio possuam mecanismo de acdo similares aos seus analogos de
platina (Curic et al., 1996; Butour et al., 1997).

Os compostos de paladio de maior interesse para a clinica médica sdo os
ciclopaladados, devido a sua baixa toxicidade quando comparados aos compostos
de platina, sugerindo que podem ter uma atividade antitumoral mais especifica in
vivo (Alberto et al, 2011). A atividade citotoxica de diversos compostos
ciclopaladados foi testada in vitro contra varias linhagens tumorais humanas, e os
resultados mostraram que a maioria desses complexos sdo mais eficientes que a
cisplatina, carboplatina e oxaliplatina, levando as células a um processo de morte
por apoptose (Caires, 2007). Um dos compostos de paladio mais promissores é o
organopaladado contendo o ligante derivado da tiosemicarbazona,
[Pd(CgH11N3S)Cly], que apresentou atividade citotdxica in vitro frente a certos tipos
de células cancerigenas, sendo a mesma superior aquela do analogo com platina(ll)
(Ananias et al., 2003; Moro et al., 2004).

Dentre os compostos metalicos com atividade antitumoral, acredita-se que
complexos contendo metais enddgenos como o ferro, zinco e cobre, sejam menos
toxicos ao organismo.

Os primeiros complexos de ferro que mostraram alguma atividade antitumoral
foram os sais de ferroceno, picrato e tricloroacetato, com o ion ferro em estado de
oxidacdo +3 (Kopf-Maier et al., 1979). Estes compostos apresentaram atividade
antiproliferativa in vitro e in vivo em modelo animal do tumor de Ehrlich, observando-

se uma reducgéao de 48% no tamanho dos tumores subcutaneos dos animais tratados
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com o composto. A atividade citotoxica destes compostos ndo é baseada na ligagédo
direta com o DNA, e sim na capacidade de formar espécies reativas de oxigénio,
levando ao dano no DNA (Ott e Gust, 2007). Outros compostos contendo ferro
(figura 11) foram sintetizados e testados, mostrando efeito apoptdtico ou
antiproliferativo in vitro, como, por exemplo, um derivado ferroceno do tamoxifeno
(Ott e Gust, 2007).

Figura 11: Alguns complexos de ferro com atividade antitumoral. (a) DEMFc*. (b) derivado
ferroceno do tamoxifeno. (c) derivado ferro nucleosideo. (d) complexo de ferro com ligante
piridil pentadentado.

Nos ultimos anos, varias familias de complexos de cobre tém sido estudadas
como potenciais agentes antitumorais. No entanto, pouco ainda é compreendido
sobre o0 mecanismo de acdo desses compostos. Em 2009, Marzando e
colaboradores publicaram uma revisdo que apresenta mais de 50 compostos de
cobre com atividade contra os mais variados tipos de células neoplasicas.

Um dos principais grupos de compostos de corrdenagdo de cobre é
conhecido como Casiopeinas®, que possui a estrutura genérica [Cu(N-N)(O-N)]+

ou [Cu(N-N)(O-0)]+, onde N—-N denota uma molécula de bipiridina ou fenantrolina,
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N-O indica um a-aminoacidato ou peptideo e O-O representa acetilacetonato ou
salicilaldeido. Alguns desses compostos ja tiveram sua citotoxicidade comprovada
contra diversas linhagens sensiveis e resistentes a cisplatina e contra tumores
xenograficos em camundongos. (Avelar e Martinez, 2012). O mecanismo de acéo
das casiopeinas ainda esta sob investigacdo. No entanto, alguns trabalhos mostram
que esses compostos podem interagir com a molécula de DNA, provomento
clivagem da molécula in vitro como in vivo através da liberacdo de espécies reativas
do oxigénio (ROS) (Muller et al., 2007; Murillo et al., 2011)).

Em 2008 Bull verificou que os compostos de coordenacao de cobre obtidos a
partir do BMPA e HBPA (figura 12), além de apresentarem maior atividade biologica
do que os seus respectivos ligantes, mantiveram a caracteristica dos ligantes de
partida induzindo morte celular por apoptose em células de origem leucémica. Esses
ligantes também foram testados por nosso grupo, complexados aos metais zinco e
ferro. No entanto, a atividade antitumoral foi muito inferior quando comparada aos

compostos de cobre.
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Figura 12: Compostos orgéanicos e de coordenacdo com atividade antitumoral avaliados
pelo grupo de Bioinorganca da Universidade Estadual do Norte Fluminense, (BMPA) bis-(2-
piridilmetil)amina, (HBPA) (2-hidroxibenzil)(2-piridiimetil)amina (Bull, 2008).
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Em outro trabalho, Borges demonstrou que um composto mononuclear e dois
compostos binucleares de ferro complexados ao ligante N,N-bis-(piridil-(2-il-metil)[(3-
cloro)(2-hidroxi)]propilamina) (HPCINOL) possuem atividade antineoplasica com
inducdo de apoptose em cinco linhagens de células leucémicas in vitro (Borges,
2008).

Em 2010, Jiang e colaboradores realizaram um estudo sobre as atividades
antitumorais de diversos compostos de coordenacdo com diferentes centros
metalicos (Cu, Zn, Co, e Ni), frente a linhagens de células tumorais de pulmao e
figado (Jiang, et al., 2010). Neste trabalho, foi sintetizado um novo pro-ligante que
apresenta em sua estrutura anéis aromaticos conjugados visando a interacdo por
intercalacdo na molécula de DNA. Os resultados foram promissores, e mostraram
gue os compostos de cobre foram os mais ativos quando comparado aos demais.

Rocha, 2011, demonstrou que complexos de zinco contendo os ligantes que
possuem em sua estrutura anéis aromaticos fundidos, como no caso a ftalimida e $3-
naftol possuem atividade antineoplasica frente as linhagens leucémicas THP-1 e
u937.

Atualmente, nosso grupo vem testando compostos de cobre, ferro, zinco,
cobalto, gdlio e platina complexados a ligantes hibridos. Os novos ligantes obtidos
foram reagidos com os respectivos sais metalicos para a obtencdo dos compostos
de coordenacdo. Lopes demonstrou em 2012 que compostos de cobre contendo
esses ligantes hibridos possuem uma potente atividade antineoplasica, similar a do
composto cisplatina para as linhagens de células leucémicas U937 e THP-1 in vitro.

Além dos compostos ja mencionados, outros compostos metalicos que vém
se mostrando promissores para o tratamento do cancer sdo: Compostos de rédio,
como os compostos Rhy(u-O.CR), (onde R=Me, Et, Pr) que exibem significante
atividade antitumoral in vivo contra tumores L1210, carcinoma ascitico de Ehrlich,
sarcoma 180 e linhagens tumorais P388 (Chifotides e Dunbar, 2005). Alguns grupos
de compostos de vanadio também apresentam atividade antitumoral, sendo o
principal exemplo o dicloreto de vanadoceno (Cp,VCl,), que demonstrou atividade
contra certos tipos de tumores comparavel ao observado com o composto cisplatina

(Noblia et al., 2005). Além de compostos contendo lantanio (Kostova et al., 2005),
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cério (Kostova et al., 2005) e zircbnio (Kostova e Momekov, 2006), que também
apresentaram bons resultados frente a diferentes tipos de células tumorais.

Os mecanismos de acdo desses compostos ainda ndo sdo bem
documentados. No entanto, estudos mostram que alguns deles podem interagir com
o DNA, enquanto outros possuem mecanismos de acgao distintos, tendo como alvos
outras moléculas, como proteinas e RNA. De qualquer forma, esses compostos
disparam mecanismos variados de morte celular. Dentre todos os mecanismos de
morte celular, trés sdo os mecanismos de morte mais estudados: necrose, autofagia

e apoptose.

1.6 - Mecanismos de Morte Celular

1.6.1 — Necrose

s

A necrose é 0 mecanismo pelo qual as células morrem de modo néo-
fisiolégico, promovendo lesdes tissulares e a sintomatologia de véarias doencgas. A
morte € patologica ou "acidental" quando a célula é impedida de manter seus
processos vitais por lesdes fisicas ou quimicas causadas por fatores externos, como
temperaturas extremas, radiacdo, traumas, produtos toxicos e falta de oxigénio,
como no infarto do miocardio e na gangrena (Alberts et al., 1997; Junqueira e
Carneiro, 2000).

As lesbes podem ter ainda origem biolégica, como nas infec¢cdes por
bactérias ou virus. Esse tipo de morte celular foi a Unica conhecida pelos cientistas
mais antigos e é morfologicamente caracterizada por um inchaco celular e de
organelas do citoplasma, em particular as mitocdndrias, danificadas, mas o ndcleo
ndo sofre alteracBes significativas. Tais lesdes impedem o controle do equilibrio
interno: a agua e alguns ions (em especial sédio e calcio), normalmente bombeados
para fora, fluem livremente para dentro da célula, que incha e se rompe. A ruptura
libera no tecido vizinho o conteddo celular, rico em proteases e outras substancias
toxicas. Além da toxicidade direta para as células vizinhas, o derrame gera
substancias que atraem células do sistema imune, causando intensa reacéo

inflamatoria: alguns tipos de globulos brancos convergem para o tecido em necrose
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e fagocitam as células mortas. A inflamacéo, tipica da necrose, é importante para
limitar infecgBes e remover restos de células, mas a atividade e as secre¢fes dos
glébulos brancos podem também danificar tecidos normais vizinhos, as vezes de

maneira devastadora (Kanduc et al., 2002).

1.6.2 — Autofagia

Autofagia € uma via, evolutivamente conservada, para degradacdo em massa
de proteinas na qual um sistema de vesiculas autofagociticas engolfa proteinas-alvo
ou organelas e 0s entregam aos lisossomos para serem degradadas (Carew, et al.
2008). Por ser um processo fisioldégico a autofagia possui um papel chave para a
regulacdo da homeostasia do organismo, gerando energia durante processos como
a fome prolongada e outras situacdes de estresse celular extremo (Yorimitsu e
Klionsky 2005). Além disso, alguns estudos com modelos de camundongo nocautes
demonstraram a importancia da autofagia no desenvolvimento dos mamiferos. A
auséncia dos genes Atg5 ou Atg7, que sdo chaves para o sistema semelhante a
ubiquitina da via autofagica, mostrou ser letal para os camundongos ainda na fase

embrionaria (Komatsu et al. 2005).

Alguns trabalhos vém demonstrando que o processo de autofagia possui um
papel importante na biologia do cancer. Contudo, ainda ha controvérsia sobre a
maneira em que a autofagia age no desenvolvimento do cancer, na progressao da
doenca, manutencdo do tumor e durante a resposta terapéutica. Coletivamente, os
dados nessa area indicam que o processo autofagico funciona como uma via
supressora tumoral, que bloqueia o desenvolvimento do cancer por prevenir a
proliferacdo das células alteradas. Por exemplo, camundongos, mesmo que
heterozigotos para Beclin-1 (iniciador chave da via autofagica) sdo mais propensos
ao desenvolvimento de tumores (Yue et al. 2003). Assim, agentes que estimulam a

autofagia possuem um valor potencial na quimioprevencao do cancer.

De maneira paradoxal, uma vez que o céancer tenha se desenvolvido, o
processo autofagico torna-se desnecessario. A degradacdo de material

citoplasmatico e organelas por autofagia € essencial para prevenir falha
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bioenergética quando as células tumorais se encontram em auséncia de nutrientes e
oxigénio, um microambiente tumoral caracteristico. Neste caso, 0 processo
autofagico promoveria a sobrevivéncia das células tumorais e consequentemente, a

progresséo da doenga (Lum et al. 2005).

Mesmo com esse papel controverso no desenvolvimento do céncer, diversos
estudos demonstram que a autofagia pode ser ativada por diferentes agentes
terapéuticos, incluindo tribxido de arsénio, rapamicina, inibidores de histona
deacetilases, tamoxifeno e irradiacao ionizante (Shao et al. 2004; Takeuchi et al.
2005; Ertmer et al. 2007). Embora alguns desses estudos tenham demonstrado que
a eficacia desses agentes esta relacionada com a morte celular por autofagia, tais
conclusdes precisam ser rigorosamente testadas, principalmente porque muitos
desses agentes também induzem o processo de morte celular por apoptose. De uma
forma geral, a maioria das investigacdes vém demonstrando que o processo de
apoptose € um processo de morte celular mais eficiente do que o processo de morte

por autofagia (Carew, et al. 2008).

1.6.3 — Apoptose

A principal forma de suicidio celular € conhecida como apoptose ou morte
celular programada. Tal mecanismo € central para varios processos biologicos e
pode ser ativado em resposta a estimulos especificos ou a varias formas de injdria
ou estresse celular (Hannun, 1997). A apoptose é essencial para a regulacdo do
desenvolvimento, geracao do sistema imune e, posteriormente, para a manutencao
da homeostase em tecidos adultos, sendo consequiéncia de uma taxa balanceada

de morte versus proliferacao celular (Fischer e Schulze-Osthoff, 2005).

Igualmente, ou talvez mais importante, é o papel da apoptose como causa de
doencas. A desregulacdo da taxa apoptoética pode resultar em severas sindromes
patoldgicas. Ataque cardiaco ou faléncia do figado estdo associados a “morte subita”
de é&reas ou Orgados inteiros, enquanto certas sindromes degenerativas sao

resultados de uma morte celular neuronal progressivamente mais lenta. De maneira
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controversa, a baixa taxa de apoptose pode promover a sobrevivéncia e o acumulo
de células anormais que, por sua vez, podem evoluir para a formag¢do de um tumor

ou levar a doencas autoimunes (Fischer e Schulze-Osthoff, 2005).

Atualmente, muitos dos eventos moleculares necessarios para a ativacao,
amplificacdo e execucdo dos mecanismos apoptéticos ja foram elucidados
(Johnstone et al., 2002). O processo de apoptose é caracterizado por distintas
mudancas morfolégicas e bioquimicas, incluindo blebbing de membrana,
encolhimento celular, condensacdo da cromatina, fragmentacdo do DNA,
externalizacao de fosfatidilserina e inicializacdo de transducéo de sinais apoptéticos.
A cascata de reacdes bioquimicas pode incluir novos mRNA e sintese de proteinas,
expressdo de p53, ativacdo de caspases, acdo de endonucleases ativadas por
caspases e ativacdo de Fas ligante ou receptor de TNF. Esse processo é seguido
por uma rapida fagocitose das células apoptoéticas por células vizinhas. Distinguindo-
se assim, da morte por necrose, pela auséncia de uma resposta inflamatoria
(Renehan et al., 2001; Kiechle e Zhang, 1998).

A morte por apoptose € definida por distintas mudancas morfologicas e
bioguimicas mediadas por uma familia de proteinas conhecida como caspases, que
Sa0 expressas como zimogénios e sao proteoliticamente processadas a um estado
ativo seguindo um estimulo apoptético (Johnstone et al., 2002). Examinando o0s
padrées de ativacdo de caspases seguido de diferentes estimulos apoptéticos, pelo
menos duas vias distintas foram elucidadas. A via intriseca e a via extrinseca de
morte, que podem ser divididas em trés estagios: sinalizacao, ativacao e execucao
(figura 13) (Schulze-Osthoff et. al., 1998; Yu e Zhang, 2003).

Sinais de morte originados por estresse celular, incluindo radiacdo e drogas
guimioterapéuticas, ativam um programa intrinseco de apoptose que € amplamente
mediado pelas mitocondrias. A liberacdo de citocromo C por essas organelas no
citoplasma induz a formagdo de um complexo oligomérico contendo citocromo C e
Apaf-1. Este complexo, chamado de apoptossomo, promove a ativa¢do catalitica da
caspase-9, que posteriormente cliva e ativa a caspase-3 efetora resultando em uma
subsequente degradacdo de substratos de morte celular. Juntamente com o
citocromo C, as proteinas SMAC/DIABLO e Omi/HtrA2, localizadas nas

mitocondrias, também séo liberadas no citoplasma. Uma vez liberadas, essas duas



33

proteinas se ligam a uma proteina inibidora de caspases conhecida como XIAP,
essa ligacdo ajuda a ativar os mecanismos de apoptose por neutralizar a funcao

inibitoria dessa proteina (Fischer e Schulze-Osthoff, 2005).

Dano no Fatores de Receptores de Citocinas
DNA“ crescimento Morte

i l l Proteinas das familias

Estimulo apoptotico

Sinalizag&o PUMA.'Nu;m Bad Bim Bcl-2 BH3
HLLIIIH-I]III.. Ku70,
VIDDAL2
Proteinas da familia
Bel-2/Bel-X, ——— Budek Bcl-2 multidominio
Comprometimento Mitocondria ( > :-_ ——
| Retlculo Endoplasmatlco
Citocromo C be’\L-l)lahh AlF Proteinas mitocondriais
OmifHtrA2 Endonuclease G apoptogénicas
Apaf-1
Caspase-4 l
Execucdo Apoptosomo 1ADs
\\\ / Degradacdo do DNA
Caspases :
Morte Celular

Figura 13: Vias de ativacdo e mecanismos centrais da apoptose (modificado de Yu e
Zhang, 2003).

Em contraste a via intrinseca, a estimulacdo de receptores de morte ativa um
programa extrinseco de apoptose que, frequentemente, ndo necessita do
envolvimento mitocondrial. Receptores de morte formam um subgrupo da
superfamilia de receptores para fator de necrose tumoral (TNF) que incluem TNF-
R1, CD95, e receptores de ligantes indutores de apoptose relacionados a TNF
(TRAIL — TNF-related apoptosis-inducing ligands). Todos os receptores de morte
sdo caracterizados por possuirem um motivo intracelular chamado de dominio de
morte (DD — Death domain). Apés o reconhecimento do ligante, os receptores de
morte interagem via seus dominios de morte com os dominios de morte de proteinas

adaptadoras tais como FADD. Essas proteinas adaptadoras também contém um
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segundo motivo de interacdo, o dominio efetor de morte, que facilita a ligacédo
dessas proteinas a caspase-8 iniciadora, para formar o complexo sinalizador indutor
de morte (DISC — Death inducing signaling complex). Depois de ser ativada por
DISC, a caspase-8 cliva e ativa a caspase-3, resultando em futura clivagem de alvos
celulares. Em alguns tipos de células, contudo, a progressao linear da formacao de
DISC até a ativacdo da caspase-3 € insuficiente para completar o programa de
morte celular, e a amplificacdo do estimulo gerado pelos receptores de morte torna-
se necessaria. Isso é feito pela participacdo da via mitocondrial (Zimmerman, 2001;
Fischer e Schulze-Osthoff, 2005).

Um mecanismo conhecido pelo qual a via mitocondrial auxilia na apoptose
apos ativacdo dos receptores de morte é através da clivagem de Bid (um membro
pré-apoptético da familia Bcl-2) mediada pela caspase-8. Uma vez clivada, tBid
(Truncated Bid) transloca-se para a mitocondria, aonde ela pode induzir a liberacédo
de citocromo C, SMAC e Omi/HtrA2. Desta maneira, os sinais gerados pelos
receptores de morte podem ser amplificados através da formacdo de ativacdo do
apoptossomo, o qual aumenta a ativacdo das caspases efetoras (Zimmerman, 2001;
Fischer e Schulze-Osthoff, 2005).

A falha em ativar a apoptose representa o principal obstaculo no tratamento do
cancer com drogas antitumorais. Adicionalmente, acredita-se que defeitos na
maquinaria apoptotica possuem um papel importante na sobrevivéncia e proliferacéo
de células neoplasicas na auséncia de quimioterapia, por permitir que
subpopulacdes de células danificadas e geneticamente instaveis evitem ser
eliminadas. O reconhecimento de discretas anormalidades em células tumorais que
ocorrem no centro da maquinaria apoptética e em suas vias regulatorias de
sinalizacdo tem destacado a maquinaria apoptética como um novo e interessante
alvo potencial para o desenvolvimento racional de drogas antitumorais (Cummings et
al., 2004; Kamb e Lassota, 2004).
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1.7 — Apoptose, cancer e quimioterapia

Uma caracteristica marcante da tumorigénese € o crescimento desordenado
de uma populacdo clonal de células que se tornam insensiveis a certos sinais
apoptoéticos (Hanahan e Weinberg, 2000). O mecanismo de apoptose € um
paradigma para o entendimento de como as drogas antitumorais funcionam e como
os tumores evadem sua acdo. A descoberta de que a apoptose contribui para a
atividade antitumoral de muitas drogas quimioterapéuticas permitiu repensar como
um mecanismo de resisténcia intrinseca para a maioria das drogas poderia surgir.
Defeitos na maquinaria apoptética permitem as células neoplésicas sobreviverem
além do periodo normal de vida, acumular mutacdes genéticas, sustentar o
crescimento sob condi¢cdes de hipdxia e estresse oxidativo, e ainda promover a
angiogénese tumoral. Além disso, essa célula também deve evadir a resposta imune

antitumoral do hospedeiro (Yu e Zhang, 2003).

A apoptose € regulada em muitos niveis, incluindo os estagios de iniciacéo,
transducdo, amplificacdo e execucdo, e mutacbes que afeta cada um desses
estagios foram encontradas em células tumorais. A expressdo alterada ou a
mutacao de genes que codificam proteinas chaves da maquinaria apoptética podem
fornecer as células cancerigenas uma vantagem intrinseca de sobrevivéncia e uma
inerente resisténcia a drogas quimioterapéuticas. Essa dupla modificacdo resulta
em crescimento e expansao de células neoplasicas em primeira instancia e pode

frustrar uma subsequente terapia (Johnstone et al., 2002).

Drogas com diferentes estruturas e especificidades induzem mudancas
morfolOégicas caracteristicas associadas com apoptose, e agora acredita-se que vias
apoptodticas contribuem para a acao citotbxica da maioria das drogas
quimioterapéuticas (Lowe e Lin, 2000). Em conjunto, essas observac¢fes indicam
gue células podem interpretar um estimulo induzido por droga da mesma maneira
que um estimulo fisiolégico, tais como hipdxia e privacdo de fatores de crescimento

(Johnstone et. al., 2002). Por isso, proteinas que regulam as vias de apoptose sao
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potenciais alvos para o desenvolvimento de novas drogas e de outras abordagens

para o tratamento do cancer (Vermeulen et. al., 2005).
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2 = JUSTIFICATIVA

Dentre as varias enfermidades que acometem o homem, o cancer tem
mostrado ser uma das doencas de mais dificil tratamento, visto que ainda nao
estdo disponiveis no mercado farmacos ou métodos de controle mais praticos e
efetivos.

A quimioterapia ainda continua sendo a principal forma de tratamento
para a maior parte dos canceres, onde aliada a outros tratamentos como a
radioterapia e a cirurgia alcanca boas taxas de cura e regresséo do tumor. Em
relacdo a quimioterapia, a grande limitagdo continua sendo o problema gerado
pelos efeitos toxicos dos farmacos usados durante o tratamento, os quais ndo
sdo seletivos para o tumor e acabam provocando fortes efeitos colaterais no
organismo do paciente, como nauseas, perda de cabelo e imunodeficiéncia,
gue estao entre 0s mais comuns.

Outro problema muito comum € resisténcia dos tumores as principais
drogas, intrinseca a alguns tumores e adquirida por outros durante o
tratamento, elevando o numero de falhas terapéuticas e mortes.

Por isso, a identificacdo de novos agentes antitumorais mais potentes,
seletivos, e menos téxicos, permanece como uma das mais urgentes metas
para o combate ao cancer.

O Grupo de Pesquisa em Quimica de Coordenacao e Bioinorganica da
UENF vém obtendo novos compostos com centros metalicos de ferro, galio,
cobalto, platina, cobre e zinco que podem atuar hidroliticamente sobre o DNA,
OuU que apresentam as caracteristicas estruturais necessarias a atividade de
nuclease sintética e atividade antineoplasica (Fernandes, et al., 2006; Parrilha,
et al., 2008; Borges, 2008).

Tais resultados tem servido de motivagcdo para a continuacdo das
pesquisas na busca de novos compostos capazes de interagir com diferentes
alvos celulares, como DNA, RNA e proteinas, visando a obtengdo de novos

metalofarmacos com potenciais aplicacdes terapéuticas futuras.
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3 - OBJETIVOS

3.1 - Objetivo Geral

Este trabalho tem como objetivo a sintese e a caracterizacdo de
compostos de coordenacdo de cobre(ll) e zinco(ll) contendo ligantes N,O-
doadores e a unidade naftoil, bem como a avaliacdo da atividade
antineoplasica dos mesmos frente a 2 linhagens de células de cancer de pele

melandémico e 2 linhagens de células leucémicas.

3.2 - Objetivos especificos

- Sintetizar e caracterizar os ligantes apresentados nas figuras 17 e 18.

- Sintetizar complexos de cobre(ll) e zinco(ll) com os ligantes propostos.

-Caracterizar os compostos de coordenacdo obtidos pelas técnicas de
espectroscopia de infravermelho, analise elementar, espectrometria de massas

com ionizacao por electrospray e medidas de condutividade.

- Avaliar o efeito dos compostos na viabilidade celular.

- Avaliar a porcentagem do tipo de morte celular induzida pelos compostos
frente as linhagens leucémicas U937 e THP-1 (humanas) e melanémicas
B16F10 (murina) e SK-MEL5 (humana), através de técnicas quantitativas e

qualitativas.
- Determinar a toxicidade dos compostos frente a células mononucleares do
sangue periférico humano (PBMC) e a Dose Letal Mediana (DLsy) dos

compostos em camundongos C57/BL6.

- Analisar a provavel via de apoptose pela qual os compostos atuam.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 - Caracterizacdo Fisico-Quimica dos precursores, ligantes e

complexos

As sinteses dos ligantes e dos complexos foram realizadas utilizando-se
solventes de grau PA adquiridos de fontes comerciais (Aldrich, Acros, Vetec,
Synth e Merck) sem prévia purificagdo. As reacBes organicas foram
acompanhadas por analise cromatografica em camada delgada (TLC) (silica
gel 60 F254 — Merck) utilizando-se solvente adequado. As reacdes foram
realizadas sob agitacdo magnética e, para aquelas que necessitaram de
aguecimento, foram utilizadas placas de agitacdo com aquecimento marca
Fisatom ou Fisher e termémetro para o controle da temperatura do banho.
Quando necessario, as solucbes foram concentradas no evaporador rotatorio

marca Fisatom.

4.1.1 - Espectroscopia no infravermelho

As analises de infravermelho dos compostos sintetizados foram
realizadas utilizando-se um espectrometro de infravermelho Shimadzu FT-IR
8300 (Laboratorio de Ciéncias Quimicas - UENF). As amostras soélidas foram
analisadas em pastilha de KBr, jA as amostras oleosas foram analisadas na
forma de filme sobre pastilhas de KBr, utilizando diclorometano como solvente.

A regigio do espectro analisada foi de 400 a 4000 cm™.

4.1.2 - Andlise elementar

As determinacdes das porcentagens do teor de carbono, hidrogénio e
nitrogénio foram realizadas em um analisador elementar Thermo Scientific,
modelo FLASH 2000 CHNS/O Analyzer, no LCQUI-UENF.
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4.1.3 - Condutivimetria

As medidas de condutividade foram realizadas em um condutivimetro de
bancada microprocessado Biocristal modelo PHN. Os compostos foram
analisados a 25 °C na concentracdo de 1,0 x 10 mol/dm?® utilizando-se
dimetilformamida grau espectroscépico como solvente. O condutivimetro foi
previamente calibrado com uma solucdo padrdo de KCI (1412 uS cm™ a 25 °C).
As medidas foram realizadas no LCQUI-UENF.

4.1.4 - Espectrometria de massas com ionizagao por electrospray [ESI(+)-MS e
ESI(+)-MS/MS]

Os espectros de massas foram obtidos empregando-se um
espectrometro de massas (MicroTOF LC Bruker Daltonics) do Laboratério de
Ciéncias Quimicas — UENF. A técnica de ionizagdo utilizada foi a de ionizacdo
por electrospray em modo positivo [ESI(+)-MS]. As amostras foram dissolvidas
em uma solucdo de MeOH/H,O (1:1) e aplicadas no aparelho por infusédo

direta.

4.2. Sinteses dos Compostos Organicos

4.2.1 - Sintese do precursor (2-hidroxibenzil)(2-piridilmetil)amina (P1)

O precursor P1 (figura 14) foi sintetizado a partir da reacdo de
condensacdo entre 2-(aminometil)piridina (3,0 mL; 28,5 mmol, A) e
salicilaldeido (3,0 mL; 28,5 mmol; B) e posterior reducdo com borihidreto de
sédio, em 40 mL de metanol, utilizando-se a rota sintética previamente descrita
na literatura (Neves et al., 1993). Rendimento: 5,0 g (83%).



41

O > N
N NH, + @i Metanol NH  + H,0

OH
A B P1

Figura 14: Esquema de sintese do precursor P1 (Neves et al., 1993).

4.2.2 - Sintese do precursor 2-(1-naftiloximetil)oxirano (P2)

O precursor P2 (figura 15) foi sintetizado segundo Corréa (2006). Em um
baldo de fundo redondo de 500 mL foram adicionados 200 mL de alcool etilico,
10,0 g de a-naftol (0,07 mol; D) e 4,0 g de KOH. Apds 10 minutos sob agitacao
magnética a temperatura ambiente, foram adicionado lentamente 33,6 mL de 1-
cloro-2,3-epoxipropano (E). A solucdo foi mantida sob agitacdo magnética a
temperatura ambiente por 48h, sendo acompanhada por TLC, empregando
hexano e acetato de etila como eluentes na proporcdo de 9:1. em seguida, a
solucéo foi concentrada no evaporador rotatorio a 50 °C, dissolvida em 30 mL
de agua, transferida para um funil de separacéo e extraida 4 vezes com 20 mL
de éter etilico gelado. A fase etérea foi isolada e seca com sulfato de sodio
anidro e posteriormente filtrada. A solug¢do foi concentrada no evaporador
rotatorio a 50 °C, sendo obtido um 6leo castanho-avermelhado. Rendimento:
7,0 g (50%).
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Figura 15: Esquema de sintese do precursor P2 (Corréa, 2006).

4.2.3 - Sintese do precursor 2-(2-naftiloximetil)oxirano (P3)

A rota sintética do precursor P3 (figura 16) foi realizada a partir da
reagdo do B-naftol (F) com 1-cloro-2,3-epoxipropano (E), em meio basico,
segundo Corréa (2006), descrito no item 4.2.2. A solugdo foi mantida sob
agitacdo magnética a temperatura ambiente por 24 h e a reacdo foi
acompanhada por TLC, empregando-se hexano e acetato de etila como
eluentes na proporcao de 9:1. O 6leo obtido solidificou ap6s 3 dias em repouso.
O produto foi recristalizado em hexano a quente, originando um sélido branco.
Rendimento: 7,32 g (52%).

. ,-FI I"-“T_Hx
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Figura 16: Esquema de sintese do precursor P3 (Corréa, 2006).
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4.2.4 - Sintese do composto 1-{2-hidroxibenzil(2-piridilmetil)amino}-3-(1-
naftiloxi)-2-propanol (La)

O composto La foi sintetizado segundo Lopes (2012), conforme a rota
sintética mostrada na figura 17. A um baldo de fundo redondo de 250 mL
contendo 100 mL de etanol, foram adicionados 5,00 g (0,025 mol) do precursor
2-(1-naftiloximetil)oxirano (P2) e 5,35 g (0,025 mol) do precursor (2-
hidroxibenzil)(2-piridilmetil)amina (P1). A solugdo foi mantida sob agitacao
magnética a 75 °C por 5 dias e a reacdo foi acompanhada por TLC
empregando-se hexano e acetato de etila como eluentes na proporcéo de 6:4.
Em seguida, concentrou-se a solu¢do no evaporador rotatério a 50 °C obtendo-
se um o6leo castanho-escuro. Este foi dissolvido em cloroférmio e sucessivas
extracOes foram realizadas empregando-se solugcdo “brine” (solugao aquosa
saturada de cloreto de s6dio com uma pequena quantidade de bicarbonato de
sédio). A fase orgéanica, adicionou-se MgSO, anidro e, ap6s 20 minutos, a
mesma foi filtrada e concentrada no evaporador rotatorio a 50 °C até a secura.

Obteve-se um 6leo castanho-avermelhado. Rendimento: 7,3 g (69%).

‘“\» -
MH + L Etanol N 8]
/ OH
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Figura 17: Esquema de sintese do composto La (Lopes, 2012).
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4.2.5 - Sintese do composto 1-[2-hidroxibenzil(2-piridilmetil)amino]-3-(2-
naftiloxi)-2-propanol (LR).

O composto LB foi sintetizado segundo Lopes (2012), conforme a rota
sintética mostrada na figura 18. A um baldo de fundo redondo de 250 mL
contendo 130 mL de etanol, foram adicionados 5,00 g (0,025 mol) do precursor
2-(2-naftiloximetil)oxirano (P3) e 5,35 g (0,025 mol) do precursor (2-
hidroxibenzil)(2-piridilmetil)amina (P1). A solucdo foi mantida sob agitacao
magnética a temperatura ambiente (27 °C) e a reacdo foi acompanhada por
TLC, empregando-se acetato de etila e hexano como eluentes na proporcao de
6:4. ApOs 24 horas, ocorreu a precipitacdo de um sélido branco, o qual foi
filtrado a vacuo e recristalizado em hexano a quente. O composto cristalino

obtido foi mantido em dessecador. Rendimento: 6,0 g (58%).
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Figura 18: Esquema de sintese do composto LB (Lopes, 2012).
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4.3. Sintese dos compostos de coordenacao
4.3.1 - Sintese do complexo [Cu(La)CI]|CI.2H,0 (Cua)

O complexo Cua foi obtido de acordo com Lopes (2012). Para sua
obtencéo (figura 19), reagiu-se uma solucdo de 10,0 mL de acetato de etila e
metanol, na proporc¢éo de 3:2, contendo 0,414 g (1,0 mmol) do pré-ligante 1-{2-
hidroxibenzil(2-piridilmetil)amino}-3-(1-naftiloxi)-2-propanol (La) e 0,1705 g (1,0
mmol) de CuCl,.2H,0. A solucéo de coloracdo verde foi mantida em repouso a
temperatura ambiente. Apos trés dias, foi obtido um sélido microcristalino
verde. Rendimento: 0,488 g (84%). Ponto de fusdo: 140 °C. Analise elementar
de C, H e N calculada C = 53,72%, H = 5,90%, N = 4,45%; encontrada: C =
53,49%, H = 5,59%, N = 4,58%.

@ <://\N/Y\O

N O / o @ Cl.2H,0
N -2

N/\(\O Acetato de ™~y / O

OH + CuCl.2H,0  etila / \

—_— =

Metanol OH cl

OH

La Cua

Figura 19: Rota sintética para obtencdo do complexo Cua (Lopes, 2012).

4.3.2 - Sintese do complexo [Cu(LB)CI]CI.3H,0 (Cup)

O complexo Cup foi obtido de acordo com Lopes (2012). Para sua
obtencéo (figura 20), reagiu-se 10,0 mL de uma solucdo de acetato de etila e
metanol (3:2) contendo 0,414 g (1,0 mmol) do pro-ligante 1-[2-hidroxibenzil(2-
piridilmetil)amino]-3-(2-naftiloxi)-2-propanol (LB) e 0,1705g (1,0 mmol) de
CuCl,2H,0. A solugdo de coloracdo verde foi mantida em repouso a
temperatura ambiente e, ap6s um dia, foi obtido um soélido microcristalino

verde. Rendimento: 0,519 g (87%). Ponto de fus&o: 110 °C. Analise elementar
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de C, H e N calculada C = 51,82%, H = 5,30%, N = 4,75%; encontrada: C =
52,01%, H =5,61%, N = 4,98%.

QL C//N/Y\
N/Y\O / OH @ CL3H:0
b respose (OPAd
+ CuCl..2H;0 / \
Metanol cl
OH OH
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Figura 20: Rota sintética para obtencdo do complexo Cuf (Lopes, 2012).

4.3.3 - Sintese do complexo [Zn(Ly)Cl] (Zna)

Para a obtencdo do complexo Zna (figura 21), reagiu-se o ligante Lq
(0,414 g; 1,0 mmol) e o sal de zinco ZnCl;, (0,136 g; 1,0 mmol), ambos em
solucdo etandlica (20 mL cada). A solucdo resultante, de aspecto branco
leitoso foi mantida sob refluxo por 48 h. Ao final deste tempo, a solucao foi
filtrada e o complexo isolado na forma de um pé branco. Rendimento: 0,126 g
(23%). Ponto de fusdo: 230 °C. Analise elementar de C, H e N calculada: C =
60,72%, H = 4,90%, N = 5,45%; encontrada: C = 61,09%, H = 5,19%, N =
5,58%.

CHsCH,OH
O + zncl, DR N /
| __OH

La Zna

Figura 21: Esquema de sintese do complexo Zna.
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4.3.4 - Sintese do complexo [Zn(Lg)CI] (Znp)

Para a obtengédo do complexo ZnB (figura 22), reagiu-se o ligante Lg
(0,414 g; 1,0 mmol) e o sal de zinco ZnCl, (0,136 g; 1,0 mmol), ambos em
solucdo etandlica (20 mL cada). A reacdo foi mantida sob agitacdo e a
formacdo de um pdé de coloragdo esbranquicada foi observada. O complexo
(p6) obtido foi isolado através de filtragcdo. Rendimento: 0,1446 g (26,5%).
Ponto de fusdo: 235 °C. Analise elementar de C, H e N calculada: C = 60,72%,

H =4,90%, N = 5,45%: encontrada: C = 60,98%, H = 5,19%, N = 5,63%.

Cme, SeoM (]
N/\ho N
& " o
@ S

LB Znf

Figura 22: Esquema de sintese do complexo Zn.

4.4. Atividade bioldgica, in vitro, dos compostos

4.4.1 — Diluicdo, concentragdes de trabalho e armazenamento dos compostos

organicos e de coordenacao

Para a realizacdo dos testes bioldgicos foram preparadas solucdes, na
concentracdo de 0,3 M dos compostos sintetizados (organicos e inorganicos) e
dos sais utilizados nas reacfes inorganicas (CuCl, e ZnCl,), empregando-se
DMSO (dimetilsulfoxido) como solvente. Os compostos foram entdo diluidos
até as concentracbes de trabalho (200, 100, 50 e 25 uM). Para alcancar as
concentracbes de trabalho os compostos, previamente solubilizados em
DMSO, foram diluidos em meio D-MEMF12 (Gibco, BRL) suplementado com
10% de soro fetal bovino e 20 pg/mL de gentamicina (Gibco, BRL) a fim de
reduzir ao maximo a concentracdo do DMSO, que passa a ser toxico para
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células quando acima de 5% em volume. As solucbes dos compostos (em
DMSO) mantiveram-se estaveis armazenadas na geladeira de 2 a 6 °C pelo
periodo de aproximadamente 45 dias ou de -5 a -25 °C em freezer por tempo
indeterminado.

O composto de coordenacdo Cisplatina foi utilizado como controle

positivo em quase todos os testes biologicos.

4.4.2 - Cultura das linhagens de células de origem neoplasica

As linhagens de células de linfoma histiocitico (U-937), leucemia
monocitica aguda (THP-1), melanoma murino (B16F10) e melanoma humano
(SK-MEL5) foram adquiridas da American Type Culture Collection (ATCC).
Todas as linhagens foram cultivadas em meio D-MEM F12 (Gibco, BRL)
suplementado com 20 pg/mL de gentamicina (Gibco, BRL) e 10% de soro fetal
bovino (Gibco, BRL). As células foram mantidas em estufa (Forma Scientific
Inc., modelo 3159) a 37 °C, com 5% de CO, e umidade controlada e o meio de

cultivo foi trocado a cada 2 dias.

4.4.3 - Cultura das linhagens de células mononucleares do sangue periférico
(PBMC)

As células mononucleares do sangue periférico humano (PBMC) foram
obtidas do sangue de voluntarios saudaveis. O sangue venoso foi coletado pelo
sistema de tubos "VacutainerTM" (Becton Dikinson) contendo heparina sodica
e processado pela metodologia descrita por Bennett e Breit (1994). O sangue
total coletado foi lentamente adicionado sobre o Ficoll-Paque™ Plus (1,08
g/mL), na proporcao de 2:1 (20 mL de sangue para 10 mL de Ficoll), em tubos
de 50 mL, e centrifugado (Centrifuga Sorval, RT7) a 1500 rpm por 40 min, a 20
°C. O plasma, que compde a primeira camada do gradiente obtido, foi
descartado e o anel de células mononucleares foi removido, lavado trés vezes
com meio de cultura (DMEM/F12) gelado e centrifugado a 1500 rpm por 10 min
a 4 °C. Apos o processo de lavagem o “pellet” formado foi ressuspendido em
DMEM/F12 suplementado com 10% de soro fetal bovino, 20 pg/mL de

gentamicina e 0,25 pug/mL de enterotoxina B de Staphilococcus (SEB) (Sigma,
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S0812). As células foram mantidas em garrafas de cultura e em estufa (37 °C e
5% de CO,) por duas horas para aderéncia dos monadcitos. Apos este periodo
as células mononucleares do sangue periférico humano (PBMC), presentes no
sobrenadante, foram recolhidas e utilizadas para realizacdo do teste de

viabilidade celular por metabolizacdo do MTT.

4.4.4 - Avaliacdo da viabilidade celular por metabolizacdo do MTT [3-(4,5-

dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil brometo de tretazdlio]

A viabilidade celular foi determinada através de microensaio
colorimétrico utilizando MTT (Sigma, M2128). Tal metodologia foi descrita por
Mosmann (1983), e consiste na reducdo do MTT a formazam, composto de cor
puarpura, pela succinato desidrogenase mitocondrial. Para esse ensaio, as
células leucémicas (U937 e THP-1), melanémicas (B16F10 e SKMEL) e
normais (PBMC) foram plaqueadas em volume de 100 pL/pogo (1x10° cels/mL)
em placas de 96 pocos e tratadas com 0s compostos nas concentracdes finais
de trabalho (200, 100, 50 e 25 uM). Apds 36 horas de incubagdao com os
compostos foram adicionados 10 yL de MTT (Sigma, 5 mg/mL) para cada 100
ML de cultivo. As placas foram mantidas na estufa por quatro horas. Apos esse
periodo, foram retirados 150 pyL do sobrenadante de cada poco e depois
adicionados 100 uL de uma solugao de HCI com isopropanol, homogeneizando
bem até a completa dissolucdo dos cristais de sal formados. A placa de 96
pocos foi lida em espectrofotbmetro (Epoch™, BioTek® Instruments, Inc.)
utiizando o comprimento de onda de 570 nm. Os experimentos foram

realizados em triplicata.

4.4.5 - Determinacéo da Dose Letal Mediana (DLsg) do composto Cua

A fim de verificar a toxicidade do composto Cua in vivo, camundongos
C57BL/6, de ambos os sexos, entre 18 g e 25 g foram separados em grupos de
4 animais. O composto foi inoculado na cavidade peritoneal, de modo que cada

grupo recebeu uma das respectivas concentracdes do composto (25, 50, 100,
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200 mg/Kg?). Todos os animais foram inoculados no infectério do
LBCT/CBB/UENF, com seringa de 3 mL SR e agulha hipodérmica 0,45 mm x
13 mm, NIPRO estéril. O veiculo utilizado para administracdo do composto foi
adgua-ultrapura. A mortalidade dos animais foi avaliada em intervalos de 24
horas por 30 dias, quando entdo foi determinada a Dose Letal Mediana, ou

seja, capaz de matar 50% dos animais (DLsp).

4.4.6 - Avaliacdo do tipo de morte celular por Microscopia de fluorescéncia

Todas as linhagens neoplasicas (U937, THP-1, SKMEL-5 e B16F10), na
concentracdo de 1x10° células/mL, foram plaqueadas em volume de 100
pL/pogo, em placas de 96 pogos. Em seguida, foi adicionado 100 yL/pogo de
cada composto em estudo e as células foram incubadas por 12, 24 e 36 horas
em estufa (37 °C e 5% de CO,). Para células leucémicas (ndo aderentes), apés
o periodo de incubacdo, uma aliqguota de 20 uL foi retirada de cada poco,
transferida para lamina de microscopia, corada com 10 pL de solugao contendo
laranja de acridina, 5 pg/mL (Sigma, A6529) e brometo de etidio, 10ug/mL
(Sigma E8751) e recoberta com laminula para serem analisadas quanto a sua
morfologia no microscopio de fluorescéncia (Axionplan — Carl Zeiss) com
objetiva de 40x. Para células de melanoma (aderentes), apds o periodo de
incubacéo, foi adicionado 20 pL da mesma solugcéo de brometo/laranja utilizada
para células ndo aderentes. As células foram levadas ao microscépio invertido
(Axiovert — Carl Zeiss) e contadas diretamente na placa com objetiva de 40x.
Para ambos os casos (células ndo aderentes e aderentes) foram contadas 300
células em campos aleatérios, com diferenciagcdo entre células normais,
apoptoticas e necréticas de acordo com os parametros de Coligan et al. (1996).
As células controle (branco) foram cultivadas apenas em meio de cultura D-
MEMF12 (Gibco, BRL) suplementado com 20 pug/mL de gentamicina (Gibco,
BRL), ndo sofrendo assim qualquer estimulo de morte. O experimento foi
realizado em duplicata e os resultados foram expressos em porcentagem de
células apoptaéticas.

Foram adotados padrdes convencionais com relacdo a morfologia e

coloragéo das células (figura 23):
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e Células vivas: possuem morfologia do ndcleo intacta, DNA corado por
laranja de acridina (coloragao verde).

e Células em necrose: morfologia do ndcleo necrotico (volumoso), corado

por brometo de etidio (coloracdo vermelha), o que demonstra a

permeabilizagdo da membrana plasmatica e permite a entrada do brometo

de etidio.

e Células em apoptose: condensacdo da cromatina e fragmentacdo do
ndacleo, DNA corado por laranja de acridina (coloragdo verde), que
reflete a membrana plasmatica intacta e ndo permeavel ao brometo de
etidio.

e Células em apoptose tardia: condensacéo da cromatina e fragmentacao

do nucleo, DNA corado por brometo de etidio (coloracdo vermelha), o que

demonstra a permeabilizacdo da membrana plasmatica e permite a entrada

do brometo de etidio.

Figura 23: Microscopia de Fluorescéncia de células U937 evidenciando as
caracteristicas para classificacdo das células como mencionadas acima em: 1 —
Normais, 2 — Necrose, 3 — Apoptose Priméaria e 4 — Apoptose tardia (Apopotse-
necrose).

4.4.7 — Confirmagédo do processo de morte celular programada através de
marcagao com Anexina V e lodeto de Propidio (PI)

As linhagens U937, THP-1, B16F10 e SKMEL-5 foram plaqueadas na
concentracdo de 1 x 10° em placas de 24 pocos e tratadas com 50 e 100 uM

do composto Cua, durante 12 horas. A marcacdo com Anexina V/PI foi feita de
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acordo com o protocolo do kit AnnexinV-FITC Apoptosis Detection Kit (SIGMA-
ALDRICH). Brevemente, ap0s incubacao as células foram lavadas 2 vezes em
PBS e ressuspendidas no tampéo de ligacdo fornecido pelo kit (100mM
HEPES/NaOH, pH 7,5, contendo 1400 mM de NaCl e 25 mM de CacCl,). A 500
uL da solucdo de tampéo de ligacdo com as células foram adicionados 5L de
Anexina V e 10 pL de lodeto de Propidio (PI) para cada amostra. As amostras
foram deixadas no escuro por exatamente 10 minutos. Imediatamente apds
esse tempo, as amostras foram analisadas em citometro de fluxo (FACS
Calibur).

4.4.8 - Avaliacdo do ciclo celular por citometria de fluxo (Sub-G1)

Células U937, THP-1, SKMEL-5 e B16F10 foram plaqueadas na
concentracdo de 1 x 10° em placas de 24 pocos, tratadas com 50 e 100 uM do
composto Cua e incubadas por 24 horas em estufa (37 °C e 5% de CO;). Em
seguida as células foram processadas segundo método descrito por Gong et
al., (1994). As células controle foram incubadas apenas com meio DMEMF12
(Gibco, BRL) suplementado com 20 pug/mL de gentamicina (Gibco, BRL). Apos
o periodo de incubacédo, o conteludo de cada poco (2 mL) foi transferido para
tubos de 2 mL e centrifugado por 10 minutos a 200 xg. As células foram
lavadas duas vezes com PBS. Apoés a lavagem foi adicionado lentamente 1 mL
de etanol 70% gelado e as células foram submetidas a fixacdo por 30 minutos
a 4 °C. Apbés o periodo de fixacdo, as células foram sedimentadas por
centrifugagcdo a 200 xg por 5min e lavadas com tampéo fosfato-citrato (200
mM, pH = 7,8). O sobrenadante foi desprezado e as células foram incubadas
com 50 yL de RNAse A (100 pg/mL Sigma, R4875) a temperatura ambiente por
15 min. A seguir, foram adicionados 400 upL de iodeto de propidio
(concentracgao final 50 ug/mL; Sigma, P4170). As células foram analisadas em
citometro de fluxo (FACS Calibur) onde foram contados 10.000 eventos por
amostra. Os histogramas e as porcentagens de células em sub-G1 foram

obtidos através do software WinMDI, versao 2.9.
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4.4.9 — Avaliacao de fragmentagcéo do DNA por eletroforese em gel de agarose

As linhagens U937, THP-1, B16F10 e SKMEL-5 foram plaqueadas na
concentracdo de 1 x 10° em placas de 6 pocos e tratadas com 50 e 100 uM do
composto Cua, durante 24 horas. ApoOs incubacado, as células foram lavadas
duas vezes com PBS e fixadas em etanol a 70%, a temperatura de -20 °C,
durante 2 h. Apés a centrifugacdo, o etanol foi totalmente removido e
evaporado a temperatura ambiente. As células foram ressuspendidas em 50 pl
de tampédo de extracdo (NaHPO, 200mM e CgHgO; 100mM, pH 7,8) e
incubadas a 37 °C durante 30 min. Apds esse tempo, foram adicionados 5ul de
RNase (1 mg/mL) em cada amostra, e uma nova incubacéo foi realizada a 37
°C durante 30 min. Na ultima etapa, foram adicionados 5 pL de Proteinase K
(Img/ml) em cada amostra. As amostras de DNA isoladas foram entdo sujeitas
a eletroforese durante 60 min a 60 V em gel de agarose a 1% e coradas com
GelRed Nucleic Acid Stain (Biotium). A fragmentacdo do DNA foi observada e
fotodocumentada em um transiluminador UV (Bio-Rad, Gel Doc ™ XR +).

4.4.10 - Avaliacdo do potencial de membrana mitocondrial por citometria de
fluxo (JC-1)

Células U937, THP-1, SKMEL-5 e B16F10, foram plaqueadas na
concentracdo de 1 x 10° em placas de 24 pocos, tratadas com 50 e 100 uM do
composto Cua, e incubadas por 12 horas em estufa (37 °C e 5% de CO,). Apos
o periodo de incubacédo, o contetudo de cada poco (1 mL) foi transferido para
tubos de 2 mL e centrifugado por 5 minutos a 400 xg. O sobrenadante foi
desprezado e as células incubadas por 15 minutos em estufa (37 °C e 5% de
CO;) com 500 pL de solugéo de JC-1 (25 pg/mL diluido 1:1000 em meio de
cultura D-MEMF12). As células em suspensao foram centrifugadas por 5
minutos a 400 xg e lavadas duas vezes com 2 mL de meio de cultura D-
MEMF12. O sobrenadante foi descartado e as células ressuspendidas em 500
ML de meio D-MEMF12 sem soro. A leitura das amostras foi realizada

imediatamente em citbmetro de fluxo (FACS Calibur). Os graficos Dot-plot e a
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porcentagem de células com mitocondrias normais e comprometidas foram

obtidos através do software WinMDI, versao 2.9.

4.4.11 - Analise ultraestrutural das mitocondrias de células U937 por

Microscopia Eletronica de Transmisséo (M.E.T.)

Para verificar alteracdes morfologicas nas mitocondrias das células
tumorais tratadas com o0s compostos, as mesmas, apos tratadas, foram
processadas para analise por M.E.T. Células U937 foram descongeladas e
deixadas crescer durante 24 horas de acordo com o item 4.4.2. ApOs esse
tempo, o composto Cua foi adicionado diretamente no meio das células nas
concentragdes de 50 e 100 uM. As células foram mantidas em estufa a 37 °C,
com 5% de CO, e umidade controlada durante 12 e 24 horas. Apds o periodo
de incubacdo com os compostos, as células foram centrifugadas, por 10 min a
100 xg e lavadas 3 vezes com Tampéao Salino Fosfato (PBS, pH 7,2). O pellet
foi fixado por 1 h com glutaraldeido 2,5% e tampé&o cacodilato (CaCo 100 mM).
Apos a fixacdo as células foram lavadas 3 vezes em uma solucdo de 5% de
sacarose e tampao CaCo (100 mM) e poés-fixadas por 2h, protegidas da luz, em
solucdo 1:1 de 6smio e ferrocianeto de potassio. Apds o periodo de pos-
fixacdo, as células foram lavadas 2x, desidratadas sequencialmente em
solucbes de acetona (30, 50, 70, 90 e 100%) e deixadas overnight em uma
solucéo 1:1 de acetona e resina epoxi (EPON). A solucéo foi entdo trocada por
epon puro e os tubos, colocados em estufa para polimerizacdo da resina
durante 48 horas. Os blocos polimerizados foram seccionados em
ultramicrotomo e as sec¢fes ultrafinas colocadas em grades de cobre. As
micrografias foram tiradas em Microscoépio Eletrbnico de Transmissédo, modelo
TEM-900 (Zeiss, Alemanha).
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4.4.12 — Andlise do padréo de distribuicdo mitocondrial por Microscopia de

Fluorescéncia

A fim de confirmar se as alteragcbes morfologicas condiziam com um
padréo de distribuicdo mitocondrial diferenciado e com a perda de potencial de
membrana, células da linhagem leucémica U937, na concentracdo de 1x10°
células/mL, foram plaqueadas em volume de 500 pL/poco em placas de 24
pocos. Em seguida, foram adicionados 500 uL/pogo do composto Cua (50 e
100 uM) e as células foram incubadas por 12 horas em estufa (37 °C e 5% de
CO,). ApoOs o periodo de incubacdo o conteudo de cada poco (1mL) foi
transferido para tubos de 2 mL e centrifugado por 5 minutos a 400 xg. O
sobrenadante foi desprezado e as células, incubadas por 45 minutos em estufa
(37 °C e 5% de CO;) com 500 uL de solugédo do corante para nucleo Hoechst
(Invitrogen, Molecular Probes™, 1 yg/mL em meio de cultura) e 500 yL de
solucdo do corante para mitocondria MitoTracker (Invitrogen, Molecular
Probes™, concentracao final de 0,1 uM em meio de cultura). As células em
suspensao foram centrifugadas por 5 minutos a 400 xg, o sobrenadante foi
descartado e as células foram ressuspendidas em 500 pL de meio de cultura
D-MEMF12. As amostras foram levadas ao microscopio de fluorescéncia
(Axionplan — Carl Zeiss), analisadas em objetiva de 100x (com o6leo de

imerséao) e fotografadas utilizando o software AxioVision 4.6.3 (cAmera McR5).

4.4.13 — Fracionamento celular e Detecc¢ao da liberac&o de citocoromo C

A linhagem leucémica U937, na concentracdo de 1x10° células/mL, foi
incubada com o composto Cua na concentragao de 50 uM por 6, 12, 24, e 36
horas. A fracdo mitocondrial foi separada da fracdo citoplasméatica para a
quantificacdo do citocromo ¢ em ambas as fracdes (Waterhouse et. al, 2001). O
fracionamento celular foi feito de acordo com as recomendacdes do Kit
Cytochrome C ELISA (Calbiochem®). Ap6s incubacdo com 0s compostos,
células U937 foram centrifugadas a 800 xg, lavadas em PBS pH 7,2 e

centrifugadas novamente. As células (3x 10%/mL) foram entdo permeabilizadas
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em 400 uL tampédo de extracdo citosélico contendo digitonina (sacarose, 250
mM, KCI, 70mM dm™, NaCl 137 mM, Na;HPO, 4,3 mM, KH,PO4 1,4 mM pH
7,2, inibidor de protease 1 mg/mL e digitonina, 200 mg/mL) por 5 min no gelo. A
permeabilizagdo da membrana plasmatica foi confirmada através da marcacéo
das células com azul de trypan (0,2%). As células foram entdo centrifugadas a
1000 xg por 5 min a 4°C. O sobrenadante (fracdo citosolica) foi separado em
tubo de 1,5 mL e o pellet foi solubilizado em 400 pL de tampao de lise
mitocondrial (Tris 50 mM pH 7,4, NaCl 150 mM, EDTA 2 mM,EGTA 2 mM,
Triton X-100 0,2%, NP-40 0,3% e inibidor de protease 1 mg/mL) seguido de
centrifugacdo a 10,000 xg por 10 min a 4 °C. O sobrenadante contendo a
fracdo mitocondrial foi separado em tubo de 1,5 mL e o pellet restante foi
descartado. A quantificacdo de Citocromo C em ambas as fracOes foi feita
através do ensaio de ELISA de acordo com o kit Cytochrome C ELISA KIT
(Calbiochem®). A densidade o6ptica foi determinada em espectrofotdmetro
(Epoch™  BioTek® Instruments, Inc.) utilizando o comprimento de onda de 450

nm. Os ensaios foram feitos em duplicata.

4.4.14 - Avaliacéo da atividade de caspases

Para verificar se o composto Cua induz apoptose pela via mitocondrial
ou pela via dos receptores de morte, foi utilizado o Colorimeter Sampler Kit
(Invitrogen) contendo substratos para as caspases 3 e 6 (efetoras para ambas
as vias), caspases 2 e 9 (ativadoras da via mitocondrial) e para as caspases 4
e 8 (ativadoras da via dos receptores de morte). O protocolo para detec¢cao das
caspases seguiu os procedimentos descritos pelo fabricante. Culturas de
células da linhagem U937, contendo 1x10° células/mL, foram incubadas com
uma concentragdo de 50 pyM do composto Cua por 3, 6, 12 horas.
Posteriormente as células foram centrifugadas por 5 minutos a 200 xg e
resuspendidas em 50 yL do tampao de lise. As amostras foram centrifugadas
por 1 min (10.000 xg) e, em seguida, foram adicionados 50 pL do tampé&o de
reacdo contendo 10 mM de DTT (ditiotreitol) a cada amostra e 5 pL do
substrato (4 mM). As amostras foram incubadas a 37 °C por 12 horas, no

escuro, e a leitura foi realizada em espectrofotobmetro (Epoch™, BioTek®
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Instruments, Inc.) utilizando o comprimento de onda de 405 nm. Os ensaios

foram feitos em duplicata.

4.4.15 — Andlise estatistica

As analises estatisticas foram feitas para os testes de viabilidade,
inducdo de apoptose e caspases utilizando o programa Graph Pad verséo 5.0.
Para todos os experimentos, foi utilizado o teste estatistico One-way ANOVA.
As diferencas significativas foram consideradas como P<0,05, P<0,01 e
P<0,001.
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5. RESULTADOS

5.1 - Caracterizacao dos compostos de coordenacao

Os compostos de coordenacao de cobre(ll) foram caracterizados por
andlise elementar (C, H e N), espectroscopia no infravermelho, espectrometria
de massas com ionizacdo por electrospray ESI(+)-MS e ESI(+)-MS/MS,
voltametria ciclica, condutivimetria e tiveram o0s seus pontos de fuséo
determinados. Essas caracterizagcoes foram relatadas previamente por Lopes,
2012. Portanto, serdo apresentados para os compostos de cobre apenas 0s
valores da andlise elementar e ponto de fusdo (ambos apresentados na
metodologia), e os espectros de infravermelho, obtidos novamente com a
finalidade de confirmar se tratar dos mesmos compostos caracterizados por
Lopes.

Os compostos de zinco, por serem inéditos na literatura, foram
caracterizados pela primeira vez através de analise elementar, espectroscopia
de infravermelho, espectrometria de massas com ionizacdo por electrospray
ESI(+)-MS e ESI(+)-MS/MS, condutivimetria e tiveram 0s seus pontos de fusdo

determinados.

5.1.1 - Anélise na regido do infravermelho do ligante La e dos complexos de

cobre (Cua) e zinco (Zna)

Os espectros no infravermelho do ligante La e de seus complexos de
cobre e zinco sdo apresentados na figura 24. Os valores das principais
absorcdes sdo apresentados na tabela 1.

O espectro vibracional na regido do infravermelho do ligante La
apresenta uma banda larga entre 3550 e 2800 cm™ referente ao grupo O-H do
fenol e do &lcool presentes na molécula deste ligante. Na regido de 3057 cm™
observa-se uma banda atribuida ao estiramento C-H dos anéis aromaticos. A
regido entre 2930 e 2833 cm™ apresenta bandas atribuidas & deformacéo axial
C-H oriundas dos carbonos alifaticos da molécula. As bandas referentes as
deformacgbes axiais dos grupos aromaticos (C=C e C=N) sdo observadas na
regido entre 1581 e 1489 cm™. Em 1269 cm™, observa-se uma banda que

indica a vibragdo assimétrica do grupo C-O-C da funcdo éter. Observa-se
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também uma banda em 1242 cm™, sendo esta atribuida tentativamente a
sobreposicao da vibragdo simétrica do grupo éter (C-O-C) com a vibragdo C-O
do fenol (Silverstein e Webster, 2000). No espectro do ligante, a intensidade
das bandas em 1269 e 1242 s&o praticamente iguais.

Os espectros no infravermelho dos compostos Cua e Zna apresentam
bandas referentes ao ligante La, confirmando a presenca deste na estrutura
dos complexos, sendo que algumas bandas sofreram deslocamento apds a
complexacéo. Acima de 2400 cm™, o espectro é dominado por duas bandas
alargadas, uma centrada aproximadamente em 2700 cm™ e a outra em 3330
cm™, as quais podem ser atribuidas as vibragdes O-H do grupo &lcool e do
grupo fenol. J& no composto Zna, a banda alargada esta deslocada para menor
ndmero de onda, estando centrada aproximadamente em 2600 cm™, sendo
tipica de vibracdo O-H, formando ligacdo de hidrogénio, o que estaria
caracterizando que o grupo alcool esta protonado.

Sao observadas também bandas referentes a deformacdo C-H dos
grupos aromaticos em 3051 e 3048 cm™, referentes a Cua e Zna,
respectivamente. As bandas referentes a deformacdes axiais C-H alifatico nos
dois compostos sdo observadas na regido entre 2930 e 2702 cm™. S&o
observadas bandas referentes a deformacdes axiais dos grupos C=C e C=N na
regido entre 1612 e 1500 cm™.

Assim como observado no ligante, nos espectros dos complexos sao
observadas bandas intensas em 1269 e 1240 cm™, sendo estas atribuidas as
vibrag6es do grupo éter. Nos espectros dos complexos surgiram novas bandas
em 1298 e 1302 para o complexo de cobre e de zinco, respectivamente. Estas
bandas sao atribuidas a vibracdo do grupo C-O do fenol coordenado aos ions
metalicos e por isso ndo foram observadas nos espectro do ligante. E
importante verificar que no espectro do ligante as bandas em 1269 e 1242
apresentam a mesma intensidade. Ja no caso dos complexos, as bandas
préximas a 1240 possuem intensidade inferior a banda em 1269. Por isso,
propde-se que a banda observada em 1242 cm™ no espectro do ligante deve
ser composta pela sobreposicéao de duas vibragdes, C-O-C (éter) e C-O (fenol),
sendo que esta Ultima se desloca para 1300 cm™ apdés a complexacao,

resultando na diminuicéo da intensidade da banda préxima a 1240 cm™.
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Figura 24: Espectros na regido do infravermelho para o ligante La e seus complexos

Cua e Zna.

Tabela 1: Principais absorgdes observadas no espectro de infravermelho do ligante La
e dos complexos Cua e Zna, com suas respectivas atribuicoes

Absorcado (cm™) La Cua Zna
v OH 3500 - 2800 3450 e 3381 3350
v CHaromatico 3053 3051 3048
Vas CH> 2928, 2833 2965, 2872 2930, 2857
vs CH; 2833, 2721 2872, 2733 2702
v C=C: v C=N 1595, 1581, 1508, | 1612,1595, 1577, | 1606, 1594, 1576,
1489 1508, 1508
vas C-O-C 1269 1269 1269
v C-0O-C + C-0? 1242 1240 1242
v C-O? 1242 1298 1302
0 CH aromatico 1103 1111 1119
y-CHb; B-anel® 792, 756 791, 766 799, 760

a= deformagédo axial de C-O de fenol; b= deformacao C-H fora do plano de heteroaromaticos;
c= deformacéao do anel heteroaromatico.
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5.1.2 - Anélise na regido do infravermelho do ligante L3 e dos complexos de
cobre (Cup) e (Znp)

Na figura 25, sdo apresentados 0s espectros no infravermelho do ligante
LB e de seus complexos de cobre e zinco. Os valores das principais absor¢cdes
sao apresentados na tabela 2.

O espectro vibracional na regidao do infravermelho do ligante LB
apresenta uma banda estreita em 3452 cm™, sendo tipica de vibragdo O-H sem
ligacdo de hidrogénio. Em 3053 cm™ observa-se uma banda referente a
deformacdo C-H dos grupos aromaticos. Na regido entre 2949 e 2835 cm™,
observam-se bandas intensas atribuidas a deformacéo axial C-H oriundas dos
carbonos alifaticos da molécula. Na regido entre 1627 e 1508 cm™ s&o
observadas bandas referentes as deformacdes axiais dos grupos C=C e C=N.
Em 1269 cm™ e 1217 cm™ observam-se as bandas atribuidas as vibracées
assimétrica e simétricas do grupo éter. Assim como proposto para o ligante La,
sugere-se que a vibracdo C-O do grupo fenol esteja sobreposta pelas bandas
do grupo éter (Silverstein e Webster, 2000).

Os espectros no infravermelho dos compostos Cup e Znf3 sdo similares.
Apresentam bandas referentes ao ligante LB, confirmando a presenca deste na
estrutura do complexo. Entre 3350 e 2500 cm™, observam-se duas bandas
alargadas, sendo as mesmas atribuidas aos grupos O-H do é&lcool e do fenol,
formando ligacdo de hidrogénio no composto CuB. Ja no composto Znf, o
grupo O-H apresenta uma banda estreita em 3464 cm™.

S&o observadas bandas referentes a deformacdo C-H dos grupos
aromaticos em 3051 e 3059 cm™, referentes a Cup e ZnB, respectivamente. As
bandas referentes a deformacdes axiais C-H alifatico de Cuf e ZnB séo
observadas na regido entre 2962 e 2729 cm™. Sdo observadas bandas
referentes a deformacdes axiais dos grupos C=C e C=N na regido entre 1612 e
1500 cm™ nos espectros dos dois compostos. A presenca do grupo C-O-C é
confirmada pela presenca de bandas em 1260 cm™ e 1217 no composto Cup e
1263 cm™ e 1214 no composto ZnB. Em 1300 cm™ e 1301 cm™ observa-se
uma banda referente ao grupo C-O do fenol nos compostos Cuf e Zng,

respectivamente.
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Figura 25: Espectros na regido do infravermelho para o ligante L e seus complexos
CuBezn

Tabela 2: Principais absor¢des observadas no espectro de infravermelho do ligante L3
e dos complexos Cup e Zn[3, com suas respectivas atribui¢des.

Absorcdo (cm™) LB Cup ZnB
v OH 3452 3350 — 2500 3464
v CHaromatico 3053 3051 3059
Vas CH2 2949, 2872 2962, 2893 2930
vs CHz 2835 2833 2858, 2729
CoCivOoN | 1627, 1599, 1508 | 1612 112%%, 1558, 161125,0175’93,
Vase Vass C-O-C 1269, 1217 1260, 1217 1263, 1214
v C-0O? 1269 1300 1302
8 CH aromatico 1118 1111 1184
y-CH’; p-anel” 839, 763 844, 766 847, 757

c= deformacao do anel heteroaromatico.

a= deformacé&o axial de C-O de fenol; b= deformacdo C-H fora do plano de heteroaromaticos;
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5.1.3 - Analise de Condutividade elétrica dos compostos de zinco

As medidas de condutividade elétrica dos complexos foram realizadas
em solucdo de dimetilformamida, na concentracdo de 1,0 x 10° mol L™
Segundo Geary (1971), as espécies presentes nas solu¢bes dos complexos
podem ser consideradas como nado-eletrdlitas, pois apresentaram
condutividade inferior a 65,0 uS/cm. Os valores obtidos nas medidas de

condutividade dos complexos sao apresentadas na Tabela 3.

Tabela 3: Dados da analise de condutividade elétrica para os complexos Zna e Znf3

Complexo Condutividade (uS/cm) Espécie de eletrdlito’
Zna 14,99 nao-eletrolito
Znp 15,65 nao-eletrolito

' Atribuicdo segundo Geary (1971).

5.1.4 - Espectrometria de massas com ionizagéo por electrospray [ESI-(+)-MS]
dos compostos de coordenacgéo de zinco

Os espectros de ESI-(+)-MS em solu¢do agua:metanol (1:1) para os
complexos Zno (Figura 26) e Znp (Figura 27) sdo bastante semelhantes,
ambos 0s espectros apresentam sinais de m/z 309, 415, 477, 957 e 993. Os
sinais de m/z 309 e 415 sdo referentes ao ligante La, correspondendo,
respectivamente, ao cation formado pelo ligante protonado apés a perda de um
metileno e um fenol [CigH2N,O,]" e ao cation do ligante protonado
[C26H27N203]".

O sinal de m/z 477 representa o cation mononuclear formado por um
centro metalico de Zn(ll) coordenado a uma molécula do ligante
monodesprotonado [C2sH2sN203Zn]". Os sinais de m/z 957 e 993 representam
cations binucleares, o primeiro deles é formado por dois centros de Zn(ll)
coordenados a duas moléculas do ligante, onde um dos ligantes estd com o
fenol desprotonado e o outro com o fenol e o alcool desprotonados (m/z 957)

[Cs2H4oN4OsZn,]". A outra espécie € formada por dois centros de Zn(ll)
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coordenados a duas moléculas do ligante com o fenol desprotonado e a um
cloreto (m/z 993) [Cs2Hs0CIN4OsZN3]".

Além destes sinais, 0 espectro do complexo Zna apresenta um sinal de
m/z 371, referente ao cation formado por uma molécula do ligante apds a perda
de um metileno e um fenol coordenado a um centro metélico de Zn(ll)
[C19H10N202Zn]". O espectro obtido para o complexo Znp também apresenta
sinais adicionais de m/z 437, 513 e 891. O cétion de m/z 437 é formado por
uma molécula do ligante e um jon sodio [CosH26N203sNa]’, o de m/z 513 é
formado por um centro metalico de Zn(ll) coordenado a uma molécula do
ligante e um ion cloreto [CysH26CIN,O3Zn]" e 0 de m/z 891 é formado por um
centro de Zn(ll) coordenado a duas moléculas do ligante, estando uma delas
monodesprotonada, [Cs;Hs:N4OeZn]*. As Figuras 28 e 29 apresentam
propostas para as estruturas das principais espécies observadas nos espectros
de ESI-(+)-MS para os dois complexos. Todas as estruturas apresentadas
foram confirmadas através da conferéncia dos perfis isotopicos teoricos e

experimentais.
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Figura 26: Espectro de ESI-(+)-MS obtido para o composto Zna em agua:metanol
(1:2).
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5.2 - Avaliacao do efeito dos compostos na viabilidade celular

O experimento para avaliagdo do efeito citotdxico dos compostos foi
realizado através do microensaio colorimétrico utilizando MTT (3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil brometo tretazolico). Este teste € utilizado como
teste padrdo para avaliar a atividade citotéxica e tem se mostrado promissor
para a predicdo “in vitro” de atividade biolégica de novos compostos frente a
linhagens de células cancerigenas humanas. Neste ensaio, 0 MTT € reduzido
pela succinato desidrogenase, presente na mitocondria, formando um
precipitado de cor purpura, chamado formazam, quantificado por
espectrofotometria. O resultado deste ensaio € dependente da populacdo de
células metabolicamente ativas capazes de reduzir o MTT, o que reflete o
estado geral da mitocdndria e consequentemente a viabilidade celular (Albrecht
et al., 2004).

Os resultados mostraram que os compostos de coordenacéo de cobre,
mas néo os de zinco, foram capazes de reduzir de maneira significativa a
viabilidade celular tanto das linhagens leucémicas U937 e THP-1 (Figura 30)
quanto das linhagens melanémicas SKMEL-5 e B16F0 (Figura 31) apds 36
horas de incubagdo de maneira concentracdo dependente. O ligante La
também demonstrou ser muito ativo frente as linhagens testadas, porém o
mesmo nao acontece com seu isdmero LB, que nao foi capaz de reduzir a
viabilidade de nenhuma das linhagens. O DMSO (dimetilsulfoxido), veiculo
utilizado para a dissolugcéo dos compostos, ndo afetou a viabilidade celular das
linhagens testadas. O sal de cobre utilizado para a reacdo de complexacédo
com os ligantes também demonstrou ndo afetar a viabilidade das células
(Lopes, 2012).
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*P<0,01, **P<0,001, valores estatisticamente significantes em relagdo ao controle

negativo (zero).



71

SKMEL (36h)

Znp

Cup

Lp

Zno

Cua

Lo

¥ WzzzzzzzzzzzzzAa
*x NezzzzzzzzzzzzzzzazA
izzzzzzzzzzzzazA
iizizzzzzzzzzzzzzzzzA
pliizzzzzzzzzzzzzzzzzza
pizzzzzzzzzzzzzzazazAa

x S
¥ N
AN

HVV/////V///V/////V/////V///V///A
ARSI
A R RN

L

*kk

{

CF oot

iF0S
——— FS¢

H - OSINd

[
002
i —F oot
£ " o0S
H

F GC
- OSINd
- 0

T T T T
o (@] (=] (@] o
[s¢] © < N

(%) rejn@2 apepljiqeIn

1004 T

Concentragéo (uM)

B16F10 (36h)

Znp

Cup

Lp

Zno

Cua

Lo

77777777
N 27777777727,
777777,
77277777
A AN AR
7777
SNNWW

m SN
SNRNNNNW

T T TTTTTTTTTTI G
T O
T

- OSINd

T

= 00C
= 00T
- 0S

* H

- GC

- OSINd

- 0

T T T T
[c¢] © < N

(%) Jtein@o apepijigqeIn

1004 'I'

(@] o (=] o o

Concentracao (uM)

Figura 31: Avaliacdo da viabilidade celular das linhagens melandémicas SK-MEL-5 e

o com os compostos

36 horas de incubac¢

z

, apos

(La e LB) e com os compostos de coordenag

B16F10, pelo ensaio de MTT (n = 3)

O zero significa o controle

ao.

negativo do teste (células e meio de cultura). A concentragdo do DMSO foi de 0,2%.
*P<0,05, **P<0,01, ***P<0,001, valores estatisticamente significantes em relacdo ao

controle negativo (zero).

organicos



72

Com a finalidade de verificar a seletividade (normal x tumoral) dos
compostos mais ativos (La, Cua, Cuf e cisplatina) , foi avaliada a viabilidade
das células mononucleares do sangue periférico (PBMC) nas mesmas
condicbes e concentracbes utilizadas para as células neoplasicas. Os
resultados mostram que somente o composto Cua reduziu de maneira muito
discreta, quando comparado a cisplatina, a viabilidade das células normais

(PBMC), como mostrado na figura 32.
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Figura 32: Avaliagdo da viabilidade celular de células mononucleares do sangue
periférico (PBMC), pelo ensaio do MTT (n=3), ap6s 36 horas de incuba¢cdo com o
composto orgénico (La) e com os compostos de coordenacdo. O zero significa o
controle negativo do teste (células e meio de cultura). A concentragdo do DMSO foi de
0,2%. *P<0,05, **P<0,01, ***P<0,001, valores estatisticamente significantes em
relagéo ao controle negativo (zero).

Para efeito de uma melhor comparacéo da atividade entre os compostos
foi calculado o indice de citotoxicidade 50% (ECsp), ou seja, a concentracao
capaz de matar ou reduzir a viabilidade celular em 50%. A ECs foi determinada
a partir das curvas dose resposta (figuras 30, 31 e 32) utilizando o programa
GraphPad Prism versao 5.0. Os resultados da ECs estdo apresentados na
tabela 4.
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Pode ser observado na tabela que o composto Cua foi 0 mais ativo e
teve atividade superior a da cisplatina para todas as linhagens. Para linhagem
de melanoma B16F10 esse composto foi 3 vezes mais ativo que a cisplatina. O
composto Cuf3 e o ligante La tiveram atividade similar a da cisplatina para as
linhagens U937, THP-1 e SKMEL-5, porém foram cerca de 2 vezes mais ativos
para linhagem B16F10 do que a cisplatina. Ja& para células normais (PBMC)
podemos observar na tabela que os compostos de cobre bem como o ligante
La foram cerca de 4 vezes menos téxicos quando comparados a cisplatina, o
que demonstra uma maior seletividade desses compostos para células

cancerigenas.

Tabela 4: ECso (UM) dos compostos sobre a viabilidade celular baseado no ensaio de
citotoxicidade celular por MTT

Compostos (UM)

Linhagens La Cua Zna LB Cup Zng Cisplatina
U937 26+1,06 14+1,05 >200 >200 35+1,04 >200 16 £1,02
THP-1 37+1,12 11+1,01 >200 >200 27+1,13  >200 29+1,06
SK-MEL-5 50+1,04 281,07 >200 >200 40+1,03 >200 39+11
B16F10 45+1,13 35+1,15 >200 >200 53+1,12 >200 100 + 1,07
PBMC >200 166 + 1,1 ND* ND* >200 ND* 44 +£1,04

*ND - Ndo determinado

5.3 - Determinacéao da toxicidade dos compostos in vivo (DLsp)

A fim de verificar se a baixa toxicidade do composto Cua (que foi 0 mais
ativo nos ensaios de MTT) em relacdo a cisplatina também se mantinha in vivo,
camundongos da linhagem C57BL/6, com 4-5 semanas de vida, foram
separados em grupos de 4 animais para cada condicdo de tratamento. As
concentracOes utilizadas para o composto Cua foram: 13.75, 27.5, 55 e 110
mg kg™. A figura 33 mostra a porcentagem de animais vivos de acordo com a
concentragcédo crescente do composto. Os animais foram acompanhados por
até 30 dias. A DLsp (dose capaz de matar 50% dos animais) para o0 composto
Cua foi de 55 mg kg™ ou 9,40x10% mmol kg™ contra 6,6 mg kg™ ou 2,2x1072

mmol kg™ da cisplatina (dados obtidos para camundongos pelo biotério da




74

USP, 2005). Esse resultado corrobora os dados do MTT com as células
normais, demonstrando que o composto Cua € cerca de 4 vezes menos toxico

do que a cisplatina também in vivo.

Cua - 30 dias

100

Animais vivos (%)
a
e

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100110120

mg/kg

Figura 33: Ensaio de toxicidade in vivo do composto Cua. Os animais foram
inoculados via intraperitoneal com diferentes concentragbes do composto. O grafico
mostra a porcentagem de animais vivos de acordo com a concentragédo do composto
Cua.

O ensaio de viabilidade celular (MTT) e o ensaio in vivo da DLs
permitem uma avaliacdo da atividade e seletividade dos compostos frente as
células cancerigenas e normais. Entretanto, apesar de serem ensaios padrdes
esses testes ndo fornecem informacdes mais precisas sobre 0s mecanismos
de acdo dos compostos e se limita apenas a fornecer um screenig inicial de
atividade com o intuito de fazer uma triagem dos compostos mais ativos e

promissores.
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5.4 - Avaliacao do tipo de morte celular mediada pelos compostos

5.4.1 — Avaliagao de morte celular por microscopia de fluorescéncia

A microscopia de fluorescéncia para visualizacdo de morte celular utiliza
fluorocromos que se intercalam no DNA. Para este ensaio foi realizada uma
dupla marcacdo com os corantes laranja de acridina e brometo de etidio. Este
€ um método simples e preciso para se avaliar o tipo de morte de um
determinado composto (Remoize et al., 1998; Nafisi et al., 2007).

Laranja de acridina, um corante vital, entra nas células através da
membrana intacta e interage com o DNA pelo intercalamento de bases ou
interacdes eletrostaticas. Quando ligada ao DNA se torna espectralmente
similar a fluoresceina, com um méaximo de excitagdo em 502nm e maximo de
emissdo em 525 nm, resultando em uma coloracdo verde. Ao contrario o
brometo de etidio é capaz de penetrar apenas em células com membrana
rompida e deixa o nucleo com uma coloracdo alaranjada (Kosmider et al.,
2004).

Para este ensaio apenas 0s compostos que demonstraram atividade nos
testes de MTT foram utilizados (Cua, CupB, La e Cisplatina). As caracteristicas
morfolégicas do nlcleo das linhagens neoplasicas foram observadas nos
tempos de 12, 24 e 36 horas e as células foram discriminadas em normais,
necroticas ou apoptéticas. Os parametros para discriminacao das células estédo
descritos na metodologia (figura 23). A fim de facilitar a visualizacdo dos
resultados apenas os dados para apoptose séo apresentados.

Avaliando-se as diferentes concentracbes nos tempos estudados,
observou-se que, de forma geral, a inducdo de apoptose é um processo tempo
e concentracdo dependente, e que os compostos Cua e Cuf induziram
aproximadamente 100% de apoptose na maior concentracdo testada apos 24
horas de incubacdo em todas as linhagens estudadas (figuras 34-37). Para o
composto Cua, frente a linhagem SK-MEL, concentracdes acima de 100 pM
sao toxicas induzindo altas taxas de necrose (dados ndo mostrados). O ligante
La também foi capaz de induzir apoptose nas linhagens testadas de maneira

tempo e concentracdo dependente.
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A atividade do sal de cobre ja foi demonstrada separadamente em
outros trabalhos do nosso grupo (Bull, 2008), com a ICsy, baseada no ensaio de
MTT, ficando acima de 200 puM. Isso demonstra que o cloreto de cobre sozinho
tem uma atividade muito inferior a dos complexos (Cua e Cuf) e a do ligante
La.

Esses resultados reforgam os resultados de MTT, demonstrando que 0s
compostos de cobre sdo mais ativos do que a droga cisplatina para as
linhagens de melanoma e igualmente ativos para linhagens leucémicas. Além
disso, mostra que a complexacéo dos ligantes a e B como o sal de cobre foi

eficaz em aumentar atividade dos compostos finais (Cua e Cup).
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5.3.2 — Avaliagdo da Externalizacdo de fosfatidilserina (marcagédo com Anexina
V e lodeto de Propidio)

A fim de confirmar o processo de apoptose observado pela microscopia
de fluorescéncia, todas as linhagens foram submetidas a dupla marcagdo com
Anexina V e PI. A partir desse item as 4 linhagens foram tradas apenas com o
composto Cua (50 e 100 uM) por ter se mostrado como mais ativo, tanto nos
ensaios de MTT quanto nos ensaios de microscopia de fluorescéncia e também
com a cisplatina para fins comparativos. Apés 12 horas de incubacdo as
células foram marcadas e analizadas no citometro de fluxo. Células que estédo
em apoptose primaria, sdo marcadas com anexina V somente. Células em
necrose secundaria (apoptose-necrose) sdo marcadas com Anexina V e Pl.
Células em necrose sdo marcadas somente com Pl e células normais néo
sofrem nenhum tipo de marcacéo.

As figuras 38 e 39 mostram que o composto Cua foi capaz de induzir
apoptose em todas as quatro linhagens de maneira concentracdo dependente,
corroborando com os dados de microscopia de fluorescéncia.

Para as linhagens leucémicas (THP-1 e U937) 100 uM do composto Cua
foi capaz de induzir mais de 90% de morte celular por apoptose, chegando a
valores similares aos do composto cisplatina (figura 38).

Para ambas as linhagens melanémicas o composto Cua foi mais ativo
do que a cisplatina nas duas concentracdes testadas. No entanto, para
linhagem de melanoma humano SK-MEL-5, 100 uM desse composto induziu
56,11% de necrose (figura 39), mostrando que concentracbes acima desse
valor podem ser muito toxicas para essas células, como visto também pela

microscopia de fluorescéncia (figura 37).
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5.3.3 — Avaliacao do ciclo celular (Sub-G1) por citometria de fluxo

. A citometria de fluxo também é utilizada para identificacdo da
distribuicBo das células durante as fases do ciclo celular. As fases séo
distinguidas, a partir do conteddo do DNA, em fase G1 (crescimento 1), S
(sintese) e G2/M. As fases G2 (crescimento 2) e M (mitose) do ciclo celular
aparecem na mesma regido do histograma por possuirem conteudo de DNA
semelhante (Nunez, 2001). Nos estagios tardios da apoptose o DNA é clivado
por endonucleases em fragmentos de 200 pb ou multiplos. O processamento
das amostras, como descrito no item 4.4.8, remove o DNA fragmentado e as
células com baixo conteaddo de DNA aparecem na regido Sub-G1 do
histograma (Gong et al., 1994). A presenca da populacao celular na nesta fase
do ciclo pode ser considerado como um indicativo de morte celular por
apoptose.

O composto Cua e a cisplatina foram avaliados novamente nas
concentracbes de 50 e 100 pM, porém no tempo de 24 horas, ja que a
clivagem do DNA ocorre apés a externalizacdo de fosfatidilserina. Nas Figuras
40-43 estdo apresentados, respectivamente, os histogramas com porcentagem
de distribuicdo das células U937, THP-1, B16F10 e SK-MEL5 de acordo com a
fase do ciclo celular. A porcentagem de células do controle (ndo tratadas) em
sub-G1 foi de 0,26%, 0,55%, 1,23% e 7,47% para as linhagens U937, THP-1,
B16F10 e SK-MELS5 respectivamente.

Pode-se observar que o composto Cua promoveu um deslocamento
acentuado da populacédo de células neoplasicas para a fase sub-G1 do ciclo
celular para todas as linhagens testadas. Novamente tanto composto Cua
qguanto a cisplatina foram mais eficazes para as linhagens leucémicas (U937 e
THP-1) do que para as melanémicas (B16F10 e SK-MEL5). Pode-se confirmar
também a resisténcia da linhagem B16F10 a cisplatina, com aproximadamente

apenas 10% de células em sub-G1 na concentracdo de 100 pM.
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A presenca de populacédo celular na fase Sub-G1 do ciclo celular mostra
que o composto Cua induz um efeito citotoxico através da inducdo de morte
celular por apoptose, confirmando os dados anteriores de microscopia de

fluorescéncia e de marcacéao de fosfatidilserina com anexina V.
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Figura 40: Histograma referente a analise do ciclo celular da linhagem U937, apds 24
horas de incubagdo com os compostos de coordenagao (Cua e Cisplatina). Células
controle ndo foram submetidas ao tratamento com 0s compostos.



86

Eventos

Controle
= SubG, G, S G:M
= 0 3
= Sub-Gy = 0,55%
3 Gy =60,33%
g S =19,49%
b4 GoIM = 20,31%
[
o 4
0 FL2-A =8
Cua 50uM Cua 100pM
§ Sub-Gy Gy, S GoM ) § Sub-G; Gy S GsM
Sub-Gy ~ 68,99%
Sub.Gy = 66,71% - Gy =2,93%
Gy =16,68% S S =14,38%
S =12,20% [ GAM = 13,92%
Ga/M = 5,90% L1>J
o L - Y
0 FL2-A 255 0 FL2-A 255
Cis 50uM Cis 100puM
S, SuG G, 5 G:M . S S®6. G, s, GM -
g Sub-Gy = 67,43% Sub.Gy = 76,83%
c Gy =10,36% g Gy =1,02%
o S = 16,72% c S =11,63%
w G2/M = 6,44% 3 GiM = 10,92%
oak o5 o
FL2-A - 0 FI2.A 8

Figura 41: Histograma referente a andlise do ciclo celular da linhagem THP-1, apés 24
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5.3.4 - Eletroforese em gel de agarose

O método, conhecido como DNA laddering (Williamson, 1970) foi
utilizado para verificar a fragmentacédo internucleosomal do DNA das células
neoplasicas, para confirmar de forma qualitativa a morte celular por apoptose
observada pela anélise do ciclo celular (Sub-G1).

Assim como para analise do ciclo celular as células foram incubadas por
24 horas com 50 e 100 uM do composto Cua. ApOs esse tempo as células
foram submetidas a extracdo de DNA gendmico e as amostras de DNA
isoladas foram submetidas a eletroforese em gel de agarose como descrito no
item 4.4.9.

Como pode ser observado na figura 44, o composto Cua foi capaz de
induzir fragmentacdo do DNA nas linhagens U937, THP-1 e SK-MELD5 tanto em
50 uM quanto em 100 uM apds 24 horas de incubagado. Na linhagem B16F10
apenas em 100 uM foi observado o padrdo de fragmentacéo caracteristico do
processo de apoptose, evidenciando mais uma vez uma maior resisténcia
dessa linhagem. A fluorescéncia levemente mais fraca para linhagem SK-MEL5
em 100 yM é mais um indicativo que parte das células comeca a entrar em
processo de morte por necrose a partir dessa concentracao.

u937 THP-1 B16F10 SK-MEL-5
50uM

Controle

100pM

Controle 50puM 100pM Controle 50uM 100pM

i

Figura 44: Eletroforese em gel de agarose para deteccao de fragmentacdo do DNA
em oligonucleotideos nas linhagens U937, THP-1, B16F10 e SKMEL-5 apos
tratamento com 50 e 100 uM do composto Cua durante 24 horas.

Controle 50uM 100pM
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5.4 — Avaliacdo da via apoptética ativada pelo composto Cua

A fim de avaliar a via apoptética de atuacdo do composto Cuq,
utilizamos um conjunto de técnicas que nos permitiram propor uma possivel via
de acao, além de confirmar outras caracteristicas do processo de morte celular

por apoptose.

5.4.1 — Avaliacao do potencial de membrana mitocondrial (PMM)

A avaliacdo do potencial de membrana mitocondrial pode ser feita
utilizando o marcador catiénico lipofilico fluorescente JC-1 (iodeto de 5,5,6,6'-
tetracloro- 1,1°,3,3'-tetraetilbenzimidazolilcarbocianina) que difunde livremente
para o interior da célula. Na mitocondria, que apresenta potencial de membrana
normal, a carga residual negativa da matriz mitocondrial, gerada pelo
bombeamento de prétons para o espaco intermembranoso, permite o acumulo
deste fluorocromo no interior da mitocondria. Quando a concentra¢do do JC-1
se torna elevada na matriz mitocondrial ele forma agregados que fluorescem na
regido do vermelho. A forma monomérica do JC-1 emite fluorescéncia verde,
assim, em células onde ocorreu o colapso do potencial de membrana
mitocondrial ndo ocorre a formacdo de agregados de JC-1 e as células
apresentam citoplasma com fluorescéncia verde (Smiley et al.,, 1991;
Cossarizza et al.,, 1993). O citdbmetro de fluxo quantifica as células que
possuem mitocondria normal e com potencial de membrana alterado por meio
do detector FL1 (fluorescéncia 1) que capta luz na regido do verde (510-527
nm) e do detector FL2 (fluorescéncia 2) que capta luz na regido do laranja
(585-590 nm).

As células foram incubadas com 50 e 100 pM dos compostos Cua e
Cisplatina por 12 horas. Esse tempo foi escolhido baseado nos experimentos
anteriores, ja que a exposicao de fosfatidilserina comecga a acontecer um pouco
antes disso e a fragmentacao do DNA acontece depois.

As figuras 45 e 46 mostram os resultados na forma de graficos Dot-plots,
que representam os parametros de intensidade de fluorescéncia verde (FL1) e

vermelha (FL2). A porcentagem de células com dissipacdo do potencial
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mitocondrial de membrana foi determinada a partir da reducédo da intensidade
de fluorescéncia vermelha das amostras. Pode ser observado nos controles,
para todas as linhagens avaliadas, que a populacdo celular se concentra
predominantemente no quadrante “B” que corresponde a regido do grafico Dot-
plot onde se encontram células com mitocdndrias viaveis (FL2).

Para todas as linhagens submetidas ao tratamento com 0S compostos
Cua e Cispatina, foi verificado um deslocamento da populagédo celular do
quadrante “B” para o quadrante “D”, onde se observa células com dissipacéo
do potencial mitocondrial de membrana (FL1).

O composto Cua foi capaz de reduzir o potencial de agdo da membrana
mitocondrial em mais de 90% para as linhagens U937, THP-1 e B16F10 e em
quase 90% para linhagem SK-MELD5, além de novamente ter se mostrado mais
eficaz do que a cisplatina, principalmente para linhagem B16F10,

comprovadamente a linhagem mais resistente.
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Figura 45: Dot-plots da analise do potencial de membrana mitocondrial, por citometria
de fluxo, para as linhagens U937 e THP-1 submetidas a incubacdo de 12 horas com
os compostos de coordenacgdo (Cua e Cisplatina). Quadrante B, células possuindo
mitocondrias com potencial de membrana normal, quadrante C células possuindo
mitocéndrias com perda do potencial de membrana.
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Figura 46: Dot-plots da andlise do potencial de membrana mitocondrial, por citometria
de fluxo, para as linhagens B16F10 e SK-MEL5 submetidas a incubagdo de 12 horas
com os compostos de coordenagcdo (Cua e Cisplatina). Quadrante B, células
possuindo mitocondrias com potencial de membrana normal, quadrante C células
possuindo mitocondrias com perda do potencial de membrana.
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5.4.2 — Avaliagdo da morfologia mitocondrial por Microscopia de Fluorescéncia
e Microscopia Eletronica de Transmisséo (MET)

Para verificar se a perda de potencial de membrana mitocondrial esta
relacionada com mudancas morfologicas nas mitocondrias, foi realizado a
anélise morfologia das mitocondrias através da microscopia de fluorescéncia e
MET.

A microscopia eletrbnica de transmissdo € considerada uma das
melhores técnicas para avaliacdo das organelas celulares e das mudancas
ultraestruturais (Salehnia et al.,, 2002) ocorridas durante a morte celular
programada, sendo, portanto, um dos métodos mais confiveis e eficientes em
demonstrar alteracdes morfolégicas com maior precisao.

A microscopia de fluorescéncia foi utilizada em conjunto com a MET
para avaliar de maneira geral o comportamento das mitocondrias durante o
processo de apoptose. Para esse ensaio foram utlizados os corantes
Mitotracker® Red CMXRos e Hoechst. O primeiro entra nas células por difusao
passiva e se acumula nas mitocondrias ativas, fluorescendo em vermelho. O
corante Hoechst entra livremente nas células e se liga a acidos nucleicos,
principalmente DNA, corando o nacleo em azul.

Células da linhagem U937 foram tratadas com 50 uM do composto Cua
durante 12 e 24 horas. Apds esse tempo, as células foram lavadas e
processadas de acordo com os itens 4.4.11 e 4.4.12 para posterior visualizacao
em microscopio eletrbnico de transmissdo e microscopio de fluorescéncia
respectivamente.

A figura 47-A mostra células controle, sem o tratamento com o composto
Cua. Nessas céulas € possivel ver na fluorescéncia o nucleo proeminente em
azul e uma fina linha vermerlha na periferia das células, correspondendo as
mitocondrias. Na micrografia eletronica as mitocondrias aparecem com o
conteudo mais eletrodenso e sem nenhuma alteracdo morfolégica (cabeca de
setas). Também é possivel perceber a intergridade do reticulo endoplasmatico
proximo as mitocondrias. As figuras 47-B e 47-C mostram alteracdes nas
mitocondrias apds tratamento com 50 uM do composto Cua. Em 12 horas ja é

perceptivel na florescencia o espalhamento das mitocndrias pelo citoplasma,
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possivelmente devido ao inicio do encolhimento do ndcleo. Na microscopia
eletronica € possivel verificar alteracbes a membrana interna mitocondrial
(seta) e o colapso do reticulo endoplasmatico. Em 24 horas, o nlcleo aparece
com uma fluorescéncia mais intensa devido ao aumento da condensacédo da
cromatina e a fluorescéncia mitocondrial se dissipa devido a perda do pontecial
de acdo da membrana mitocondrial. Nas microscopia eletronica € possivel
observar um avancgado processo de vacuolizagdo mitocondrial.

Esses resultados em conjunto com os dados de citometria para o
potencial de membrana mitocondrial demonstram o colapso mitocondrial a
partir de 12 horas de incubacdo com o composto Cua e confirmam a ativacéo

da via mitocondrial no processo de morte celular programada por apoptose.
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Figura 47: Mudancas morfolégicas em mitocdndrias de células U937 tratadas com
50uM do composto Cua durante 12 e 24h. A parte de cima da figura mostra imagens
de fluorescéncia de células U937 (objetiva de 100x) marcadas com mitotracker
(vermelho) e com o corante nuclear Hoechst (azul). A parte de baixo da figura mostra
alteracdes mitocondriais visualizadas por microscopia eletrbnica de transmisséo. (A)
Células controle. (B) Células incubadas com composto Cua por 12h. (C) Células
incubadas com o Cua por 24h. A cabeca de seta indica mitocdndrias com morfologia
normal (controle). As setas indicam mudangas morfoloégicas nas mitocondrias como
inchaco, deformacdo da membrana interna e vacuolizagéo.
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5.4.3 — Deteccéo da liberacao de citocromo C e Avaliacao do padrao de

ativacédo de caspases

A fim de confirmar os resultados anteriores e de esclarecer se a via
intrinseca da apoptose (via mitocondrial) é a Unica a ser ativada pelo composto
Cua, foram realizados dois experimentos distintos. O primeiro para detectar a
liberacdo de citocromo C em relacdo ao tempo de incubacéo da célula com o
composto, e 0 segundo para quantificar a atividade de caspases especifica da
via mitocondrial ou via de receptores de morte (via extrinseca). Para a
avaliacdo de atividade de caspases foram utilizados substratos para capase
efetora 3, comum as duas vias de apoptose, para as caspases 4 e 8,
especificas da via de receptores de morte e para as caspases 2 e 9,
especificas da via mitocondrial.

Células U937 foram incubadas com 50 uM do composto Cua durante os
tempos de 6, 12, 24 e 36 horas para deteccéo de citocromo C e 3, 6 e 12 horas
para avaliacdo da atividade das caspases. Para o ensaio de caspases a
cisplatina também foi utilizada, seguindo os mesmos parametros de incubacéo
do composto Cua, a fim de comparar alguma possivel diferenca no padrdo de
ativacado de caspases pelos dois compostos.

A figura 48 mostra que o composto Cua, na concentracdo de 50 uM,
induz liberacdo de citocromo C mitocondrial de maneira tempo dependente. O
grafico mostra que a medida em que o citocromo C aumenta na fracdo
citoplasmatica (FC) diminui na fracdo mitocondrial (FM), com as curvas se
encontrando entre 10 e 15 horas de incubacdo. Esses dados, juntamente com
os resultados do potencial de membrana mitocondrial e com as imagens das
microscopias de fluorescéncia e eletrbnica de transmissdo, confirmam que o
composto Cua age na mitocondria promovendo a liberacdo de citocromo C,

contribuindo assim, com o processo de morte celular por apoptose.
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Figura 48: Deteccdo da liberagdo de citocromo C em células U937 apds incubagéo
com o composto Cua por 6, 12, 24 e 36 horas (n=2). A deteccao da liberagdo do
citocromo c¢ foi feita utilizando o Kit-Cytochrome ¢ ELISA (Calbiochem®). FM, fracdo
mitocondrial. FC, frag&o citoplasmética.

A figura 49 mostra o padrao de ativagéo de caspases do composto Cua
e da cisplatina. Para o composto Cua é possivel observar que as caspases da
via mitocondrial (2 e 9) estdo ativas a partir de 6 horas (caspase 2) e 12 horas
(caspase 9), que corresponde ao tempo aproximado de liberacéo de citocromo
C pela mitocéndria. Em contrapartida as caspases da via de receptores (4 e 8)
ja estdo ativadas a partir das 3 horas de incubacdo. Para cisplatina as
caspases 2, 8 e 9 aparecem a partir das 6 horas e a caspase 4 ndo esta ativa
em nenhum dos tempos.

Esses dados demonstram que apesar da mitocondria participar do
processo de morte celular, o sinal apoptético, induzido pelo composto Cua,
provavelmente é disparado pela via extrinseca e é amplificado pela via
mitocondrial. O mesmo n&o ocorre com a cisplatina, onde o sinal apoptotico

parece comecar na mitocondria e entdo ativar as outras caspases.
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Figura 49: Avaliacdo da atividade das caspases 2, 3, 4, 8 e 9 em células U937 apls
incubagao com os compostos Cua e Cisplatina por 3, 6 e 12 horas (n=2). A atividade
das caspases foi avaliada utilizando o Colorimeter Sampler Kit (Invitrogen). *P<0,05,
**P<0,01, **P<0,001 valores estatisticamente significantes em relacdo ao controle

negativo (tempo zero).
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6 — DISCUSSAO

O cancer representa um dos mais graves problemas de saude em
diversos paises. Nas ultimas décadas, esse conjunto de doencas ganhou uma
dimensdo maior, convertendo-se em um evidente problema de saude publica
global.

Os varios tipos de cancer se originam devido ao mau funcionamento de
vérios sistemas de controle de uma célula (Sompayrac, 2004). Sem a acao
adequada dos sistemas de controle, essa célula mutante sofre uma
proliferacdo anormal que leva a formacdo de uma populacdo de células
tumorais que cresce ativamente. A progressdao do tumor continua com
mutacdes adicionais que ocorrem nas células em proliferacdo. Essas mutacfes
podem ter uma variedade de efeitos nas células, mas eventualmente resultam
em um crescimento ainda mais acelerado (Cooper, 1993).

A quimioterapia ainda é hoje o tratamento terapéutico mais utilizado
contra a maior parte dos canceres, sendo administrada sozinha ou em conjunto
com outras técnicas. No entanto, a resisténcia intrinseca e extrinseca a drogas
antitumorais é o maior obstaculo para o seu sucesso (Kohno et al., 2005).
Desta forma, existem diversas pesquisas em busca de novas drogas que
possam atuar de forma mais eficaz. Entre as abordagens utilizadas na busca
de novas drogas esta a sintese de compostos metalicos que possam interagir
com o DNA, baseada na descoberta de que o composto cis-[Pt(NH3).Cly]
(cisplatina) age através dessa interacdo (Burrows e Muller, 1998).

Os estudos dos processos bioquimicos e fisioldgicos envolvidos no
cancer mostram que a maioria dos farmacos antitumorais, organicos ou de
coordenacdo, como a cisplatina, promove a morte das células cancerigenas
pelo mecanismo de apoptose. As alteracdes genéticas das células tumorais
que ocorrem nos centros regulatorios da apoptose e de suas vias de
sinalizacao, tém enfatizado a maquinaria apoptética como um interessante alvo
potencial no planejamento de novos farmacos antitumorais.

Como ja relatado, a cisplatina entra livremente nas células tumorais e
tem como alvo celular principal o DNA, com o qual forma aductos. Esses

aductos, por sua vez, bloqueiam a replicacéo e a transcricdo do DNA induzindo
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morte celular através de mecanismos de apoptose ou necrose (Fuertes et al.,
2003).

Dentre os compostos de coordenacédo sintetizados pela equipe de
quimica bioinorganica do Laboratério de Ciéncias Quimicas alguns
demonstraram essa caracteristica de interacdo com o DNA. Fernandes e
colaboradores, em 2006, demonstraram que o composto de coordenacdo de
cobre [Cu(HPCINOL)CI|CI foi capaz de clivar o DNA plasmidial pB Il KS+ e
induzir apoptose em células THP-1. Acredita-se que o mecanismo de clivagem
do DNA seja via hidrolise, uma vez que o0s experimentos conduzidos na
auséncia e presenca de oxigénio mostraram resultados similares.

Outro composto sintetizado pelo grupo também foi testado quanto a sua
atividade nucleésica. Em 2008, Parrilha e colaboradores mostraram que o
composto de ferro, [Fe(HPCINOL)(SO,)],-p-0x0-6H,0, foi capaz de promover a
clivagem do DNA fita dupla e fita simples em concentraces muito baixas e pH
fisiolégico, tanto em ambiente aerdbico quanto anaerdbico. O que indica que o
processo de clivagem deve seguir um mecanismo hidrolitico.

A literatura mostra que varios outros compostos de coordenacao
também podem interagir com o DNA, levando ao processo de apoptose, por
interrupcdo da replicacdo ou clivagem da molécula, como por exemplo,
[Fe2(BPCINOL)2(H20),].+ (Neves et al.,2001), Zn,HP (Sissi et al., 2001),
[Fe2(IDB)2(p-O)(u-OAc),]Cl, (Liu et al., 2002), [ImH][trans-RuCl,(DMSO)Im] ou
NAMI-A (Hartinger et al., 2008) e [InH][trans-RuClsIn;], conhecido como
KP1019 (Levina et al., 2009).

Apesar da maioria dos compostos de coordenacdo atuar por meio de
interagcdo com o DNA, muitos outros podem nao agir dessa forma ou ainda
atuar através de varios mecanismos de acao, interagindo, assim, com multiplos
alvos celulares como proteinas e RNA. Compostos contendo galio, por
exemplo, assim que entram na célula, desencadeiam um mecanismo
antiproliferativo, correspondendo a inibicdo da sintese do DNA através da
desativacdo da ribonucleotideo redutase (RR), enzima responsavel pelo
controle da concentracdo celular dos desoxinucleotideos trifosfatos (ANTP). A
atividade da RR é inibida através da coordenacdo do galio com a sua
subunidade R2, levando a desestabilizagdo do radical tirosilo essencial para a
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atividade enzimatica. Isto leva a deplecdo de dNTP, impedindo a sintese de
DNA, promovendo perturbacdes no ciclo celular (interrupcdo da sintese de
microtUbulos, essenciais para o processo de divisdo). Isto acaba por levar ao
mecanismo de apoptose através da ativagdo das enzimas pro-apoptéticas Bax
e caspase 9 na mitocondria (Perchellet et al., 1999).

A maioria dos compostos de coordenacdo de ouro também n&o possui 0
DNA como alvo principal. A citotoxicidade desses compostos é mediada pela
capacidade de alterar as func¢des mitocondriais e de inibir a sintese de
proteinas (McKeage, et al., 2002). Uma dessas proteinas € a enzima redutase
tireodoxina humana (hTrxR), que esta associada a muitos processos celulares
como defesa antioxidante e homeostase redox. Essa enzima é encontrada em
grandes quantidades em células tumorais, existindo uma relacéo direta com a
proteina reguladora de apoptose p53, o que faz da hTrxR um interessante alvo
antitumoral (Bruijnincx e Sadler, 2008).

Baseado em dados da literatura e em estudos prévios, objetivamos
neste trabalho investigar a atividade e o mecanismo de acdo de 4 compostos
de coordenacédo contendo as duas formas isoméricas da molécula derivada do
naftol: 2-(1-naftiloximetil)oxirano, aqui chamado de P2 ou a-naftol, e 2-(2-
naftiloximetil)oxirano, aqui chamado de P3 ou B-naftol, hibridizadas com outra
molécula, o HBPA (2-hidroxibenzil)(2-piridilmetil)amina, aqui chamado de P1.
Esses ligantes hibridos [1-{2-hidroxibenzil(2-piridilmetil)amino}-3-(1-naftiloxi)-2-
propanol] ou La e [1-{2-hidroxibenzil(2-piridilmetil)amino{-3-(2-naftiloxi)-2-
propanol] ou LB foram entdo complexados com os sais de cobre (CuCl,.2H,0)
e zinco (ZnCl,) para obtencdo dos 4 complexos finais [Cu(La)CI]CI.2H,O ou
Cua, [Cu(LB)CI]CI. 3H20 ou Cup, [Zn(L4)CI] ou Zna e [Zn(Lg)CI] ou Zng.

O precursor HBPA (P1), utilizado para a obten¢do dos novos compostos
organicos, foi avaliado quanto a sua atividade antineoplasica por Bull (2008),
que verificou em seu trabalho que o mesmo foi ativo frente as linhagens
leucémicas U937 e THP-1, na concentracdo de 400 uM. A literatura também
mostra que o naftol, utilizado separadamente, apresenta atividade frente a uma
grande variedade de células neoplasicas (Cohen et al.,, 1983; Wilson et al.,
1985). A eficacia da hibridacdo desses dois precursores e sua complexacao

com sal de cobre também ja foi demonstrada em trabalho recente do nosso
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grupo (Lopes, 2012). Este estudo mostrou que a complexacdo do ligante
hibrido com o sal de cobre aumentou a atividade do complexo frente as
linhagens leucémicas THP-1 e U937, obtendo indices de ECsy abaixo de 30
HM.

Os ligantes (La e LB) e os compostos de coordenagéo (Cua, Cuf3, Zna e
Znp) foram testados frente a 4 linhagens de células neoplasicas, sendo duas
leucémicas (U937 e THP-1), normalmente mais sensiveis a cisplatina, e duas
linhagens melanémicas (SK-MEL e B16F10), escolhidas por apresentarem
certa resisténcia a cisplatina.

Inicialmente, foi feito um screening (através do ensaio de MTT) com
todos os compostos e todas as 4 diferentes linhagens celulares para verificar
quais dos compostos iriam interferir na viabilidade celular. Apés 36 horas de
incubacéo, foi verificado que os compostos de cobre (Cua € Cuf) bem como o
ligante La promoveram um efeito citotoxico em todas as linhagens testadas. A
partir da concentracdo de 50 uM, todos os compostos foram capazes de
provocar uma reducdo significativa no numero de células neoplasicas quando
comparado com grupo controle. O mesmo ndo ocorreu para 0S compostos de
zinco (Zna e ZnP) e para o ligante LB, que nao foram capazes de interferir na
viabilidade das células, nem na maior concentracéao (figuras 30 e 31).

O ligante LB apresentou pouca atividade provavelmente em virtude da
sua baixa solubilidade em meio aquoso, caracteristica importante para um
farmaco em potencial. Esse ligante foi inicialmente dissolvido em DMSO e
posteriormente em meio de cultivo celular DMEM-F12 para alcangcar as
concentracbes finais de trabalho. Como o0 meio DMEM-F12 ¢
predominantemente aquoso, o composto fica apenas parcialmente sollvel,
reduzindo, assim, sua atividade. No entanto, a reacdo de complexacdo com o
sal de cobre elevou o carater hidrofilico do complexo, o qual passou a ser
soluvel e apresentar ICso consideravelmente baixa (tabela 4). O mesmo né&o
ocorreu na reagao de complexacao do ligante LB com o sal de zinco, ja que o
composto Zn também teve problemas de solubilidade, apresentando assim

baixa atividade frente as células neoplasicas.
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O isbmero La nao teve problemas de solubilidade em meio aquoso e
demonstrou alta atividade frente as linhagens testadas com os valores de ICs
variando entre 25 e 50 uM. A complexacéo desse ligante com o sal de cobre
manteve o carater hidrofilico do composto final (Cua) e aumentou a atividade
do complexo, como pode ser visto pelos valores da ICsy, que cairam para todas
as linhagens testadas (11 a 35 pM, tabela 4). O mesmo, porém, nao foi
observado apés a reacdo de complexacao entre o ligante La e o sal de zinco,
pois o composto final (Zna) também foi apenas parcialmente solivel em meio
aquoso, nao apresentando atividade significativa frente as linhagens testadas.

O ensaio de viabilidade por MTT p6de demonstrar a importancia dos
ligantes para a atividade antineoplasica observada. Além disso, a
potencializacdo dessa atividade biologica apds a complexacao entre os ligantes
La e LP e o sal de cobre evidencia a importancia do centro metélico de cobre
para a atividade antitumoral dos complexos finais. Esse ensaio também
demonstrou que o Cua foi mais ativo quando comparado a cisplatina para todas
as linhagens testadas, inclusive para B16F10, linhagem mais resistente a
cisplatina.

Com a finalidade de verificar a seletividade dos compostos para as
células neopléasicas, foi avaliada a viabilidade das células mononucleares do
sangue periférico (PBMC), por MTT, nas mesmas condi¢fes e concentracdes
utilizadas para as células neoplasicas. Este teste foi realizado somente com os
compostos que tiveram atividade frente as 4 linhagens (compostos de cobre e
o ligante La). Os compostos mostraram né&o interferir na viabilidade das células
normais de maneira significativa. Somente o composto Cua demonstrou uma
ECso abaixo de 200 puM, o que, mesmo assim, € considerado alto se
comparado ECso calculada para as linhagens leucémicas e melanémicas. A
ECso desse composto foi de 166 uM contra 44 puM da cisplatina, o que
demonstra que o composto Cua € aproximadamente 4 vezes menos toxico do
que a cisplatina in vitro para células normais (figura 32 e tabela 4).

O ensaio in vivo para determinagdo da dose letal 50% (DLso) foi
realizado para verificar se essa diferenca de toxicidade entre o0 composto Cua e
a cisplatina se mantinha. O ensaio foi feito apenas com esse composto por ter

sido o mais ativo in vitro e para evitar 0 nimero excessivo de animais
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utilizados. ApoOs a inoculacdo de diversas concentragcdes do composto Cua,
camundongos C57BL/6 foram acompanhados durante 30 dias quanto a taxa de
sobrevivéncia. Essa linhagem foi escolhida devido ao modelo in vivo de cancer
de pele, utilizando a linhagem B16F10, ser desenvolvido nesses animais. Esse
modelo ja é bem documentado na literatura (Fukumasu et al., 2008; Favero et
al., 2010) e vem sendo reproduzido por alunos de nossa equipe, bem como os
modelos utilizando a linhagem BALBc/NUDE para o estabelecimento in vivo
das linhagens humanas (SK-MEL, U937 e THP-1).

A DLso para o composto Cua ficou em torno de 55 mgkg™ (9,4x10% mmol
kg™) como mostra o gréfico da figura 33. Dados da Universidade de S&o Paulo
mostram que a cisplatina possui uma DLsy de 6,6 mg kg™ (2,2x102 mmol kg™)
para camundongos (Cisplatin Injection, USP, 2005). Outros dados da literatura
mostram que, mesmo para ratos, a dose letal da cisplatina capaz e matar 50%
dos animais é de 14,5 mg kg™ (4,8x102 mmol kg™) (Yan e Gemeinhart, 2005).
Esses dados demonstram que, assim como in vitro, o0 composto Cua é menos
toéxico do que a cisplatina para células normais in vivo, sendo necesséaria uma
dose aproximadamente 4 vezes maior (em mmol kg™) do composto de cobre
para matar a mesma quantidade de animais que a cisplatina.

Dentre os compostos metalicos com atividade antitumoral, acredita-se
que complexos contendo metais endégenos, como 0 cobre e zinco, sejam
menos téxicos ao organismo, 0 que possibilita explorar as suas propriedades
bioldgicas, buscando a reducdo da sua toxicidade. Ligantes adaptados para
reagirem com metais podem desempenhar um papel importante na reducéo da
toxicidade dos metais e potencializacdo das suas propriedades terapéuticas
(Storr et al., 2006).

Na literatura, é possivel encontrar muitos exemplos de complexos de
cobre - associado com inimeros ligantes - que possuem atividade antitumoral.
Osowole e colaboradores (2011) verificaram que o ligante HL [3-{-1-(4,6-
dimetil-2-pirimidinilimino}metil-2-naftol] apresentou 1Cs, de 79,33 pM para
células de melanoma. J4 o complexo de cobre (CulL,), obtido a partir deste
ligante, apresentou ICsp de 11,20 uM, o que demonstrou que a reacdo de
complexacdo com cobre foi responsavel pela maior atividade do complexo

CuL; em relacédo ao seu ligante HL. Complexos de cobre contendo o ligante
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tiosemicarbazona tém sido bastante investigados quanto a atividade
antitumoral. Tiossemicarbazonas (TSCs) sdo moléculas organicas ja bem
descritas, e tiveram sua atividade antitumoral documentada pela primeira vez
nos anos 60 (Crim e Petering, 1967). Contudo, alguns estudos mostram que,
guando complexadas ao cobre(ll), a atividade das TSCs aumenta de maneira
significativa, evidenciando a importancia do metal para o efeito biolégico da
molécula (Easmon et al. 2001).

Além das TSCs, outros ligantes sao utilizados para a sintese de
compostos de coordenacao de cobre. Entre os que mais se destacam estao:
complexos conjugados a base de Schiff, complexos contendo imidazol,
benzimidazol, pirazol e triazol, complexos contendo fenantrolina e bipiridina.
Assim como para outros metais, a natureza da molécula ligante interfere
diretamente na atividade do cobre. Sdo inimeros os exemplos na literatura de
ligantes complexados ao cobre, gerando compostos com atividade antitumoral
contra 0s mais diversos tipos de células neoplésicas, tanto in vitro quanto in
vivo (Marzano et al., 2009).

ApOs 0 screening inicial para selecionar os compostos mais ativos, o
proximo passo foi entdo descobrir qual era o tipo de morte induzida pelos
compostos dentre os dois mecanismos mais estudados: apoptose e necrose.

A morte celular programada ou apoptose é a principal forma de morte
celular e é central para diversos processos biol6gicos. A apoptose pode ser
ativada em resposta a estimulos especificos ou a varias formas de injaria ou
estresse celular (Hannun, 1997). A maioria das drogas com diferentes
estruturas e especificidades induzem mudancas morfolégicas caracteristicas
associadas com apoptose, e acredita-se que vias apoptéticas contribuem para
a acao citotdxica da maioria das drogas quimioterapéuticas (Lowe e Lin, 2000).
Diferente da apoptose, a morte celular por necrose se processa como uma
resposta a estimulos agressivos, como a exposicdo a toxicos. Na necrose,
ocorre liberacdo de citocinas, provocando resposta inflamatoria no local, fato
gue difere da morte por apoptose (Ziegler e Groscurth, 2004).

Os compostos Cua, CupB e La, bem como a cisplatina foram, entao,
testados quanto a capacidade de induzir apoptose ou necrose nas quatro
linhagens de células neoplasicas. Os graficos das figuras 34, 35, 36 e 37
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mostram apenas a porcentagem de apoptose induzida pelos compostos apés
12, 14 e 36 horas. Para maioria das linhagens as taxas de necrose nao
excederam os 3% para todos os compostos em todas as concentracoes
testadas, mesmo apds 36 horas (dados ndo mostrados). No entanto, para
linhagem SKMEL-5 o composto Cua induziu altas taxas de necrose em
concentracdes a cima de 100 pM. Isso explica a queda na taxa de apoptose a
partir de 36 horas na concentracao de 100 pM para linhagem SKMEL-5, como
mostra a figura 37. Assim como no teste de viabilidade por MTT o composto
Cua mostrou ser o mais eficiente na inducédo de apoptose quando comparado
aos compostos Cuf, La e cisplatina para todas as linhagens testadas. Esses
dados confirmam que a complexacdo do ligante (La) com o sal de cobre
(CuCly) leva a um composto com maior atividade quando comparada a
atividade dos seus precursores.

Sabe-se que muitos compostos (derivados de produtos naturais ou
sintéticos) utilizados amplamente no tratamento de neoplasias como, por
exemplo, o taxol (Blagosklonny et al., 1996) e a cisplatina (Gonzalez et al.,
2001), induzem morte celular por apoptose mesmo que por mecanismos
distintos. Devido ao sucesso quimioterapico dessas drogas a analise de
inducdo de apoptose é usada como um método de triagem de compostos com
acdo antineoplasica. Como dito anteriormente, a apoptose € caracterizada por
um padréo bioquimico e morfolégico proprio que a distingue da morte celular
por necrose. Dentre as principais caracteristicas destacam-se: exposi¢cdo de
fosfatidilserina na membrana externa da célula, perda do potencial de acao da
membrana mitocondrial, liberacdo de citocromo C pela mitocondria, ativagéo de
caspases, condensacao da cromatina e fragmentacao do DNA.

Sendo assim, para confirmar a morte celular por apoptose, diversas
metodologias quantitativas e qualitativas foram, entdo, empregadas a fim de
demonstrar com maior precisdo o mecanismo de morte celular induzida pelos
compostos nas linhagens neoplasicas testadas. As técnicas utilizadas levaram
em consideracdo recomendacdes do comité de nomenclatura de morte celular
(NCCD) (Galluzzi et al., 2011).

Quase todos os testes foram feitos com ambos os compostos (Cua e

Cup) e os isbmeros parecem atuar da mesma maneira. Contudo, o complexo



107

Cua se mostrou como mais ativo em todos os testes. Por isso, apenas 0s
resultados para esse composto foram apresentados a partir desse ponto, a fim
de facilitar a ordem e compreensdo das caracteristicas do evento da morte
celular programada.

Um dos parametros classicos para deteccdo do processo apoptotico é a
dosagem da exposicdo de fosfatidilserina na membrana celular externa.
Durante a apoptose as células modificam a estrutura de suas membranas para
sinalizar o inicio do processo de morte celular programada. No organismo
esses sinais sao captados por fagoécitos que tem a funcao de remover restos de
células que morreram por apoptose. A externalizacdo de fosfatidilserina € uma
das mudancas estruturais que sdo reconhecidas pelas células fagociticas. A
anexina V é uma proteina de ligacdo de fosfolipideos que pertence a familia
das Anexinas e na presenca de ions calcio exibe alta afinidade para ligacdo
seletiva com fosfatidilserina e baixa afinidade para outras espécies de
fosfolipideos. O iodeto de propidio (Pl) € um intercalante do DNA muito
utilizado como marcador fluorescente por ser estavel e de baixo custo (Rieger
et al.,, 2011). O PI sé é capaz de entrar na célula e se intercalar no DNA se a
membrana plasmatica estiver rompida, o que vai evidenciar o processo de
necrose primaria ou apoptose tardia (necrose secundaria ou apoptose-
necrose). Devido a seu alto grau de confiabilidade a dupla marcacdo com
anexina V e Pl tem se mostrado como uma técnica altamente seletiva para
determinacao do tipo de morte celular induzida por novas drogas (Koopman et
al., 1994).

Os resultados, apresentados nas figuras 38 e 39, confirmam os dados
apresentados pela microscopia de fluorescéncia. O composto Cua foi capaz de
induzir altas taxas de apoptose em todas as linhagens testadas em apenas 12
horas de incubacdo. Esse tempo foi escolhido devido a exposicdo de
fosfatidilserina ser um evento que ocorre logo nas primeiras horas do processo
apoptético. Esse resultado também confirma o fato do composto Cua induzir
necrose na linhagem SKMEL-5 em concentragcdes acima de 100 uM (56,11%) e
demonstra que a cisplatina ndo induz altas taxas de apoptose nas linhagens
melanémicas dentro de 12 horas (em torno de 5% para SKMEL-5 e 10% para

B16F10 na concentragcdo de 100 pM). Por sua vez, o composto Cua, nessa
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mesma concentracao, foi capaz de induzir aproximadamente 42% de apotose
na linhagem SKMEL-5 e 84% na linhagem B16F10 (figura 39).

A constatacdo do mecanismo de morte celular por apoptose € crucial
para o desenvolvimento de novos compostos antitumorais. Como algumas
caracteristicas da apoptose e necrose acabam se sobrepondo, o0 uso de varias
técnicas independentes somam resultados importantes para a confirmacéo do
mecanismo de morte induzida por compostos com atividade antineoplasica.

A fragmentagdo internucleossomal do DNA genbmico em
oligonucleotideos de tamanhos regulares é uma caracteristica bioquimica
chave do processo de apoptose e uma das caracteristicas mais aceitas como
comprovacgao desse processo.

Sendo assim, o processo de morte celular por apoptose também foi
confirmado pela andlise de fragmentacdo do DNA, realizado por duas
metodologias diferentes: analise do ciclo celular por citometria de fluxo (sub-
G1) e padrao laddering de fragmentacdo por eletroforese em gel de agarose.
Como a fragmentacdo do DNA é um evento tardio no processo de apoptose,
para esses experimentos, as células foram incubadas durante 24 horas com 0s
compostos Cua e cisplatina para o ensaio de sub-G1 e com o composto Cua
para o ensaio de eletroforese.

Novamente os dados para fragmentacdo do DNA comprovam os dados
anteriores e demonstram que o composto Cua € capaz de promover 0O
deslocamento da populacéo celular para o pico sub-G1 em todas as linhagens
testadas (figuras 40-43), o que indica morte celular por apoptose. Mais uma vez
a linhagem B16F10 mostrou resisténcia a cisplatina, mesmo apés 24 horas de
incubacédo. A eletroforese em gel de agarose confirmou qualitativamente esses
dados, demonstrando que o composto Cua induz apoptose nas linhagens
testadas, evidenciando o padrao em escadas (laddering) de fragmentacéo do
DNA (figura 44). Para linhagem B16F10 a fragmentacdo ndo se mostra tao
evidente quando comparado com as outras linhagens. Em parte isso pode ser
devido a maior resisténcia dessa linhagem em relagdo as outras. Além disso,
essa é a Unica linhagem que exige o tratamento com tripsina durante o
processamento, o que pode ter interferido em uma melhor visualizacdo do
DNA.
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O conjunto de dados apresentados até aqui permitiu concluir que o
composto Cua induz morte celular por apoptose nas linhagens U937, THP-1 e
B16F10 nas concentragbes testadas e na linhagem SK-MEL5 em
concentracfes inferiores a 100 pM. Através de técnicas quantitativas e
qualitativas foram demonstradas diversas caracteristicas do processo
apoptoético, como condensacdo da cromatina, externalizagdo de fosfatidilserina
e fragmentacdo do DNA. Também pode ser observado que o composto Cua foi
mais ativo do que a cisplatina em grande parte dos testes, 0 que nos leva a
pensar sobre mecanismos de atuacdo diferentes ou complementares ao da
cisplatina.

O préximo passo foi entdo avaliar a provavel via de ativacdo do
mecanismo de morte celular induzida pelo composto de coordenacdo Cua.
Para isso foram utilizadas técnicas que nos permitiram inferir qual das duas
vias apoptéticas esta sendo ativada por esse composto. Examinando os
padrées de ativacdo de caspases seguido de diferentes estimulos apoptéticos,
pelo menos duas distintas vias foram elucidadas. A via mitocondrial e a via dos
receptores de morte. A primeira € iniciada a partir do complexo Apafl-
citocromo C gque ativa caspase 9 e culmina com a ativacdo da caspase 3,
capase efetora que € comum as duas vias. A via de receptores de morte €
iniciada por um estimulo externo que culmina na ativacao da caspase 8. Depois
de ativada, a caspase 8 cliva e ativa a capase 3 (Fischer e Schulze-Osthoff,
2005).

Como descrito na introducédo a cipslatina pode possuir multiplos alvos
celulares, sendo um dos principais a mitocéndria. De fato, essa organela € um
dos principais alvos para o estudo de drogas com atividade antitumoral
(Pathania et al., 2009; Frezza e Gottlieb, 2009). A mitocéndria é uma organela
celular responsavel pela producdo aerdbia de ATP que ocorre a partir da
cadeia respiratoria onde o citocromo C e atua como receptor de elétrons. O
gradiente eletroquimico da membrana mitocondrial pode ser afetado pela
formacdo de poros na membrana mitocondrial externa por meio de dimeros
formados pelas proteinas pré-apoptéticas (Bax, Bad e Bid), o que acarreta em

extravasamento do citocromo C para o citosol, que por sua vez pode deflagrar
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0 processo de apoptose ativando determinados tipos de caspases (Narita et al.,
1998; Desagher et al., 1999).

Sendo assim, foram avaliados alguns paréametros que nos permitiram
inferir a participacdo das mitocondrias no processo apotptético. Comegamos
por avaliar se o tratamento com os compostos interferem com o potencial de
membrana mitocondrial (PMM). A alteracdo do potencial de membrana é um
passo importante na inducdo da apoptose pela via mitocondrial, j& que tem
como consequéncia a liberacao de citocromo C e a ativacdo de caspases. As
figuras 45 e 46 mostram os Dot-plots das células controles e tratadas com o
composto Cua e cisplatina durante 12 horas de incubacdo. Foi possivel
observar que esse tempo € suficiente para que ocorra uma intensa perda do
PMM em todas as linhagens tratadas com o composto Cua. A cisplatina
também foi capaz de causar a perda do PMM nas linhagens testadas, exceto
na linhagem B16F10, comprovando a resisténcia dessas células ao tratamento
com cisplatina.

O proximo passo foi avaliar a morfologia e distribuicdo das mitocéndrias
em células tratadas com o composto Cua. Como todas as linhagens
responderam quase que da mesma forma ao tratamento com esse composto
para o teste de PMM, apenas a linhagem U937 foi utilizada nos experimentos
subsequentes. Essa linhagem foi escolhida por apresentar maior sensibilidade
tanto para composto Cua quanto para cisplatina. A figura 47-A evidencia a
distribuicdo das mitocondrias (vermelho) ao redor do nucleo, grande e
volumoso (azul), nessa linhagem sem o tratamento do composto. Na
microscopia eletrénica das células controle é possivel ver que as mitocondrias
aparecem com o contetdo eletrodenso e sem nenhuma deformacédo em suas
membranas. Também é possivel ver o reticulo endoplasmatico intacto. Apos 12
horas de tratamento com o composto Cua (figura 47-B) a fluorescéncia mostra
uma distribuicdo desigual das mitocondrias pelo citoplasma, com a
fluorescéncia ficando mais dispersa. A microscopia eletrbnica mostra
mitocondrias com membranas alteradas e dilatagdo do reticulo endoplasmatico,
sugerindo uma possivel participacdo dessa organela no processo apoptético.
De fato alguns trabalhos mostram que o reticulo endoplasmatico também pode

regular apoptose por acionar a mitocondria a partir de diversos estimulos
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extrinsecos e intrinsecos e por iniciar a morte celular por conta propria
(Breckenridge et al. 2003; Yu et al. 2007). Em 24 horas de incubagdo com o
composto Cua a microscopia de fluorescéncia mostra uma maior dissipacéo
mitocondrial pelo citoplasma e uma fluorescéncia mais intensa do ndcleo,
evidenciando o processo de condensacdo da cromatina. Na microscopia
eletrbnica € possivel observar o avancado processo de vacuolizagcdo e o
reticulo endoplasmatico deixa de ser visivel (figura 47-C). Esses resultados
demonstram que a perda do PMM esta associada com alteracdes morfologicas
na mitocondria e levanta a possibilidade da participacdo do reticulo
endoplasmatico no processo de apoptose.

Seguindo a cronologia do evento de perda do PMM, ocorre a liberagéo
de citocromo C e consequente ativacdo de caspases pelas mitocondrias. A
liberacdo citoplasmética de citocromo C desencadeia a formagdo de um
complexo denominado apoptossoma constituido por Apaf-1, caspase 9 e
citocormo C. Posteriormente, o complexo apoptossoma cliva a pro-caspase 3
em caspase 3 (Kroemmer, 1997). Entdo, o proximo passo foi avaliar se a
liberacdo de citocromo C estaria ocorrendo em células da linhagem U937
tratadas com o composto Cua nos tempos aproximados da perda de PMM e
das mudancas morfolégicas observas nas microscopias. Células U937 foram
entdo incubadas com 50uM do composto Cua durante 6, 12, 24 e 36 horas.
Apbés cada um desses tempos as células foram fracionadas em fracao
mitocondrial (FM) e fracao citoplasmatica (FC). A quantidade de citocromo C foi
entdo detectada em ambas as fracbes como mostra a figura 48. Como pode
ser observado, a medida que aumenta o tempo de incubac&o o citocromo C
aumenta na fracdo citoplasmatica e diminui na fragdo mitocondrial. E possivel
observar que a liberacdo de citocromo C comeca a acontecer a partir das 6h.
No entanto, as curvas de ambas as fracbes se cruzam entre 10 e 15 horas, 0
gue mostra que em torno de 12 horas comeca a liberacéo de citocromo C de
maneira mais acentuada. O citocromo C aumenta gradativamente e atinge um
platd entre 24 e 36 horas.

Como consequéncia da liberagcdo do citocromo C ocorre a ativacdo de
caspase 9 e a subsequente ativacdo de caspase 3. Baseado no ensaio de

liberacdo de citocromo C, células da linhagem U937 foram incubadas com 50
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MM do composto Cua durante, 3, 6 e 12 horas, que € o ponto maximo de
citocromo C na fracdo citoplasmatica. O tempo de 3 horas foi acrescentado
para detectar a ativacdo de caspases anteriormente a liberagcdo do citocromo.
Para esse ensaio a cipslatina foi utilizada na mesma concentragdo e nos
mesmos tempos que o composto Cua a fim de verificar alguma diferengca no
padrao de ativacdo de caspases.

Como mostrado na figura 49, para o composto Cua, 0s valores para
caspase 9 ativada séo significativos somente em 12 horas, 0 que corresponde
com a elevacao de citocromo C no citolpasma. Para cisplatina a caspase 9 ja
esta ativada em 6 horas. O mais interessante € que a caspase 8 (principal
caspase da via de receptores) esta ativada desde as 3 horas de incubacéo,
assim como a caspase 3, efetora para ambas as vias (extrinseca e intrinseca).
Isso nos levou a propor que o sinal para o processo de apoptose comeca bem
antes da ativacdo e do comprometimento mitocondrial. Essa hipétese pode ser
reforcada pela presenca de caspase 4 (outra caspase da via de receptores) em
tempos iniciais. O mesmo ndo acontece com o tratamento das células U937
com a cisplatina. A caspase 8 esta ativada a partir das 6 horas e a caspase 4
nao é ativada em nenhum dos tempos analisados.

Como mencionado, um mecanismo conhecido pelo qual a via mitocondrial
auxilia na apoptose apOs ativacdo dos receptores de morte é através da
clivagem de Bid (um membro pro-apoptotico da familia Bcl-2) mediada pela
caspase-8. Uma vez clivada, tBid (Truncated Bid) transloca-se para a
mitocondria, aonde ela pode induzir a liberacdo de citocromo C, SMAC e
Omi/HtrA2. Desta maneira, 0s sinais gerados pelos receptores de morte podem
ser amplificados através da formacdo de ativacdo do apoptosomo, o qual
aumenta a ativacdo da caspase iniciadora 9 e consequentemente das

caspases efetoras 3 e 6 (Fischer e Schulze-Osthoff, 2005).

O fato da caspase 8 estar ativada apOs o tratamento com a cisplatina
também pode ser explicado. Slee e colaboradores, em 1999, demonstraram
gue o sinal apoptético pode ocorrer via receptor, com a caspase 8 sendo
ativada primeiro e o sinal seguir downstream até a mitocondria ou comecar

com liberagédo de caspase 9 pela mitocondria e o sinal seguir upstream com a
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ativacdo subsequente das caspases 2, 3, 6, 7, 8 e 10, mas nado das caspases 1
e 4.

Com a possibilidade do composto Cua induzir apoptose via receptores de
morte, foi pensado sobre qual familia de receptores esse composto poderia
estar atuando. Baseado na maior especificidade do composto Cua para células
neoplasicas em relacéo as células normais (PBMC) é proposto que o composto
pode estar se ligando a receptores da familia TNF (Tumor Necrosis Factor). A
superfamilia de receptores TNF consiste em proteinas envolvidas na
proliferacdo, diferenciacdo e apoptose celular (Krammer, 1999). Foi
demonstrado que os membros dessa familia de receptores (TNF, Fas, CD95 e
TRAIL) induzem apoptose em células normais e tumorais (Krammer, 1998;
Krammer, 1999). No entanto, diferente dos receptores Fas e TNF, os
receptores do tipo TRAIL-R (Tumor necrosis factor—Related Apoptosis-Inducing
Ligand receptors) parecem induzir apoptose preferencialmente em células
tumorais, deixando células normais intactas. Alguns trabalhos demonstram que
o ligante TRAIL se liga a seus receptores (TRAIL-R) e induzem apoptose em
varias linhagens de células tumorais in vitro (Kim et al., 2000; Suliman et al.,
2001; Jalving et al., 2006; Stolfi et al., 2012). No organismo o ligante TRAIL se
liga aos respectivos receptores culminando com a trimerizacdo desses
receptores com concomitante ativacao de caspase 8 e a sequencia de eventos
apoptoticos (Suliman et al., 2001).

Sabe-se que receptores da familia TNF estdo presentes na maioria de
nossas células, no entanto estdo mais expressos em células tumorais (Von
Biberstein et al., 1995). Trentin e colaboradores, 1993, demonstraram que
linfécitos de pacientes com leucemia linfocitica crénica de células B (B-CLL - B-
cell chronic lymphocytic leukemia), e com leucemia de células pilosas (HCL -
hairy cell leukemia) possuem um aumentado nimero de receptores da familia
TNF totalmente funcionais e com alta afinidade pelo ligante. Na verdade, a
expressédo aumentada de receptores da familia TNF em células mononucleares
do sangue periférico ocorre também em outras enfermidades além do cancer,
como artrite reumatoide e outras doengas inflamatérias (Raghav et al., 2006).

Por conta do aumento da expressdo de receptores TNF na membrana de
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células tumorais, essas moléculas vém se tornando um importante alvo no
estudo de novas drogas com atividade anticancerigena (Petak e Houghton,
2001).

Com base nos dados aqui apresentados e com 0 que se tem descrito na
literatura, foi possivel propor uma possivel via de atuacéo para o composto Cua
(figura 50). Na verdade, acreditamos que o0 composto possui multiplos
mecanismos de agdo e ndo atua somente por uma via apoptética, mas sim
ativando ambas, via extrinseca e via intrinseca. Através da cronologia dos
eventos apoptoticos relatados acima, acredita-se que o composto Cua possa
se ligar em algum receptor da familia TNF, como os receptores para o ligante
TRAIL. Isso pode ser proposto devido ao curto tempo (3 horas) em que a
caspase 8 ativada pode ser detectada em células U937 tratadas com esse
composto. A ativacao da caspase 8 levaria sequencialmente a clivagem de Bid
em t-bid, o qual é translocado para mitocéndria e induz a perda de potencial de
membrana mitocondrial e liberacdo do citocromo C, com consequente ativacao
de caspase 9. Como €é notado um comprometimento do reticulo
endoplasmatico e sua aproximagdo com mitocondrias, pela microscopia
eletrdnica, é possivel que o sinal apoptético proveniente dos receptores
induzam liberacéo de calcio pelo reticulo e ativacdo de caspase 4, o0 que pode
levar ao dano no DNA e ativacdo da caspase 3 de maneira independente da
caspase 9. Também foi detectada a ativacdo de caspase 2, que pode estar
relacionado com danos diretos ao DNA e outros substratos, como RNA e
proteinas, assim como ocorre apds o tratamento com a cisplatina. Na literatura
podemos encontrar exemplos de outras substancias capazes de induzir
apoptose em células da linhagem U937 com ambas as vias atuando em
conjunto (Cartee et. al., 2000; Rosato et al., 2003).
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Figura 50: Provavel mecanismo de acdo do composto de coordenacéo de cobre Cua.
O composto se ligaria a receptores da familia TNF (TRAIL-R, por exemplo) e ativaria
em tempos iniciais as caspase 8 e 4. A caspase 8 age quebrando Bid em t-bid o que
provoca a liberacdo de citocromo C pela mitocondria e ativacdo de caspase 9. A
caspase 4, por sua vez, pode ser ativada pelo reticulo, e ativar as caspases 3 e 9 de
maneira independente da mitocéndria. A caspase 2, esta associada a via mitocondrial
e seria uma das responsaveis por danos no DNA e em outras macromoléculas.

Nos ultimos anos varias familias de complexos de cobre tém sido
estudadas como potenciais agentes antitumorais (Marzano et al., 2009). No
entanto, pouco ainda é compreendido sobre 0 mecanismo de acdo desses
compostos. Além do mecanismo aqui descrito para o composto Cua, acredita-
se que outros compostos de cobre podem agir através da natureza redox do
metal. Contudo, outros estudos mostraram que alguns complexos de cobre
podem induzir clivagem direta nas moléculas de DNA e RNA (Halliwell e
Gutteridge, 1990).

Os resultados aqui apresentados demonstraram que 0s compostos de
coordenacao de cobre, mas néo os de zinco, contendo os ligantes hibridos La
e LB, foram capazes de induzir apoptose em todas as 4 linhagens neoplasicas

testadas. Dentre os compostos de cobre foi observado que o isébmero a foi o
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mais ativo frente a todas as linhagens, com atividade também superior a da
cisplatina. No entanto, esse composto se mostrou menos téxico do que a
cisplatina tanto in vitro quanto in vivo para células normais, o que nos levou a
propor um mecanismo diferente ou complementar ao da cisplatina. O conjunto
de dados demonstrou que o composto Cua induz morte celular por apoptose
ativando ambas as vias: via de receptores de morte (extrinseca) e via
mitocondrial (intrinseca), o que pode justificar a sua maior acdo em relagéo a
cisplatina.

Outros trabalhos utilizando esses compostos de cobre, principalmente o
isbmero a, estdo em andamento em nosso laboratério. Nosso grupo investiga
se 0s compostos interagem com o DNA promovendo a quebra hidrolitica da
molécula. Em outra tese, esta sendo demonstrada a acdo do composto Cua em
modelos murinos de cancer de pele e leucemia, com resultados preliminares
promissores.

fons metélicos em particular possuem um papel importante em
processos fisiolégicos e oferecem um amplo campo para o design de novas
drogas com propriedades farmacéuticas. Dentre essas propriedades inclui-se a
atividade antitumoral de muitos compostos de coordenac¢édo metalicos.

O sucesso da cisplatina para o tratamento do cancer € reconhecido. O
mecanismo de acdo de agentes baseados em platina é mais conhecido do que
0s mecanismos de acdo de qualquer outro composto metélico com acédo
antitumoral. Desvendar os mecanismos de acdo desses novos compostos € um
grande desafio a ser conquistado pela quimica inorganica medicinal.

O melhoramento no design de novos metalofarmacos depende de um
melhor entendimento da quimica de coordenacdo sob condi¢Bes bioldgicas
relevantes, conhecimento ndo somente da termodinadmica (constante de
equilibrio), mas também da cinética de substituicbes e de reacbes redox
(mecanismos, vias e dinamica na troca de ligantes). Isso por que sistemas
biologicos funcionam longe de um equilibrio termodinamico. Sendo assim,
entender a natureza das interacbes de metalofarmacos com membranas
celulares, proteinas, enzimas e DNA é particularmente importante para o

sucesso terapéutico de uma metalodroga com atividade antitumoral.
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7 — CONCLUSOES

As metodologias empregadas nas sinteses dos compostos organicos e

de coordenacao foram adequadas.

O ensaio de viabilidade celular (MTT) - mostrou que o composto
organico La e os compostos de coordenacdo de cobre apresentaram
atividade citotdxica contra as linhagens testadas. No entanto, o ligante

LB e os compostos Zna e Zn3 ndo apresentaram atividade significativa.

Os compostos foram mais citotoxicos para células neoplasicas do que
para células humanas normais (PBMC), além de serem = 4x menos

toxicos in vivo para camundongos C57BL/6 do que a cisplatina.

Os resultados da microscopia de fluorescéncia, de marcacdo com
Anexina V e PI, de avaliac&o do ciclo celular (Sub-G1) e de eletroforese
demonstram que o composto Cua induz morte celular por apoptose nas
linhagens neoplasicas estudadas, sendo mais ativo do que a cisplatina
para todas as linhagens testadas, inclusive para B16F10, que foi a

linhagem mais resistente a cisplatina.

Através dos estudos de potencial de membrana mitocondrial,
microscopia de fluorescéncia e eletronica de transmissao, citocromo C e
caspases, € proposto que o composto ative a morte celular por apoptose
via algum receptor presente nas células tumorais e ausente nas células
normais, como os receptores da familia TNF. Essa ativacdo levaria a um
estresse de reticulo endoplasmatico e das mitocéndrias, amplificando o
sinal apoptotico.

by

Devido a elevada citotoxicidade observada contra as células tumorais
testadas, baixa toxidez in vivo e baixo custo quando comparado a
compostos de platina, a composto Cua € um candidato em potencial
para realizacdo de  estudos  pré-clinicos  (farmacologicos,

farmacocinéticos, toxicologicos).
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