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RESUMO

Este trabalho teve como objetivo realizar a sintese, caracterizacao e investigacéo da
atividade antitumoral de compostos de coordenacido de platina e zinco contendo
ligantes N,O-doadores. Os quatro ligantes (L1 — L4) utilizados na sintese dos
compostos de coordenacdo foram sintetizados utilizando-se rotas sintéticas
previamente descritas na literatura, sendo L1= (2-hidroxibenzil) (2-piridilmetil)amina;
L2= N-(2-hidroxibenzil)-N-(2-piridilmetil)[(3-cloro)(2-hidroxi)] propilamina; L3= 1-{2-
hidroxibenzil(2-piridilmetil)amino}-3-(1-naftiloxi)-2-propanol; L4= 1-{2-hidroxibenzil(2-
piridilmetil)amino}-3-(2-naftiloxi)-2-propanol. Apds a sintese dos ligantes, os mesmos
foram caracterizados por espectroscopia no infravermelho e ressonéncia magnética
nuclear de hidrogénio ('"H RMN). Posteriormente, eles foram reagidos com sais
metalicos de platina (K2PtCls) e zinco (ZnCl2) sendo obtidos oito complexos. Os
mesmos foram caracterizados através das técnicas de analise elementar (C, H, N),
espectroscopia no infravermelho, ponto de fusdo, espectrometria de massas com
ionizagao por electrospray (ESI(+)-MS e ESI(+)-MS/MS), medidas de condutividade
elétrica e ressonancia magnética nuclear de hidrogénio e platina ("H e 9Pt RMN).
Foram realizados estudos de atividade antitumoral frente a linhagens de células
leucémicas humanas (THP-1, U937 e MOLT-4), pulmao (H460), e c6lon (COLO205).
A investigacao inicial da atividade biolégica dos compostos foi realizada através do
teste de viabilidade celular empregando-se o ensaio de metabolizagdo do MTT (3-
(4,5- dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil brometo de tretazolio). Posteriormente, para os
compostos mais ativos foram realizados estudos de viabilidade celular frente a
células normais do sangue periférico (PBMC do inglés, “peripheral blood
mononuclear cells”), marcacdo com Anexina V e iodeto de propidio (PI), avaliagao
do ciclo celular por citometria de fluxo (sub-G1), avaliacdo do potencial de
membrana mitocondrial (PMM) por citometria de fluxo (JC-1), e avaliacdo da
ativacdo das caspases, para elucidacdo do tipo e mecanismo de morte celular
induzida pelos compostos em estudo. Os resultados obtidos nos estudos de
viabilidade celular mostraram que os compostos C7 e C8 sdo os mais citotoxicos
contra as linhagens tumorais estudadas, apresentando valores de ICs0 entre 6 — 78
umol.L-". Os estudos de determinacdo do tipo e mecanismo de morte celular
indicaram que que o composto C8 induz morte celular por necrose na linhagem de

células leucémicas U937, enquanto o composto C7 induz morte celular por

Xii



apoptose, possivelmente pelas vias intrinseca e extrinseca simultaneamente, sendo
um composto promissor na busca por novos metalofarmacos com atividade
antitumoral.

Palavras-chave: cancer, zinco, platina, atividade antitumoral, apoptose.
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ABSTRACT

This work aims to conduct the synthesis, characterization and investigation of
antitumor activity of platinum and zinc coordination compounds containing N,O-
donors ligands. The four ligands (L1 - L4) used in the synthesis of coordination
compounds were synthesized using synthetic routes described previously in the
literature, L1 = (2-hydroxybenzyl)(2-pyridylmethyl)amine; L2 = N- (2-hydroxybenzyl)-
N-(2-pyridylmethyl)[(3-chlorophenyl)(2-hydroxy)lpropylamine; L3 = {2-hydroxybenzyl-
1-(2-pyridylmethyl)amino}-3-(1-naphthyloxy)-2-propanol; L4 = 2-hydroxybenzyl{1-(2-
pyridylmethyl)amino}-3-(2-naphthyloxy)-2-propanol. After synthesis of the ligands,
they were characterized by infrared spectroscopy and nuclear magnetic resonance
("H NMR). Subsequently, they were reacted with platinum (K2PtCls) and zinc (ZnCl2)
metal salts, and eight complexes were obtained. The complexes were characterized
by elemental analysis (C, H, N), infrared spectroscopy, melting point, mass
spectrometry with electrospray ionization (ESI (+) - MS and ESI(+)-MS/MS),
conductivity measurements and nuclear magnetic resonance of hydrogen and
platinum ("H and '%°Pt NMR). Antitumor activity studies were performed against
human leukemic cell lines (THP-1, U937 and MOLT-4), lung (H460), and colon
cancer (COLO205). The initial investigation on the biological activity of the
compounds was performed by cell viability assay employing the metabolism of MTT
assay (3- (4,5-dimethylthiazol-2-yl) -2,5-diphenyl tretazdlio bromide). Furthermore, for
the most active compounds, studies of cell viability compared to "peripheral blood
mononuclear cells" (PBMC), labeling with annexin V and propidium iodide (Pl),
evaluation of the cell cycle by flow cytometry (sub-G1), evaluation of the
mitochondrial membrane potential (MMP) by flow cytometry (JC-1), and evaluation of
the activation of caspases were carried out, in order to investigate the type and
mechanism of cell death induced by the compounds. The results obtained in the cell
viability studies showed that the C7 and C8 compounds are more cytotoxic against
tumor cell lines under investigation, with I1Cso values ranging from 6-78 umol.L™".
Studies to determine the type and cell death mechanism indicated that the C8
compound induces necrotic cell death in leukemic cell line U937 and compound C7
induces cell death by apoptosis, probably by both intrinsic and extrinsic pathways.
Then, C7 is a promising compound in the search for new metallodrugs with antitumor
activity.

Xiv
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1. INTRODUGAO

1.1. A Quimica Inorgénica na Medicina

A utilizacdo de compostos contendo metais vem sendo feita ha mais de
5.000 anos. O cobre, utilizado para fins de esterilizagcdo, o ouro e posteriormente o
ferro, empregados na fabricagdo de medicamentos, e o zinco, utilizado como agente
cicatrizante, sdo exemplos da utilizagdo dos metais na antiguidade. No entanto,
apenas nos ultimos 100 anos a atividade medicinal de compostos inorganicos vem
sendo estudada de forma racional (Orvig e Abrams, 1999; Medici et al., 2014).

A cis-diaminodicloroplatina(ll) (cis-[Pt(NHz3)2Cl2]) € o exemplo mais conhecido
de composto de coordenagao utilizado na medicina, teve sua atividade biolégica
descoberta acidentalmente por Barnett Rosenberg e seus colegas em 1960, quando
estudavam os efeitos do campo elétrico em culturas da bactéria Escherichia coli
(Rosenberg et al., 1965). Apos observar que a cisplatina era capaz de inibir a divisao
celular da bactéria E. Coli, Rosenberg investigou sua atividade citotoxica e constatou
sua elevada atividade antitumoral (Rosenberg et al., 1969).

Uma década apds o descobrimento da sua atividade citotoxica ja eram feitos
testes clinicos em pacientes terminais com a cisplatina e ndo demorou muito para
que ela passasse a ser o medicamento mais utilizado no tratamento do cancer.
Ainda nos dias de hoje a cisplatina € um dos principais antineoplasicos existentes,
sendo utilizada principalmente no tratamento dos canceres de ovario, testiculo,
pulm&o, cabecga, eséfago, estbmago e melanoma (Fontes et al., 2005).

A descoberta da cisplatina motivou a busca por novos compostos contendo
a platina e também por uma ampla variedade de compostos contendo diversos
metais e ligantes. Desde entdo, um grande numero de compostos inorganicos com
atividade antitumoral, antibacteriana, antifungica, antioxidante, antiviral, antiartritica,
antibidtica e antiparasitaria foram desenvolvidos em todo o mundo (Farrell, 2002;
Thompson e Orvig, 2003; Zhang et al., 2010; Xue et al., 2011; Florea e Busselberg,
2011; Lessa et al., 2012; Shimada et al., 2013; Chitambar et al, 2013; Medici et al.,
2014).

E importante ressaltar que, por muitas vezes, determinado composto
organico apresenta baixa ou nenhuma atividade biolégica, e quando complexado a

algum metal, esta atividade passa a ser observada ou é potencializada, tornando o
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complexo final promissor na terapia almejada. Thati e colaboradores investigaram a
atividade anticancerigena frente a células de carcinoma epitelial humano de
cumarinas e seus respectivos complexos de coordenacdo de prata, revelando a
potencializagdo do efeito citotéxico apds a complexagdo com prata (Thati et al.,
2007). Este mesmo grupo relatou que os compostos de prata apresentaram
atividade antimicrobiana frente a Staphylococcus aureus resistentes a meticilina
(MRSA), sendo que na auséncia do metal, as cumarinas nao apresentaram atividade
(Creaven et al.,2006). Lopes, 2012 e Borges, 2013 observaram a potencializagéo da
atividade citotoxica de ligantes organicos contendo o grupo naftol quando os
mesmos foram complexados a metais de transicdo. Recentemente, Stojkovic e
colaboradores sintetizaram quatro ligantes N,O-doadores e obtiveram seus
respectivos complexos de paladio, e quando testados contra linhagens tumorais de
cancer de pulmdo, cancer de mama e leucemia, os complexos apresentaram
atividade de 2 a 12 vezes maior que seus respectivos ligantes (Stojkovic et al.,
2015).

Dentre os diversos tipos de atividades biologicas exibidas por compostos de
coordenacgao, a atividade antitumoral é de extrema importancia, uma vez que o0s
medicamentos atualmente utilizados na clinica para o tratamento do cancer tém sua
utilizacao limitada por seus severos efeitos colaterais e pelo desenvolvimento de
resisténcia as drogas observado em alguns tipos de céncer (Almeida et al, 2005;
INCA, 2014).

1.2. O Cancer: aspectos gerais, seu desenvolvimento e os principais tipos de
tratamento

Denomina-se céncer, tumor ou neoplasia maligna, o conjunto de doengas que
tém como caracteristica principal o crescimento desordenado de células
indiferenciadas ou com baixo grau de diferenciagcdo, denominadas células
anaplasicas. Estas células sao pouco semelhantes ao tecido de origem e possuem
alta capacidade de se disseminar em tecidos ou 6rgaos, desencadeando o processo
chamado de metastase, quando as células migram para regides adjacentes ou
mesmo distantes do tumor de origem (Kumar et al., 2005; Cotran et al., 2000;
Griffiths, 2000; INCA, 2014).
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Durante muito tempo acreditou-se que o cancer poderia ser causado por
fatores externos, como a exposicdo a produtos quimicos, tabaco, radiagdes,
infecgdes, etc. ou por fatores internos, como a ocorréncia de erro na duplicagao do
DNA por falha da enzina DNA polimerase (Kumar et al., 2005; INCA, 2014). No
entanto, estudo recente associa a ocorréncia de cancer ao numero de divisbes das
células normais para a renovagao e manutengcao da homeostase do tecido e sugere
que apenas um ter¢co dos casos de cancer pode ser atribuido aos fatores ambientais
ou hereditarios, enquanto o restante seria devido a uma espécie de "ma sorte" na
ocorréncia de mutagdes aleatorias surgidas durante a replicagdo do DNA em células
tronco normais (n&o cancerosas) (Tomsssetti e Vogelstein, 2015).

Independente dos tecidos para os quais migrou nos processos de metastase,
a classificagao primaria do cancer é feita de acordo com o tipo de célula normal de
origem (Almeida et al., 2005). Acredita-se que quase todos os tipos de cancer se
encaixam em um dos grupos seguintes:

Carcinomas: sio os tipos de cancer mais comuns e originam-se de células
de revestimento, que incluem a pele (células ectodermais) e uma série de
revestimentos internos (células endodermais), como os da boca, garganta,
brénquios, es6fago, estdmago, intestino, bexiga, utero e ovarios, revestimentos dos
dutos mamarios, prostata e pancreas. Os carcinosarcomas e teratomas sdo tumores
derivados de tecidos embrionarios;

Sarcomas: originados de tecidos de suporte, como 0ssos, tecido gorduroso,
musculo e tecido fibroso de reforco;

Linfomas: originados de linfocitos, células encontradas em todo o organismo,
especialmente em glandulas linfaticas e no sangue. Sdo divididos em Hodgkin e
ndo-Hodgkin, de acordo com o tipo de célula afetada;

Leucemia: origina-se de células da medula 6ssea (produtora de células
sanguineas brancas). Neste tipo de cancer ocorre um drastico aumento na
concentragao de glébulos brancos, e os principais problemas enfrentados sdo o mau
funcionamento das células anormais e a restricdo do espaco da medula éssea para
gue novas células sadias sejam produzidas;

Mielomas: sdo malignidades ocorridas nas células plasmaticas da medula
o0ssea que produzem os anticorpos;

Tumores das células germinativas: originam-se de células dos testiculos

e/ou ovarios;
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Melanomas: originam-se dos melandcitos, células da pele que produzem
pigmento (melanina);

Gliomas: originam-se de células do tecido de suporte cerebral ou da medula
espinhal, raramente metastatico;

Neuroblastomas: tumor geralmente pediatrico originado de células malignas
embrionarias advindas de células neuronais primordiais, desde ganglios simpaticos
até medula adrenal e outros pontos (Almeida et al., 2005).

Hoje o cancer acomete adultos e criangas causando enfermidades e elevado
numero de mortes, por isso € considerado um dos principais problemas mundiais de
saude. Dados da Organizagao Mundial de Saude (OMS), apontam que o cancer é
responsavel por cerca de 13% de todas as mortes no mundo, tendo levado a o6bito
cerca 8,2 milhdes de pessoas em 2012. A estimativa € que a incidéncia do cancer
continue crescendo, podendo chegar a 21,4 milhdes de novos casos e ser
responsavel por 13,2 milhdes de ébitos no ano de 2030 (OMS, 2014).

Ainda segundo a OMS, mais de 30% das mortes por cancer poderiam ser
evitadas modificando ou evitando fatores de risco importantes, como o uso do
tabaco, o excesso de peso ou obesidade, dieta pouco saudavel, falta de atividade
fisica, uso de alcool, infeccdo por HPV, poluicdo do ar urbano, fumaga interior
gerada pelo uso doméstico de combustiveis sélidos. Dentre estes, o uso do tabaco é
o fator de risco mais importante para o cancer, causando cerca de 22% das mortes
por cancer globais e cerca de 71% das mortes globais de cancer de pulméo. Em
muitos paises de baixa renda, até 20% das mortes por céncer sdo devidos a
infeccao por HPV (OMS, 2014).

Segundo o INCA (Instituto Nacional do Cancer) s6 no ano de 2010, o cancer
levou a 6bito 1.136.947 individuos no Brasil. O cancer de pele ndo-melanoma ¢é o
mais incidente entre os brasileiros, seguido pelos de prostata, pulmao, estémago,
colon e reto no sexo masculino, e pelos de mama, colo do utero, célon, reto e
pulmdo no sexo feminino. As leucemias sdo as que mais acometem as criangas
(INCA, 2014).

A estimativa do INCA para o ano de 2014, aponta para a ocorréncia de
aproximadamente 576 mil novos casos de cancer no Brasil, dentre eles 182 mil
novos casos de cancer de pele do tipo ndo melanoma, 69 mil novos casos de cancer
de préstata, 57 mil novos casos de cancer de mama feminina, 33 mil novos casos de

cancer de colon e reto, 27 mil novos casos de cancer de pulmao, 20 mil novos casos
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de cancer de estdbmago e 15 mil novos casos de cancer de colo do utero (INCA,
2014).

O cenario mundial e nacional retratado brevemente reforca a magnitude do
problema do cancer no pais e no mundo, problema este que s6 sera amenizado com
a aplicagcao de programas eficientes de prevencgao e diagndstico precoce da doenca,
além da oferta de tratamento agil e de qualidade aos individuos acometidos (INCA,
2014; OMS, 2014).

Diversos fatores e mecanismos estao envolvidos na transformacdo de uma
célula normal em uma célula potencialmente maligna (cancerosa), e a maior parte
deles interferem na divisdo celular. Sendo assim, compreender o funcionamento do
ciclo celular e seus mecanismos é de grande importancia para que se possa
compreender o desenvolvimento do cancer (Almeida et al., 2005).

O ciclo celular pode ser dividido em dois momentos, denominados interfase e
fase M (mitose). Como ocorrem muitos eventos durante estas duas fases do ciclo
celular, ambas sdo divididas em subfases, sendo a interfase subdividida em G1
(aumento de massa), S (sintese de DNA) e G2 (crescimento final), enquanto a
mitose (divisdo propriamente dita) é dividida em profase, metafase, anafase, teléfase
e citocinese. Durante o ciclo celular existem momentos em que a célula faz uma
checagem para verificar possiveis “erros” ou danos e “decidir” se o ciclo deve ou néo
continuar, sendo chamados de pontos de checagem (ver Figura 1) (Alberts et al.,
2010).

Ao final do G1, ocorre o primeiro ponto de checagem do ciclo celular, onde a
célula certifica-se de que sua massa € suficiente para se dividir, se o ambiente é
propicio a divisdo e se o0 DNA esta danificado e precisa ser reparado antes de iniciar
0 processo de replicagdo. Caso tudo esteja indo bem, a célula inicia o periodo S
(Alberts et al., 2010).

Ao final do G2, ocorre outro ponto de checagem, onde a célula volta a se
certificar se seu tamanho esta apropriado e se todo o DNA foi replicado, para entao,
iniciar a mitose. Nos pontos de checagem, caso algo esteja errado, a célula
permanece nas fases iniciais ou se direciona a fase GO, um estado de repouso
especializado (ndo pertencente ao ciclo celular) até que o “erro” seja corrigido. A
regulacdo do ciclo celular é realizada através da atividade de proteinas, como as
ciclinas, quinases e p53 (Novak et al., 2002; Vermeulen et al., 2003, Lodish et al.,
2005).
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Cidlina A-CDK1
Cidina B-CDK1

M A Cidlina D-CDK4
Ciclina D-CDK8

Ciclina A-CDK2

Cidina E-CDK2

Figura 1. Esquema do ciclo celular destacando a atividade dos complexos Ciclina-CDK de mamiferos
e os pontos de checagem (adaptado de Lodish et al., 2005).

De modo geral, as células de organismos multicelulares, s6 se multiplicam na
presenga de estimulos externos (provenientes de outras células). Para um ser
multicelular, uma multiplicagdo desenfreada pode ser desastrosa. A grande maioria
dos canceres surge a partir de uma sequéncia de mutagdes em genes relacionados
com a regulagao/controle da proliferagao celular (Alberts et al., 2010).

O processo de carcinogénese, ou desenvolvimento do céancer, ocorre
lentamente, podendo passar-se anos até que o mesmo seja detectavel. Este
processo pode ser dividido em trés principais estagios:

o Iniciacdo: as células sofrem o efeito dos agentes cancerigenos ou
carcinégenos que provocam modificagdes em alguns de seus genes. Neste estagio
inicial, as células ja se encontram geneticamente alteradas, porém ainda nao é
possivel detectar o tumor clinicamente;

o Promocgéo: as células geneticamente alteradas no estagio de iniciagao,
sofrem o efeito dos agentes cancerigenos classificados como oncopromotores e séo
transformadas em células malignas, de forma lenta e gradual. Acredita-se que a
suspensao do contato com agentes promotores muitas vezes interrompe 0 processo

de carcinogénese neste estagio;
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o Progressao: multiplicagcdo descontrolada e irreversivel das células
alteradas (malignas). Nesse estagio o céncer ja esta instalado e evolui até o
surgimento das primeiras manifestacdes clinicas da doenca (INCA, 2014).

Hanahan e Weinberg propuseram que a grande diferenciacdo das células
tumorais fosse resultado de seis alteragdes essenciais em sua fisiologia celular, que
Ihes conferem capacidades necessarias para o crescimento e progressdo do tumor:
auto suficiéncia em fatores de crescimento, insensibilidade a fatores inibidores de
crescimento, evasdo do programa de morte celular (apoptose), potencial de
replicagcao ilimitado, angiogénese sustentada, invasdo tecidual e metastase,
modificagdo ou reprogramagao do metabolismo celular, fuga da resposta
imunoldgica, instabilidade gendmica e mutacédo e promogao de inflamacéao (Figura 2)
(Hanahan e Weinberg, 2000; Hanahan e Weinberg, 2011).

Auto suficiéncia em

) Evaséao do programa
fatores de crescimento

de morte celular

Desregulagao do

metabolismo celular Fuga da resposta
@ imunolagica

Insensibilidade a
inibidores de crescimento

Potencial de
replicagéo ilimitado

Instabilidade genémica
e mutagao

Promocao de
inflamagéo

Angiogénese Invasao tecidual
sustentada e metastase

Figura 2. Capacidades adquiridas pelas células neoplasicas, necessarias para o crescimento e
progressao tumoral (adaptado Hanahan e Weinberg, 2011).

Os atributos neoplasicos citados exigem um alto fluxo energético. As células
cancerosas podem, por exemplo, captar cerca de 10 a 50 vezes mais glicose do que
as células normais préximas ao tumor, utilizar qualquer substrato como fonte
energética, competir com o hospedeiro pela glicose disponivel, além de requerer
uma quantidade elevada de ferro. Este metabolismo rapido e altamente exigente

pode levar a desnutricdo ou até mesmo a um quadro de caquexia, conhecida como
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0 conjunto de anemia, anorexia e perda de peso (Martins, 2003; Waitzberg et al.,
2011; Chitambar et al., 2013).

Os principais tipos de tratamento do cancer sao a cirurgia, a quimioterapia e
radioterapia. Além destes, tratamentos alternativos como a hormonioterapia, a
fotorradiagdo com derivados hematoporfirinicos (HTP) e a imunoterapia tém sido
utilizados (Machado, 2000; Salmonm, 1998; Instituto Oncoguia, 2014).

Boa parte dos pacientes com cancer alcanga a cura total através da cirurgia
e/ou da radioterapia, tratamentos eficazes quando o tumor ainda nao sofreu
metastase. A cirurgia é o tipo de tratamento mais antigo e mais definitivo,
principalmente quando o tumor encontra-se em estagio inicial de desenvolvimento e
em condi¢des favoraveis de retirada. A radioterapia, por sua vez, € o tratamento
mais utilizado para tumores localizados que ndo podem ser totalmente retirados por
cirurgia, ou para tumores que costumam reincidir (Instituto Oncoguia, 2014).

Infelizmente, na maioria dos casos, a neoplasia desenvolve precocemente
micrometastases e ha a necessidade de uma abordagem sistémica, que pode ser
efetuada com a quimioterapia (Chabner e Longo, 1996; Spence e Jonhston, 2001).

A quimioterapia antineoplasica refere-se a administragdo de drogas capazes
de destruir, controlar ou inibir o crescimento das células tumorais, erradicando o
tumor ou reduzindo-o, para que os sintomas da doenga sejam amenizados e se

alcance a cura ou prolongamento da vida do paciente (Instituto Oncoguia, 2014).

1.2.1. Quimioterapia Antineoplasica e Mecanismos de Morte Celular

O primeiro quimioterapico antineoplasico foi desenvolvido a partir do gas
mostarda, composto utilizado nas Guerras Mundiais como arma quimica. Verificou-
se que apds a exposicdo de soldados a este agente, estes desenvolveram
hipoplasia medular e linféide, o que motivou seu uso no tratamento dos linfomas
malignos. A partir da publicagdo dos estudos clinicos realizados com o gas mostarda
e das observacgdes sobre os efeitos do acido folico em criangas com leucemias, em
1946, observou-se um crescente avango nos estudos na area de quimioterapia
antineoplasica (Bonassa, 1998).

Os avancos cientificos das décadas seguintes levaram ao desenvolvimento
de antimetabdlicos, como o metotrexato, 6-mercaptopurina, 6-tioguanina, citarabina

e 5-fluorouracil, cujas estruturas s&o apresentadas na Figura 3. Nos anos 60 e 70,
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surgiram os agentes naturais como os antibioticos actinomicina D e doxorubicina
(representadas na Figura 3), assim como substancias puras extraidas de vegetais,
como os alcaldides de vinca (Pratt e Ruddon, 1979, Brandao et al., 2010).

Na década de 70 a quimioterapia antineoplasica foi fortemente impulsionada
pela introducdo da cisplatina (cis-[Pt(NH3)2Cl2]) (Figura 3), um poderoso agente
antitumoral que teve sua atividade descoberta acidentalmente e &€ amplamente
utilizado até os dias de hoje (Wheate et al., 2010, Monneret, 2011). Desde entao,
algumas dezenas de novos farmacos contribuiram substancialmente com os
avangos da quimioterapia moderna, dentre eles o taxol, com alta atividade contra o
cancer de mama, os inibidores de topoisomerase |, como o Irinotecano, os
antimetabdlicos fludarabina e cladribina (ver estruturas na Figura 3) (Nygren, 2001;
Brandao et al., 2010).
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Figura 3. Farmacos comerciais utilizados na quimioterapia antineoplasica (Almeida et al., 2005;
Wheate et al., 2010; http://newdrugapprovals.org/).

Avancos em estudos de mecanismo de agao dos quimioterapicos utilizados
na clinica permitem dividi-los em grandes grupos, de acordo com seu tipo de agéo,

sendo os principais:
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o Antimetabdlitos: agem principalmente na fase de sintese, impedindo
que a célula componha a nova fita de acido nucléico (metotrexato, pemetrexede, 5-
fluorouracil, 6-mercaptopurina, citarabina, gencitabina, etc.). Os antimetabdlitos
também podem ser incorporados ao DNA ou RNA no lugar das bases nitrogenadas
originais, o que impede a leitura correta da informacao genética e duplicagao e
transcrigédo e translagdo do DNA (estruturas apresentadas nas Figuras 3 e 4);

o Agentes alquilantes (ou metalantes, no caso dos complexos de platina):
formam ligacbes estaveis entre as hélices do DNA, impedindo sua separagao e
duplicacdo do material genético (cisplatina, carboplatina, ciclofosfamida, ifosfamida,
etc.). Interfere nas topoisomerases responsaveis pelas modificagdes estruturais das
hélices de DNA, levando a fragmentagdo do DNA e induzindo apoptose (estruturas
apresentadas nas Figuras 3 e 4);

o Antimicrotubulos: os alcaloides da vinca (vincristina, vimblastina,
vindesina e vinorelbina), impedem a polimerizagdo dos microtubulos e a formagéao
do fuso mitdtico, as taxanas (taxol e docetaxel e as epotilonas (ixabepilona, etc.)
impedem a despolimerizagdo do fuso mitético. Estes medicamentos acarretam a
parada do ciclo celular durante a mitose, induzindo a morte celular (estruturas
apresentadas nas Figuras 3 e 4);

o Antibidticos naturais: as antraciclinas interferem na topoisomerase ||
(enzima fundamental para duplicagdo do DNA), outros antibiéticos naturais (como
mitomicina C, actinomicina D, etc.) intercalam-se ao DNA e impedem sua leitura

correta (estruturas apresentadas nas Figuras 3 e 4) (Kovacs et al., 2008).
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Figura 4. Farmacos comerciais utilizados na quimioterapia antineoplasica (ALMEIDA et al., 2005;
http://newdrugapprovals.org/).

Apesar dos grandes avangos da medicina nos ultimos anos, a quimioterapia

antineoplasica ainda enfrenta dois grandes problemas, a resisténcia as drogas
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utilizadas e os severos efeitos colaterais advindos de seu uso. A resisténcia pode
ser devida a mutacdes, também é observada a resisténcia em casos de utilizagao
descontrolada da quimioterapia, como nos casos de tratamento descontinuado,
intervalos irregulares e uso de doses inadequadas, por exemplo. Os efeitos
colaterais sdo observados devido a nao especificidade dos antineoplasicos, que
atuam lesando tanto células malignas quanto células normais, particularmente as
células de rapido crescimento, como as gastrointestinais, capilares e as do sistema
imunoldgico (INCA, 2014; Almeida et al, 2005).

Os severos efeitos colaterais causados pelos quimioterapicos antineoplasicos
e a resisténcia as drogas comercias motiva a busca por novas moléculas quimicas
com potencial atividade contra o cancer (Almeida et al, 2005). Dentre as
caracteristicas desejaveis aos candidatos a quimioterapicos estdo a capacidade de
transpassar membranas bioldgicas, elevada e ampla atividade citotdxica, reduzidos
efeitos colaterais e desencadeamento de morte regulada (Berreiro et al., 2002;
Benite et al., 2007).

Dentre os principais tipos de morte celular (apoptose, autofagia, necrose,
mitose catastréfica e senescéncia), a apoptose é o tipo de morte preferivel na agao
dos quimioterapicos (Okada et al., 2004; Dimri, 2005; Castedo et al., 2004; Kim et
al., 2002).

A apoptose, morte celular regulada, ocorre individualmente e n&o leva a uma
resposta inflamatoria e nem acarreta danos as células vizinhas (Anazette e Melo,
2007). E um processo conservado durante a evolucéo celular, e seu descontrole
perturba a complexa e delicada relagdo entre a proliferacdo e a morte celular,
levando ao desenvolvimento de patologias (Plati et al., 2011). O excesso de morte
celular programada (apoptose) pode desencadear doengas neurodegenerativas e
imunodeficiéncia, ao passo que sua diminuigdo pode, por exemplo, contribuir para o
desenvolvimento e a progressao do cancer (Cotter, 2009).

No processo de apoptose sdo observadas diversas mudangas na morfologia
celular, sendo a reducdo do volume celular umas das primeiras alteracbes
observadas em células apoptéticas. Em seguida ocorre a marginalizagdo e
condensagao da cromatina, as organelas também se condensam e na maioria dos
casos permanecem intactas (em alguns casos ocorre a ruptura da membrana
externa da mitocondria). O DNA se desintegra formando fragmentos com padréo

caracteristico (multiplos de 180 - 200 pares de base) e sdo contidos pela membrana
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nuclear (Widlak e Garrard, 2009 Galluzi et al., 2007). Surgem protuberancias na
membrana celular (“blebs”), as quais aumentam e posteriormente se rompem,
originando os chamados corpos apoptoéticos, porgdes celulares envolvidas pela
membrana citoplasmatica contendo as organelas empacotadas, com ou sem
fragmentos nucleares. Os corpos apoptéticos sdo entao rapidamente fagocitados por
macrofagos teciduais ou por células do parénquima, sem gerar qualquer reagao
infamatéria (Taylor et al., 2008).

Durante o processo de apoptose sdo observados diversos eventos
bioquimicos, sendo os mais frequentes, ativacao de caspases, permeabilizacdo das
membranas mitocondriais, ativagao de fosfatidilserina e promogéao da interligacéo de
proteinas (“crosslinking”) (Pellegrine et al.; 2008). Existem evidéncias de que a
apoptose pode ser disparada por varias rotas distintas, dependendo do estimulo que
desencadeia o processo de morte, sendo as duas principais decorrentes da ativagao
de caspases, por via extrinseca (receptores de morte) ou intrinseca (via
mitocondrial) (Figura 5) (Anazette e Melo, 2007).

A via extrinseca da apoptose € mediada por receptores de morte localizados
na superficie externa da membrana celular, que se ligam a proteinas sinalizadoras
extracelulares. Os receptores de morte transmitem sinais de apoptose quando
ativados, disparando imediatamente a cascata de caspases. Quando os receptores
sdo ativados ocorre uma aproximagao entre trés moléculas receptoras (trimerizagao)
e formagao de “cluster”, também chamado dominio de morte, que se liga a uma
molécula de proteina adaptadora chamada FADD, que se liga a pro-caspase 8,
formando o complexo indutor de morte (DISC). Com a formagao do DISC, as
caspases iniciadoras (8 e 10) sdo clivadas, tornando-se ativas para clivar as
caspases efetoras (3, 6 e 7), desencadeando a morte por apoptose (Fischer e
Schulze-Osthoff, 2005; Stefan et al., 2007).

A via intrinseca (ou mitocondrial), por sua vez, € geralmente ativada em
resposta a sinais extracelulares (radiacdo, agentes quimicos, etc.) e a danos
internos, como danos ao DNA. Tais fatores induzem a transcricdo da proteina p53,
que promove a transcricao de proteinas pro-apoptoticas (Bak e Bad) da familia Bcl-
2, presentes na membrana mitocondial externa, que regulam o extravasamento do
citocromo c para o citoplasma (Knudson et al., 1995; Fischer e Schulze-Osthoff,
2005; Jiang et al., 2007; Adams e Cory, 2001).
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O citocromo que extravasa para o citoplasma, devido ao comprometimento
do potencial de membrana mitocondrial, forma um complexo oligomérico com a
proteina Apaf-1, conhecido como apoptossomo, promovendo a ativacao catalitica da
caspase-9, que cliva e ativa a caspase 3, desencadeando a morte celular por
apoptose. Além do citocromo c, outras proteinas como a SMAC/DIABLO
(responsavel pela inibicdo de proteinas inibidoras de caspases) também sao
liberadas da mitocondria. A via mitocondrial também pode ser ativada por via
extrinseca, pela clivagem da proteina Bid (pro-apoptotico da familia Bcl-2) mediada
pela caspase 8. Uma vez clivada, a tBid induz a liberagédo do citocromo c, formagao
do apoptosomo e ativacdo de caspases efetoras, amplificando os sinais de morte
gerados pelos receptores de morte (Lorenzo et al., 1999; Fischer & Schulzeosthoff,
2005, Alenzi et al., 2010; Burz et al., 2009; Ola et al., 2011). A Figura 5 ilustra as vias

intrinseca e extrinseca da apoptose.
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Figura 5. Vias extrinseca e intrinseca da apoptose (adaptado de Hengartner, 2000).
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1.3. Compostos de Coordenacao e Quimioterapia Antineoplasica

1.3.1. Cisplatina

Com o advento da cisplatina, muitos estudos foram realizados no sentido de
elucidar seu mecanismo de acdo, e um dos primeiros passos foi a observacao de
que ao entrar na célula, ela sofre sucessivas reacdes de hidrélise, formando as
espécies ativas [Pt(NH3)2CI(OH2)]* e [Pt(NH3)2(OHz2)2]>*(Figura 6), que reagem com
os alvos celulares. E importante lembrar que fora da célula, a alta concentracéo dos
ions cloreto (=100 mM) impede a hidrolise e mantém a cisplatina em sua forma
neutra [Pt(NH3)2Cl2], enquanto que a baixa concentragdo de cloreto (=4 mM) no meio
intracelular favorece a formagéo das espécies hidrolisadas. Estudos sugerem que a
entrada da cisplatina na célula ocorre principalmente por difusdo, podendo ocorrer
também por transporte ativo, através da participacéo de transportadores de cobre e

transportadores catiénicos orgéanicos (TCO) (Jamieson e Lippard; 1999).
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Figura 6. Hidrdlise da cisplatina e estruturas formadas durante este processo (Fonte:
http://cisplatina.paginas.sapo.pt/mecanismosaccao.html).

No interior da célula, em sua(s) forma(s) ativa, a cisplatina pode ligar-se ao
DNA de diferentes formas, formando adutos com o mesmo (Figura 7) (Florea e
Busselberg, 2011; Gonzalez et al., 2001).
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Figura 7. Principais adutos formados através da interagdo da cisplatina com o DNA: (a) interagao
entre duas fitas (1,2-interfitas); (b) interagéo 1,2- intrafita; (C) ligagéo cruzada 1,3-intrafita e (d)
interacdo com DNA e proteina (Gonzalez et al., 2001).

Hoje sabe-se que além da formagao de adutos com o DNA (Figura 8 (2)), a
cisplatina pode induzir a formagédo EROs (Espécies Reativas de Oxigénio) (Figura 8
(1)), interferir na homeostase de calcio (Figura 8 (6)), e levar a morte celular por
ativagdo simultédnea de varias vias de sinalizagéo (Figura 8 (3, 4, 5 e 7)) (dependente
do tipo de célula), levando a apoptose por via intrinseca e/ou extrinseca (Florea e
Busselberg, 2011).
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Figura 8. Interagdes da cisplatina (CDDP) com a célula: (1) Espécies Reativas de Oxigénio; (2) DNA;
(3) receptores de membrana; (4) mitocondrias; (5) proteina p53; (6) sinalizagéo de calcio; (7)
caspases; (8) proteinas multirresistentes (adaptacéo de Florea e Busselberg, 2011).

Embora a cisplatina tenha se mostrado um poderoso agente
quimioterapéutico, sendo altamente eficaz no tratamento de diversos tipos de
canceres, a resisténcia adquirida a este farmaco tem sido verificada. Quando as
células cancerosas se tornam resistentes a cisplatina, as doses precisam ser
aumentadas, no entanto, uma dose muito elevada pode conduzir a toxicidade severa
ao organismo. Varios mecanismos estdo envolvidos no processo de resisténcia a
cisplatina (Figura 8 (8)), e incluem aumento do efluxo, inativagéo e alteragdes no
alvo da droga, mecanismos de reparo do DNA (reparo de adutos), e evasao das vias
apoptoticas (Florea e Busselberg, 2011).

Além da resisténcia, os severos efeitos colaterais (nefrotoxicidade,
ototoxicidade, mielosupressdao e neurotoxicidade, entre outros) constituem fator
limitante para a utilizacdo da cisplatina. Estes fatos, em conjunto, motivam o
desenvolvimento de novas drogas contendo platina e outros metais de transi¢ao que
possam atuar na terapia do céancer (Hernandes et al., 2010; Dilworth e Hulting,
2013).
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1.3.2. Farmacos de segunda e terceira geragao analogos a cisplatina

O advento da cisplatina levou ao desenvolvimento de milhares de outros
compostos de platina, dos quais poucos passaram por testes clinicos, dois foram
aprovados para amplo uso clinico (a carboplatina e a oxaliplatina), e outros trés
foram aprovados para uso clinico em paises especificos: nedaplatina (Japao),
lobaplatina (China) e heptaplatina (Coréia) (Weiss e Christian, 1993; Lebwohl e
Canetta, 1998; Wheate et al., 2010).

A carboplatina (cis-diamino(2-ciclobutanodicarboxilato) platina(ll)) (Figura 9),
teve seu uso clinico aprovado pelo FDA (Food and Drug Administration) em 1985. O
carboxilato em sua estrutura lhe confere maior solubilidade em agua, quando
comparado a cisplatina. A carboplatina liga-se em menor extensao as proteinas do
plasma (menos reativa), além de ser mais facilmente excretada pela urina, fatores
que justificam sua reduzida toxicidade em relacdo a cisplatina, podendo ser
administra em maiores doses. Alguns tipos de canceres, no entanto, s&o menos
sensiveis a carboplatina do que a cisplatina, como os de cabecga, pescogo e bexiga
(Wheate et al., 2010; Pasetto et al., 2006).

Figura 9. Estrutura quimica da carboplatina (Monneret, 2011).

A oxaliplatina, (trans-1R,2Rdiaminociclohexano-oxalatoplatina(ll)) (Figura
10), apresenta em sua estrutura um grupo abandonador oxalato e um ligante
carreador diaminociclohexano. E um farmaco ativo em linhagens de células
resistentes a cisplatina, principalmente de cancer colorretal, pois os adutos de
platina formados neste caso ndo sao reconhecidos pelo sistema de reparo do DNA,
e nao oferece nefrotoxicidade, uma vez que seus metabdlitos ativos se acumulam

pouco no plasma (Pasetto et al.,2006).
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Figura 10. Estrutura quimica da oxaliplatina (Monneret, 2011).

A nedaplatina foi desenvolvida com o intuito de diminuir os efeitos colaterais
induzidos pela cisplatina, como nefrotoxicidade e toxicidade gastrointestinal. Estudos
de Fase Il mostraram que a nedaplatina é eficaz no tratamento de cancer de pulmao
de células ndo-pequenas, cancer de es6fago, cancer de colo do utero, cancer de
cabeca e pescogo e cancer urotelial (de bexiga), além de apresentar propriedades
radiosensibilizadoras. No entanto, até o momento ainda nao foram relatados estudos
de fase Ill com a nedaplatina (Shimada et al., 2013).

A nedaplatina reage com nucleosideos para formar complexos platina-
nucleosideos, similarmente a cisplatina (Figura 11), sua espécie ativa se liga ao
DNA, inibindo sua duplicacdo. Seu tempo de eliminacao é considerado curto, tendo
uma meia-vida de 1,1-4,4 h (cisplatina — até 72 h) e um perfil farmacocinético

semelhante ao da carboplatina (Shimada et al., 2013).
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Figura 11. Estrutura quimica da nedaplatina e sua interacdo com o DNA, semelhante a da cisplatina
(Shimada et al., 2013).

A lobaplatina, ou D-1946 (Figura 12), de acordo com estudos clinicos de
Fases | e Il, mostrou-se um antitumoral eficiente no tratamento de cénceres de
pulmé&o, gastrico, ovariano e testicular. Foi aprovada na China para o tratamento de
leucemia mieldide crénica, cancer de mama metastatico inoperavel e cancer de
pulmédo de células pequenas. Recentemente, um grupo de pesquisa Chinés
demonstrou que a lobaplatina inibe a progressao do ciclo celular, paralisando-o na
fase G1, em células de carcinoma hepatocelular, além de regular a expressao de
quinases como a ciclina B e CDK’s e genes de supressdo tumoral como o p53
(Monneret, 2011).
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Figura 12. Estrutura quimica da lobaplatina (Monneret, 2011).
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A heptaplatina (Figura 13), metalofarmaco liberado para uso clinico na
Coréia, passou por estudos clinicos de Fase I, Il e lll e atualmente é utilizado no
tratamento de cancer gastrico. Diferentes estudos de fase Ill divergem no que tange
a nefrotoxicidade da heptaplatina comparada a cisplatina, e a vantagem de sua
utilizacao é relativa aos mais brandos efeitos colaterais de neutropenia e vémitos, e

menores niveis de proteinuria (Wheate et al., 2010).

Figura 13. Estrutura quimica da heptaplatina (Monneret, 2011).

Estudos recentes indicaram que os compostos de platina, sozinhos ou
combinados com outros farmacos, sao utilizados para tratar cerca de 40-80% dos
pacientes com cancer, estes estudos comprovam a importancia desta classe de
metalofarmacos e estimula a busca por novos compostos, mais eficientes e menos
téxicos (Thayer, 2010).

O sucesso e ampla utilizagdo clinica da cisplatina e analogos motivou a
busca nao s6 por novos compostos de platina, como por compostos contendo outros
centros metalicos. Alguns compostos contendo galio (Ga) (Verani et al., 2012),
titanio (Ti) (Chen e Zhou, 2010) e ruténio (Ru) (Bergamo e Sava, 2007) foram
selecionados para realizacdo de testes clinicos, e compostos contendo outros
centros metalicos como paladio (Pd), ouro (Au), cobre (Cu), ferro (Fe) e zinco (Zn)
apresentaram elevadas atividades antitumorais in vivo e in vitro e podem ser
considerados candidatos a metalofarmacos (Hillard et al., 2006; Ronconi e Sadler,
2007; Casini et al., 2008; Rijt e Sadler, 2009; Graf e Lippard, 2012; Butler e Sadler,
2013; Medici et al., 2014).

1.3.3. Compostos de coordenagao com atividade antitumoral

Na busca por sucessores a cisplatina, muitos sdo os complexos metalicos

sintetizados. Embora a grande maioria destes compostos n&o ultrapasse as



38

fronteiras de um simples estudo inicial de atividade antineoplasica, nota-se que
outros metais, além da platina, vém se destacando na busca por novos
metalofarmacos com atividade antineoplasica (Medici et al., 2014).

Muitos compostos de ferro e cobre tem sua atividade antitumoral
investigada. Uma vez que estes metais sdo enddgenos, acredita-se que possam ser
menos toxicos ao organismo, diminuindo seus efeitos colaterais. Os sais de
ferroceno foram os primeiros compostos de ferro a apresentarem atividade
antitumoral, e até hoje sao sintetizados complexos derivados de ferroceno, que se
mostram ativos contra cancer de mama, por exemplo (Hillard et al., 2006; Graf e
Lippard, 2012; Medici et al., 2014). Dentre os complexos de cobre, os que contém
tiosemicarbazonas, hidrazonas, e grupos planares como ligante tém se mostrado
promissores, sendo ativos contra diversos tipos de cancer, como os de figado, colon,
melanoma e leucemia, entre outros (Medici et al., 2014; Borges, 2013; Despaigne et
al., 2014; Arjmand et al., 2014). Dentre os diferentes tipos de mecanismos de agao
propostos para compostos de cobre estdo a possivel interagcdo dos mesmos com o
DNA e a formacao de espécies reativas de oxigénio, entre outros (Borges, 2013;
Despaigne et al., 2014).

Estudos recentes mostram que compostos de galio inibem o crescimento de
células tumorais através da homeostase do ferro. Semelhangas quimicas entre o
galio(lll) e o ferro(lll) permitem que o galio imite o ferro e interponha-se em
processos criticos dependentes de ferro na proliferacdo celular. Outros modos de
acao dos compostos contendo galio podem estar relacionados aos seus efeitos anti-
mitéticos, que resultam da capacidade deste metal de inibir a polimerizagao da
tubulina (proteina componente dos microtubulos) (Lessa et al., 2012; Chitambar et
al, 2013).

Os primeiros e mais simples compostos de galio a passar por testes clinicos
foram os sais nitrato, cloreto e citrato de galio, que exibiram elevada atividade contra
cancer de bexiga e linfoma n&o-Hodgkin. O nitrato de galio foi o mais investigado
dentre os sais de galio, e verificou-se que o0 mesmo ndo produz mielossupressao,
podendo ser utilizado em pacientes com baixos niveis de glébulos brancos ou
plaguetas, também nado foi observada resisténcia cruzada com outros
quimioterapicos (Lessa et al., 2012; Chitambar et al, 2013).

Nos ultimos 15 anos, os compostos de paladio também comecgcaram a se

destacar na busca por novos quimioterapicos. A quimica de coordenacgéo do paladio
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€ bastante similar a da platina, no entanto, o paladio é cerca de 10° vezes mais
propenso a trocar seus ligantes que a platina, o que pode resultar na rapida hidrélise
de farmacos a base de paladio (Medici et al., 2014). Diversos estudos apresentam
complexos de paladio(ll) com elevada atividade contra carcinoma cervical, leucemia
mieldide crbnica, osteossarcoma, melanoma, glioma, adenocarcinoma, cancer
colorretal, de mama, de pulméo, de cabecga, de pescogo, de préstata e de ovario
(Nadeem et al., 2010; Medici et al., 2014).

Além destes, a literatura relata compostos de ouro, prata, zinco, cério,
titdnio, dentre outros metais, com atividade contra diferentes tipos de cancer (Medici
et al., 2014; Horn et al., 2013; Fernandes et al., 2014; Huang et al., 2013).

Recentemente, Huang e colaboradores estudaram a atividade citotoxica de
trés complexos de cobre: (PYP)2Cls] (1), [Cua(PYP)4(ClO4)2(H20)2](ClO4)2.2H20 (2) e
[Cu2(PYP)2Cl4]n (3), onde PYP = 5-piridina-2-il-1,3-dioxolo-4,5-isoquinolina (Figura
14) (Huang et al., 2013).



40

(1)
S~ 03V NG
\ \ N4 ) 03
"-—-—-—/ K \ \-—-/.-|/®\@/
2 08 N3\ A= 04
cit %M
E— = @ N2 ____9@?
— 07 Jr— —
S W~
~ {\% \ < 1
NS Cn—
(2)
P
— X
01 /\ Ve ) ;
P_ \ M N
\ /\ y

Figura 14. Estruturas quimica dos complexos de cobre (1), (2) e (3) (HUANG et al., 2013).

Os trés compostos tiveram sua atividade citotoxica estudada contra 6
linhagens tumorais (BEL-7404 (hepatica), SK-OV-3 (ovario), A549 (pulmao), A375
(melanoma), MGC-803 (cancer gastrico), NCI-H460 (pulm&o)) e células normais

hepaticas (HL-7702). Os resultados obtidos s&o apresentados na Tabela 1.
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Tabela 1. Valores de ICso (umol.L") obtidos para os complexos (1), (2) e (3), ligante PYP, sais de
cobre e cisplatina frente a linhagens tumorais e normal (HUANG et al., 2013).

BEL- NCI-

Complexos SK-OV-3 A549 A375 MGC-803 HL7702
7404 H460
27,57 56,32 54,61 28,15 38,26 88,45
PYP >100
+1,13 +1,23 +0,53 +0,70 +1,37 13,34
] 1,48 17,67 0,31 4,29 3,376 3,65 21,31
10,73 +0,19 +0,25 +0,14 10,14 10,17 10,14
) 17,45 30,76 10,24 15,29 9,68 28,43 35,22
11,26 +0,36 +0,28 +1,24 10,25 10,24 10,04
3 3,22 16,38 1,32 18,57 2,25 8,36 54,77
10,15 +0,51 +0,12 +0,91 10,46 10,45 10,07
74,38 81,31 60,26 72,15 41,07
CuCl2.2H20 -- >100
15,68 2,17 13,04 +3,17 +1,54
63,26 87,54 69,13 52,24 53,19
Cu(ClO4).6H20 -- >100
4,14 16,22 1,12 12,29 4,10
64,22 84,21 17,21 78,54 23,58 48,52 74,25
Cisplatina
+1,21 +0,24 +0,58 12,25 10,43 10,32 10,11

O ligante apresentou atividade moderada contra quatro das células
estudadas, porém, os complexos de cobre apresentaram atividade mais elevada que
o ligante para todas as linhagens, mostrando a importancia da complexagado na
potencializagdo da atividade do ligante. Os resultados obtidos para os complexos
sao ainda mais animadores quando comparados aos obtidos pela cisplatina, uma
vez que eles foram mais ativos que a droga comercial frente a todas as linhagens.
Além disto, os complexos foram menos téxicos para as células normais do que para
as linhagens tumorais (Huang et al., 2013).

Estudos mais refinados de marcacdo com Anexina V e iodeto de propidio,
medida do potencial de membrana mitocondrial e ativagdo de caspases foram
realizados com o complexo (1), com o objetivo de estabelecer seu mecanismo de
acdo. A linhagem celular utilizada nestes estudos foi a BEL-7404 (Huang et al.,
2013).

Os estudos de marcagdo com Anexina V e iodeto de propidio (Figura 15)
mostraram que o complexo (1), na concentragao da ICso, induz a morte celular da

linhagem BEL-7404 predominantemente por apoptose (36,8%) (Huang et al., 2013).
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Figura 15. Estudos de marcacdo com Anexina V e iodeto de propidio realizados para da linhagem
BEL-7404 apoés incubagdo com o complexo (1) por 48 horas. Q1 = células em necrose, Q2 e Q4 =
células em apoptose e Q3 = células vivas (Huang et al., 2013).

Medidas do potencial de membrana indicaram que o tratamento com o
complexo (1) reduz o potencial da membrana mitocondrial, provando que a
mitocdndria esta envolvida no processo de morte celular induzida pelo mesmo. O
estudo de ativagdo da caspase 3 mostrou que esta caspase (efetora) é ativada pelo
composto (1). Estes estudos confirmam a morte celular por apoptose (Huang et al.,
2013).

Chen e colaboradores sintetizaram trés complexos de cério (Figura 16) que
apresentaram elevada atividade citotdxica frente a linhagens de céncer de ovario
(SK-OV-3), hepatoma (BEL-7404) e cancer de pulmao (NCI-H460). Também foi
estudado o efeito dos complexos frente a células de hepatécito normal (HL-7702) e

os resultados obtidos sdo apresentados na Tabela 2 (Chen et al., 2013).

o

H,0 ,"U e,
| fi

Figura 16. Complexos de cério(lll) sintetizados a partir dos ligantes H-CIQ, H-CIIQ e H-BrQ,
respectivamente (Chen et al., 2013).



Tabela 2. Valores de ICso (umol.L™") encontrados para os complexos de cério, seus respectivos
ligantes, sal metalico e cisplatina (Chen et al., 2013).

Compostos SK-OV-3 BEL-7404 NCI-H460 HL-7702
H-CIQ 11,54 0,33 9,39 +0,06 43,60 +0,23 97,43 0,93
H-CIIQ 3,61 £0,08 15,93 +0,13 40,79 0,33 24,62 +0,23
H-BrQ 0,40 +0,07 14,03 0,10 3,40 +0,26 76,44 +0,53

1 0,10 0,04 0,10 +0,01 1,16 £0,01 1,35 0,03

2 0,09 +0,02 3,25 +0,02 4,71 £0,01 5,69 +0,04

3 0,10 £0,02 5,23 £0,05 9,51 £0,05 6,03 £ 0,07
CeCls >100 >100 >100 >100

Cisplatina 88,76 +0,11 129,79 +2,17 66,32 +0,06 85,98 +0,60

Os resultados apresentados sao bastante promissores, pois o0s trés
complexos estudados apresentaram valores de ICso muito menores que os
encontrados para a cisplatina e foram menos téxicos frente a células normais (HL-
7702) do que frente as cancerigenas. Estudos de Anexina-V (Figura 17), ciclo celular
(Figura 18) e interacdo com o DNA (Figura 19) mostraram que os complexos de
cério causam morte por indugdo de apoptose, provavelmente por intercalacdo no
DNA, uma vez que espectros de UV-vis obtidos para o complexo sozinho e na
presenca do DNA indicam um decaimento da banda do complexo quando o mesmo

entra em contato com a molacula DNA (Chen et al., 2013).
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Figura 17. Estudos de marcac&do com Anexina V e iodeto de propidio realizados para da linhagem
SK-OV-3 ap6s incubagédo com os complexos por 12 horas na concentragdo da ICso. Q1 = células em
necrose, Q2 e Q4 = células em apoptose e Q3 = células vivas (Chen et al., 2013).
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Figura 18. Distribuicao do ciclo celular da linhagem SK-OV-3 apds tratamento com os complexos por
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Figura 19. Espectros de UV-Vis para os complexos na auséncia (linha tracejada) e
presenca (linhas soélidas) do DNA: a) complexo 1 nas proporgdes de 1: 1 a 9: 1 (complexo: DNA); b)
complexo 2 nas proporgdes de 1: 1 a 6: 1 (complexo: DNA); c) complexo 3 nas proporgdes de 1: 1 a

9: 1 (complexo: DNA) (Chen et al., 2013).
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O cenario brevemente relatado nesta introducdo destaca a importancia da
busca por novos agentes quimioterapicos, uma vez que os ja existentes tém sua
utilizagdo limitada por fatores como os severos efeitos colaterais induzidos pelos
mesmos e pelo desenvolvimento de resisténcia de alguns tipos de cancer aos
medicamentos disponiveis no mercado. Nesta busca, os complexos metalicos sao
bons candidatos, uma vez que vem se mostrando muito ativos frente a diversos tipos
de cancer. Sendo assim, é de extrema importancia estudar a citotoxidade de novos
complexos metalicos e investigar o tipo e os mecanismos de morte celular induzidos

pelos menos.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Este trabalho teve como objetivo principal a sintese e a caracterizagao de
quatro complexos de zinco e quatro complexos de platina, contendo os ligantes N,O-
doadores e o estudo da atividade citotéxica dos compostos obtidos frente a

linhagens de leucemia, cancer de pulmao e célon.

2.2. Objetivos Especificos

- Sintese de quatro ligantes N,O-doadores e caracterizagdo dos mesmos por
espectroscopia no infravermelho e ressonancia magnética nuclear de 'H;

- Sintese de complexos de platina (inéditos) e zinco, através de reag¢des entre
os sais metalicos ZnCl2 e K2PtCls e os ligantes sintetizados;

- Caracterizagao dos complexos obtidos pelas técnicas de espectroscopia no
infravermelho, analise elementar de C, H e N, difracdo de raios X de monocristal,
espectrometria de massas com ionizagdo por electrospray (ESI(+)-MS e ESI(+)-
MS/MS), medidas de condutividade elétrica, ponto de fusdo, ressonancia magnética
nuclear de 'H e 195Pt;

- Investigagéo da citotoxidade in vitro dos complexos obtidos através do ensaio
colorimétrico de metabolizagdo do MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2il)-2,5-difenil brometo
de tetrazolina) utilizando as linhagens U937, THP-1, MOLT-4 de leucemia, H460 de
cancer de pulméo, COLO205 de cancer de colon e células normais do sangue
periférico (PBMC);

- Realizacdo de estudos de marcagcdo com Anexina-V, avaliagdo do ciclo
celular por citometria de fluxo (sub-G1), avaliagdo do potencial de membrana
mitocondrial (PMM) por citometria de fluxo (JC-1) e avaliacdo da ativagdo das
caspases para o composto mais ativo, afim de verificar o mecanismo de morte

celular induzido pelo mesmo.



49

3. PARTE EXPERIMENTAL

3.1. Técnicas Empregadas

As sinteses dos ligantes e dos compostos de coordenacao foram realizadas
utilizando-se solventes de grau PA e reagentes de fontes comerciais (Aldrich, Acros,
Vetec, Synth e Merck), sem prévia purificagdo. As reagbes organicas foram
acompanhadas por cromatografia em camada delgada (CCD) (silica gel 60 Fas4 —
Merck), utilizando-se solvente adequado. Foram utilizadas placas de agitagdo com
aquecimento das marcas Fisatom ou Fisher para realizar a agitacdo e o
aquecimento, quando necessario, das reagdes de sintese organica e inorganica.
Quando se fez necessaria a evaporagado de solventes nas sinteses organicas, esta

foi realizada empregando-se evaporador rotatério da marca Fisatom.

3.1.1. Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear

As analises por ressonancia magnética nuclear de hidrogénio e platina
empregadas na caracterizagdo dos compostos organicos e complexos foram
realizadas em um espectrometro BRUKER modelo Ascend™ 500, operando a 500
MHz, utilizando-se cloroférmio ou DMSO deuterado como solventes. As solugdes
foram preparadas a partir de 30-50 mg de amostra, em 880 uL de solvente em tubos
de 2,5 mm utilizando como referéncia interna o TMS (tetrametilsilano) para as
analises dos ligantes orgéanicos e o K2PtCls (tetracloroplatinato de potassio) para as

analises dos complexos.

3.1.2. Espectroscopia no infravermelho

As andlises por espectroscopia no infravermelho dos compostos orgéanicos e
inorganicos foram realizadas em um espectrometro no infravermelho Shimadzu IRA
ffinity-1. As amostras foram analisadas em pastilha de KBr para compostos soélidos e
em filme sob pastilha de KBr para compostos oleosos, empregando-se acetona para

a preparacao do filme.
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3.1.3. Analise elementar

As porcentagens de C, H e N foram determinadas em um analisador de
CHNSO Thermo Scientific Flash 2000.

3.1.4. Determinagéao do ponto de fusédo

Os pontos de fusdo dos compostos de coordenacdo foram obtidos em um
aparelho Microquimica MQAPF-301.

3.1.5. Condutivimetria

As medidas de condutividade elétrica foram obtidas em um condutivimetro
Biocristal, a 25 °C. Utilizaram-se solventes de grau espectroscopico e concentragao
de 1x103 mol.dm= das espécies analisadas, de acordo com a solubilidade dos

compostos em estudo.

3.1.6. Espectrometria de massas com ionizagao por electrospray (ESI(+)-MS e
ESI(+)-MS/MS)

Os espectros de massas foram obtidos empregando-se um espectrémetro
de massas (MicroTOF LC Bruker Daltonics spectrometer). A técnica de ionizagao
utilizada foi a de ionizacao por electrospray, em modo positivo (ESI(+)-MS) e ESI(+)-
MS/MS).

3.2. Sinteses dos Compostos Organicos

3.2.1. Sintese do ligante (2-hidroxibenzil) (2-piridilmetil)amina (L1)

O ligante L1 (Esquema 1) foi sintetizado utilizando-se metodologia descrita

na literatura (Neves et al., 1993). Rendimento: 88 %.
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Esquema 1. Sintese do ligante L1 (Neves et al., 1993).

3.2.2. Sintese do ligante N-(2-hidroxibenzil)-N-(2-piridilmetil)[(3-cloro)(2-
hidroxi)] propilamina (L2)

O ligante L2 (Esquema 2) foi sintetizado empregando-se metodologia

previamente descrita na literatura (Horn et al., 2000). Rendimento: 83 %.

@ O

N N

@]

OH

@

OH OH

Esquema 2. Sintese do ligante L2. (Horn et al., 2000).

3.2.3. Sintese do precursor 1-(1-naftiloximetil)oxirano (P1)

O precursor P1 (Esquema 3) foi sintetizado segundo metodologia previamente
relatada na literatura (Lopes, 2012) e foi utilizado como precursor na sintese do
ligante L3. Rendimento: 78 %.
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@@ C,H5OH @@ W Cl refluxo
'
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OH OK

Esquema 3. Sintese do precursor P1 (Lopes, 2012).

3.2.4. Sintese do ligante 1-{2-hidroxibenzil(2-piridilmetil)amino}-3-(1-naftiloxi)-2-
propanol (L3)

Para a sintese do ligante L3 (Esquema 4) foram utilizados o ligante L1 e o
precursor P1, empregando rota sintética relatada previamente na literatura (Lopes,
2012). Rendimento: 68 %.

® Q O

P1 OH

Esquema 4. Sintese do ligante L3 (Lopes, 2012).
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3.2.5. Sintese do precursor 2-(1-naftiloximetil)oxirano (P2)

O precursor P2 (Esquema 5) é necessario a sintese do ligante L4 e foi
preparado segundo metodologia descrita previamente (Lopes, 2012). Rendimento:
52 %.

@)
@@ KOH . + Cl refluxo
OH - OK N B
C

2H50H

Ov&+ -

P2

Esquema 5. Sintese do precursor P2 (Lopes, 2012).

3.2.6. Sintese do ligante 1-(2-hidroxibenzil)(2-piridilmetil)Jamina-3-(2-naftiloxi)-
propan-2-ol (L4)

A sintese do ligante L4 (Esquema 6) foi realizada de acordo com rota sintética

previamente descrita na literatura (Lopes, 2012). Rendimento: 80 %.

OH OH

Esquema 6. Sintese do ligante L4 (Lopes, 2012).



54

3.3. Sinteses dos Compostos Inorganicos

3.3.1. Sintese dos complexos de zinco [Zn(L1)CI2] (C1) e [Zn(L2)CI] (C2)

As sinteses dos complexos C1 e C2 (Esquemas 7 e 8) foram realizadas
empregando-se metodologias previamente descritas na literatura (Fernandes et al,;
2010; Fernandes et al., 2014). Rendimento: C1 = 0,27 g; 79 %, C2 = 0,30 g; 70 %.

QL C

NH + ZnCly CH30H

> K
CH3),CHOH
(CH3)2 OH N— 2|
Cl
OH

Esquema 7. Sintese do complexo C1 (Fernandes, 2014).
E
OH N‘>—\ + ZnCly CH3;0H _

HO Cl

Esquema 8. Sintese do complexo C2 (Fernandes et al, 2010).

3.3.2. Sintese do complexo [Zn(L3)CI] (C3)

Para a obtengdo do complexo C3 (Esquema 9) reagiu-se o ligante L3 (0,414
g; 1,0 mmol) e o sal de zinco ZnCl2 (0,136 g; 1,0 mmol), ambos em solugéo etandlica
(20 mL cada). A solugao resultante, de aspecto branco leitoso foi mantida sob
refluxo por 48 h. Ao final deste tempo a solucéao foi filtrada e o complexo isolado na
forma de um p6 branco. Rendimento: 0,14 g (26 %). Ponto de fusao: 235 °C.
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Esquema 9. Sintese do complexo C3.

3.3.3. Sintese dos complexos [Zn(L4)CI] (C4)

Para a obtencédo do complexo C4 (Esquema 10) reagiu-se o ligante L4 (0,414
g; 1,0 mmol) e o sal de zinco ZnCl2 (0,136 g; 1,0 mmol), ambos em solucéo etandlica
(20 mL cada). A reacao foi mantida sob agitagdo e a formagdo de um pd de
coloragao cinza foi observada. O complexo, na forma de um pé cinza claro obtido foi

isolado através de filtracdo. Rendimento: 0,13 g (23 %). Ponto de fusdo: 230°C.

Esquema 10. Sintese do complexo C4.

3.3.4. Sintese dos complexos [Pt(L1)CI] (C5), [Pt(L2)CI] (C6) e [Pt(L4)CI] (C8)

Para a obtengdo dos complexos C5, C6 e C8 (Esquemas 11 - 13) reagiu-se
os respectivos ligantes (L1 =0,214 g, L2 =0,307 ge L4 = 0,414 g; 1,0 mmol) e o sal
de platina K2PtCls (0,415 g; 1,0 mmol) em solugéo etandlica (50 mL), sob agitacéo,
por dois dias. Apds este tempo, foram adicionados 50 mL de H20 as solugbdes, que

permaneceram sob agitacdo por mais 24 h. As solugdes foram filtradas e o sdlido
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obtido em cada uma delas coletado. Cor: C5 = amarelo-claro; C6 = cinza claro; C8 =
bege claro. Rendimento: C5 = 0,29 g (62 %), C6 = 0,18 g (32 %), C8 = 0,29 g (44
%). Ponto de fusao: C5 = 295 °C, C6 = 265 °C, C8 = 190 °C.

) o

N

CH4CH,OH H\N—I‘Dt”— o
H,O |
0

KoPtCl,

Esquema 11. Sintese do complexo C5.

N H,0
CH3CH,OH ¥
cl - KoPtCly, — 2" s ¢ N—Pt—Cl
H,0 |
OH o)
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N—H
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oC ®
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KNJJ OH
Esquema 12. Sintese do complexo C6.

OH
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Yo P e o8 T
©/ 2 N-—Pt—Cl

Esquema 13. Sintese do complexo C8.

3.3.5. Sintese do complexo [Pt(L3)CI] (C7)

Para a obtencdo do complexo C7 (Esquema 14) reagiu-se o ligante L3 (0,414
g; 1,0 mmol) dissolvido em 50 mL de etanol e o sal de platina K2PtCl4 (0,415 g; 1,0
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mmol) dissolvido em 50 mL de agua, sob agitagédo, por 24 h. Apds este tempo a
solucao foi filtrada para remover um sélido marrom que se formou (complexo
contendo impurezas). A seguir, 50 mL de isopropanol foram adicionados e a solugéo
foi deixada em repouso. Apos 4-6 dias, microcristais amarelos foram obtidos.
Rendimento: 0,15 g (23 %). Ponto de fusdo: 245 °C

OH
QL @ o
CH3CH,OH l‘\l
Il

o  KoPtcl, T2 o)
H,0
o N—Pt—Cl

HO
0]

@<

Esquema 14. Sintese do complexo C7.

3.4. Estudos Biolégicos

3.4.1. Preparo das solugdées do compostos e cultura das células tumorais

a) Diluicao e armazenamento dos compostos organicos e de coordenagao

Para a realizagdo dos testes biologicos foram preparadas solugdes estoque
dos complexos sintetizados, assim como dos respectivos ligantes e sais metalicos
utilizados em suas sinteses e cisplatina, empregando-se DMSO (dimetilsulféxido)
como solvente. As solugdes estoque foram armazenadas em congelador para que
se mantivessem estaveis. As diluigdes dos compostos foram realizadas através do
método de diluicdo seriada utilizando-se o meio de cultura D-MEMF12 (Gibco, BRL)
suplementado com 20 pg/mL de gentamicina (Gibco, BRL) e 10 % de soro fetal
bovino (Gibco, BRL). A concentragdo das solugbes estoque preparadas foi de 2x102
mol.L-' e as concentragdes finais utilizadas nos experimentos foram 100, 50, 25,
12,5 € 6,25 ymol.L".
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b) Cultura das linhagens de células neoplasicas

Células leucémicas humanas (THP-1, U937, MOLT-4), pulmdo (H460), e
cblon (COLO205), adquiridas da American Type Culture Collection (ATCC), foram
cultivadas em meio D-MEMF12 (Gibco, BRL) suplementado com 20 upg/mL de
gentamicina (Gibco, BRL) e 10 % de soro fetal bovino (Gibco, BRL). As culturas
foram armazenadas em garrafas de cultura apropriadas e mantidas em estufa
(Forma Scientific Inc., modelo 3159) com temperatura e pressao de CO:2 controlados

(37 °C e 5 % de CO2). O meio de cultura foi renovado a cada dois dias.

c) 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 sédica 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
proporgcao 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. Apds 0 processo
de lavagem o “pellet” formado foi ressuspendido em DMEM/F12 suplementado com
10% de soro fetal bovino, 20 uyg/mL de gentamicina e 0,25 pg/mL de enterotoxina B
de Staphilococcus (SEB) (Sigma, S0812). As células foram mantidas em garrafas de
cultura e em estufa (37 °C e 5% de COz2) por duas horas para aderéncia dos
monocitos. Apos este periodo as células mononucleares do sangue periférico
humano (PBMC), presentes no sobrenadante, foram recolhidas e utilizadas para

realizacao do teste de viabilidade celular por metabolizacdo do MTT.
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d) Padronizagao da concentragao da cultura celular

Apods o cultivo das células, uma por¢cao das mesmas foi corada com azul de
Tripan 0,2 % (Sigma, T6146) para a realizagdo da contagem do numero de células
em camara de Neubauer e avaliagdo da viabilidade celular. Ap6s a contagem, a
concentragédo de células foi ajustada para 1x10° células/mL para a realizagdo dos

experimentos.

3.4.2. Avaliagao da viabilidade celular por metabolizagao do MTT (3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil brometo de tetrazélio)

O teste de viabilidade celular pelo ensaio de metabolizagdo do MTT (Sigma,
M2128) foi realizado de acordo com a metodologia descrita por Mosmann (1983),
que consiste na reducdo do MTT a formazam (composto de cor purpura) pela

succinato desidrogenase mitocondrial (Esquema 15).

N I
| ()
N N) 7 } x\T/J
S\ -
/ 4 .
<\ h Reducao — K/N—NH
N=N - /
+ ,/»'N~; _— Succinato desidrogenase K\ 4 ,\
Br v mitocondrial — =N N
r J,f/ - IN-, _
S / o e
~ T Vi
\ 8\{
MTT (amarelo) Formazan (parpura)

Esquema 15. Representagéo da redugdo do MTT a formazam pela succinato desidrogenase
mitocondrial.

Em placas de 96 pocos foram adicionados 100 pyL por poco das células
cultivadas com a concentragdo devidamente ajustada (1x108 células/mL), as placas
foram mantidas em estufa por 6-8 h e em seguida foram adicionados 100 pL por
poco dos compostos nas concentragdes de 100, 50, 25, 12,5 e 6,25 umol.L-'. Apds a

adicao dos compostos as placas foram mantidas em estufa (37°C e 5% de CO2) por
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36 h. Passado o periodo de incubagao foram adicionados, em cada poco, 20 uL de
solucdo de MTT (5,0 mg/mL dissolvido em tampao fosfato salino pH 7,2 - PBS)
seguido de incubagdo por mais 4 horas em estufa. Apds este periodo, foram
retirados 120 yL do sobrenadante e os cristais formados foram homogeneizados
com 150 uL de uma solugao de isopropanol com 0,0014 % de HCI concentrado. As
placas de 96 pocgos foram centrifugadas e uma aliquota de 100 uL de cada poco foi
transferida para uma placa limpa para ser avaliada em espectrofotdmetro
(MULTISKAN-EX) utilizando o comprimento de onda de 570 nm. Pogos contendo
100 pL de células e 100 yL de meio de cultura foram utilizados como controle
positivo (branco). Todos os testes foram realizados em dois experimentos isolados,
cada um em triplicata. Os resultados de absorbancia obtidos foram convertidos em
porcentagem de células viaveis, que foram inseridas no programa Prisma para que a

ICso fosse calculada.

3.4.3. Avaliacao do tipo de morte celular através de marcagdao com AnexinaV e
lodeto de Propidio (PI)

A linhagem U937 foi plaqueada na concentragdo de 1x10® células/mL em
placa de 24 pocgos e tratada com os compostos C7 e C8 na concentragao de 2x
ICs0, durante 24 horas. A marcacdo com Anexina V/PI foi feita de acordo com o
protocolo do kit AnnexinV-FITC Apoptosis Detection Kit (SIGMA-ALDRICH). Apés a
incubacgao, as células foram lavadas 2 vezes em PBS e ressuspendidas no tampao
de ligacao fornecido pelo kit (100mM HEPES/NaOH, pH 7,5, contendo 1400 mM de
NaCl e 25 mM de CaClz). Em tubo apropriado, foram adicionados 500 pL da solugao
de tampao de ligacdo contendo as células tratadas, 5uL de Anexina V e 10 pL de
lodeto de Propidio (Pl) para cada amostra. As amostras foram deixadas no escuro
por exatamente 10 minutos. Imediatamente apds esse tempo, as amostras foram

analisadas em citdmetro de fluxo (FACS Calibur).

3.4.4. Avaliacao do ciclo celular por citometria de fluxo (Sub-G1)
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Células U937 foram plaqueadas na concentracdo de 1 x 108 células/mL em
placas de 24 pocgos e tratadas com 2x ICso do composto C7 e incubadas por 24
horas em estufa (37 °C e 5% de COz2). As células controle foram incubadas apenas
com meio DMEMF12 (Gibco, BRL) suplementado com 20 ug/mL de gentamicina
(Gibco, BRL). Em seguida as células foram processadas segundo método descrito
por Gong et al., 1994. Apds o periodo de incubacdo, o conteudo de cada pogo (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, foi adicionado lentamente 1mL de
etanol 70% gelado e as células foram submetidas a fixagdo por 30 minutos a 4 °C.
Apds o periodo de fixagao, as células foram sedimentadas por centrifugagcéo a 200
Xg por 5 min e lavadas com tampao fosfato-citrato (200 mM, pH=7,8). O
sobrenadante foi desprezado e as células foram incubadas com 50 yL de RNAse
(100 pg/mL Sigma, R4875), a temperatura ambiente, por 15 min. A seguir, foram
adicionados 400 pL de iodeto de propidio (concentracdo final 50 ug/mL; Sigma,
P4170). As células foram analisadas em citdmetro 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.

3.4.5. Avaliacao do potencial de membrana mitocondrial por citometria de fluxo
(JC-1)

Células U937 foram plaqueadas na concentracdo de 1 x 108 células/mL em
placas de 24 pocos, tratadas com 2x ICso do composto C7, e incubadas por 12 horas
em estufa (37 °C e 5% de CO2). Apds o periodo de incubagéo, o conteudo 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 CO2) com 500 pL de solugao 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 yL de meio D-
MEMF12 sem soro fetal bovino. A leitura das amostras foi realizada imediatamente

em citdmetro de fluxo (FACS Calibur). Os graficos Dot-plot e a porcentagem de
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células com mitocOndrias normais e comprometidas foram obtidos através do

software WinMDI, versdo 2.9.

3.4.6. - Avaliacao da atividade de caspases

Para verificar a via apoptoética induzida pelo composto C7 foi utilizado o
Colorimeter Sampler Kit (Invitrogen) contendo substratos para as caspases 3 e 6
(efetoras para ambas as vias), 9 (ativadoras da via mitocondrial) e 8 (ativadoras da
via dos receptores de morte). Foram seguidos os procedimentos descritos pelo
fabricante. Culturas de células da linhagem U937, na concentragdo de 1x10°
células/mL, foram incubadas com uma concentragédo de 2x ICso do composto C7 por
3, 6, 12 horas. Posteriormente as células foram centrifugadas por 5 minutos a 200 xg
e resuspendidas em 100 pL do tampéao de lise. As amostras foram centrifugadas por
1 min (10.000 xg) e, em seguida, foram adicionados 50 yL do tampé&o de reacéao
contendo 10 mM de DTT (ditiotreitol) a cada amostra e 5 pL do substrato (4 mM). As
amostras foram incubadas a 37 °C, no escuro, e foram realizadas leituras em
espectrofotometro (Epoch™, BioTek® Instruments, Inc.) utilizando o comprimento de

onda de 450 nm nos tempos de 0, 1 e 2 horas. Os ensaios foram feitos em duplicata.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Caracterizagao dos Compostos Organicos

Todos os compostos orgénicos (L1 — L4) tém sua sintese e caracterizagao
descritas na literatura (Neves et al., 1993; Horn et al., 2000; Lopes, 2012), portanto,
foram empregadas em suas caracterizagdes apenas as técnicas de espectroscopia
no infravermelho (Anexo 1) e ressonancia magnética nuclear de 'H (Anexo 1) a fim

de confirmar a obtencao e a pureza dos mesmos.



63

4.2. Caracterizagao dos Complexos de Platina e Zinco

Neste item serdo apresentadas as caracterizacdes dos complexos de platina
e zinco através das técnicas de espectroscopia no infravermelho, ponto de fusao,
analise elementar (C, H e N), medidas de condutividade elétrica, espectrometria de
massas com ionizagdo por electrospray (ESI-MS e ESI-MS/MS) e ressonancia

magnética nuclear de "®5Pt para os complexos de platina.

4.2.1. Caracterizagao dos complexos de zinco ja descritos na literatura: C1 e C2

Para estes compostos, ja descritos na literatura (Fernandes et al., 2011;
Fernandes et al., 2014), foram empregadas as técnicas de espectroscopia no
infravermelho (Tabela 3) e analise elementar de C, H e N (Tabela 4) a fim de

comprovar sua obtencao e pureza.

Tabela 3. Resultados de espectroscopia no infravermelho para os compostos C1 e C2, obtidos em
pastilha de KBr.

Absorcio (cm™) C1 C2
@ @ '
on | b T/o;
@J 8 é/()/ i
v OH 3332 3435
v NH 3226 -
v CHaromatico 3032 3028
vas CH2 2958, 2939, 2901 2943, 2914
vs CH2 2858 2748
v C=C: v C=N 1593, 1573, 1504, 1454 e 1435 1595, 1437
v C-02 1273 1278
y-CHb; B-anel® 760, 738 764,734

a= estiramento de C-O do fenol; b= deformagdo C-H fora do plano de heteroaromaticos; c=
deformacéao do anel heteroaromatico.



64

Tabela 4. Resultados de analise elementar (C, H e N) para os compostos de C1 e C2.

Complexo % Ctecrico % Cexp. % Htecrico % Hexp. % Ntesrico % Nexp.
C1
44,54 44,57 4,03 4,03 7,99 8,24
(C13H14C|2szn)
C2
47,26 47,29 4,46 4,21 6,89 7,02

(C16H18CI12N202Zn)

Os resultados obtidos estdo de acordo com aqueles relatados na literatura,

confirmando a obtencao e pureza dos mesmos.

4.2.2. Caracterizacao dos complexos inéditos de platina e zinco: C3 — C8

Os complexos inéditos de platina e zinco foram caracterizados pelas técnicas
de espectroscopia no infravermelho, analise elementar de C, H e N, condutividade
elétrica, espectrometria de massas com ionizagcéo por electrospray (ESI-(+)-MS e
ESI-(+)-MS/MS) e ressonancia magnética nuclear de Pt para os complexos de

platina.

4.2.2.1. Espectroscopia no infravermelho

Os espectros no infravermelho obtidos para os complexos de platina e zinco
apresentam bandas tipicas dos ligantes organicos empregados em suas sinteses.
Sao observadas bandas de deformacao axial de O—-H, bandas caracteristicas da
deformagdo axial de CH aromatico, bandas de deformagédo axial simétrica e
assimétrica de CH2, bandas caracteristicas da deformacdo axial dos anéis
aromaticos (C=C e C=N) e bandas de deformagédo do anel heteraromatico, entre
outras. Também sao observadas bandas caracteristicas de deformacéao axial de C-O
do fenol e do naftol. As bandas observadas e suas atribuicbes estao listadas na
Tabela 5. As Figuras 20 — 23 apresentam os espectros no infravermelho dos

complexos em comparagao com os espectros dos seus respectivos ligantes.
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Figura 21. Espectros no infravermelho do ligante L2 e do complexo C6.
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Figura 23. Espectros no infravermelho do ligante L4 e dos complexos C4 e C8.
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Tabela 5. Principais bandas observadas nos espectros no infravermelho dos complexos de platina e
zinco (C3 — C8) e suas atribuigdes.

Numero de onda (cm™)

Atribuicao
c3 c4 c5 cé c7 c8
v OH 3647 3464 3408 3400 3359 3346
v NH - - 3155 - - -
v CHaromtico 3057 3049 3088 3088 3069 3073
2910, 2962, 2955, 2972, 2083, 2088,
Vas + vs CHa 2860, 2893, 2018 2926 2923 2915
2748 2860
1593, 1626, 1595, 1599, 1598, 1599,
1508,147 1566, 1479, 1483, 1479, 1510,
vC=N:vC=C 5 1446, 1508, 1450 1452 445 1485,
1402 1477, 1448
1444
v C-08 1242 1217 1269 1114 1121 1118
J-CHP; B-anelc 792,760 844, 767 767 769 762 758

a= estiramento de C-O do fenol; b= deformagdo C-H fora do plano de heteroaromaticos; c=
deformacao do anel heteroaromatico.

O deslocamento das bandas para regides de diferentes numeros de onda em
relacdo aos espectros no infravermelho dos ligantes mostra que houve mudanga na
geometria da molécula e o enfraquecimento de algumas ligagbes, confirmando a

complexacao.

4.2.2.2. Analise elementarde C,He N

Os resultados obtidos da analise elementar de C, H e N realizada para os

complexos de platina e zinco sao apresentados na Tabela 6.
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Tabela 6. Resultados de analise elementar (C, H e N) para os compostos de C5, C6 e C8.

Complexo % Crtecrico % Cexp. % Htecrico % Hexp. % Ntesrico % Nexp.
C3
60,72 61,09 4,90 5,19 5,45 5,58
(C26H25CIN2032n)
C4
60,72 60,98 4,90 5,19 5,45 5,63
(CstzsC|N203zn)
C5
33,81 33,47 3,27 3,11 6,07 5,86
(C13H15CIN20O2Pt)
C6
35,83 35,98 3,38 3,48 5,22 5,03
(C16H21CI2N2O3Pt)
C7
47,17 46,89 4,11 4,05 4,23 3,97
(C26H27CIN20O4Pt)
C8
47,17 47,13 4,11 3,98 4,23 4,10

(C26H27CIN204Pt)

O resultados da andlise elementar sdo concordantes com as estruturas
propostas, confirmando a obtengcdo de complexos contendo um centro de platina ou
zinco coordenado a uma molécula do respectivo ligante e um cloreto. Também é
confirmada a presenca de uma molécula de agua de cristalizagcdo em todos os

complexos de platina.

4.2.2.3. Medidas de condutividade elétrica

As medidas de condutividade elétrica dos complexos de platina e zinco
(Tabela 7) foram realizadas em solugdo de dimetilformamida ou dimetilsulfoxido, de
acordo com a solubilidade de cada complexo, na concentragéo de 1,0.10-3 mol.dm.
Segundo Geary (1971), as espécies presentes nas solugdes dos complexos podem
ser consideradas nao-eletrélitas, pois apresentaram condutividade elétrica inferior a
65,0 uyS/cm (DMF) e 23,0 pS/cm (DMSO).
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Tabela 7. Dados da analise de condutividade elétrica para os complexos de platina e zinco C3 — C8.

Complexo Condutividade (uS/cm) Espécie de eletrélito’
C3 (DMF) 14,99 nao-eletrolito

C4 (DMF) 15,65 nao-eletrolito

C5 (DMSO) 16,72 nao-eletrolito

C6 (DMSO) 12,18 nao-eletrolito

C7 (DMSO) 18,36 nao-eletrolito

C8 (DMSO) 20,14 nao-eletrolito

' Atribuigdo segundo Geary (1971).

4.2.2.4. Espectrometria de massas com ionizagao por electrospray

Os espectros de ESI-(+)-MS em solugdo agua:metanol (1:1) para os
complexos C3 (Figura 24) e C4 (Figura 26) sdo bastante semelhantes, ambos os
espectros apresentam sinais de m/z 309, 415, 477, 957 e 993. Os sinais de m/z 309
e 415 sao referentes ao ligante, correspondendo, respectivamente, ao cation
formado pelo ligante protonado apdés a perda de um grupo metileno e um fenol
[C19H21N202]" e ao cation do ligante protonado [C2sH27N203]*.

O sinal de m/z 477 representa o cation mononuclear formado por um centro
metalico de Zn(ll) coordenado a uma molécula do ligante desprotonado
[C26H25N203Zn]*. 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, uma com o fenol desprotonado e outra com o fenol e o alcool
desprotonados (m/z 957) [Cs2H49N4OeZn2]" € a segunda € formada por dois centros
de Zn(ll) coordenados a duas moléculas do ligante com o fenol desprotonado e a um
cloreto (m/z 993) [Cs2H50CIN4OsZn2]".

Além destes sinais, o espectro do complexo C3 apresenta um sinal de m/z
371, referente ao cation formado por uma molécula do ligante apds a perda de um
grupo metileno e um fenol coordenado a um centro metalico de Zn(ll)
[C19H19N202Zn]*.

O espectro obtido para o complexo C4 também apresenta sinais adicionais
de m/z 437, 513 e 891. O cation de m/z 437 é formado por uma molécula do ligante

e um ion soédio [C2sH26N203Na]*, o de m/z 513 é formado por um centro metalico de



70

Zn(ll) coordenado a uma molécula do ligante e um ion cloreto [C2sH26CIN203Zn]* e 0
de m/z 891 é formado por dois centros de Zn(ll) coordenados a duas moléculas do
ligante, uma totalmente desprotonada e a segunda apenas com o fenol
desprotonado [Cs2Hs51N4OesZn]".

As Figuras 25 e 27 apresentam as estruturas das principais espécies
observadas nos espectros de ESI-(+)-MS para os dois complexos. Todas as
espécies propostas foram confirmadas através da comparacdo entre os perfis
isotdpicos teodricos e experimentais.
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Figura 24. Espectro de ESI-(+)-MS obtido para o composto C3, em agua:metanol (1:1).
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Figura 27. Principais espécies presentes no espectro de ESI-(+)-MS para o composto C4.

No espectro de ESI-(+)-MS em solugédo agua:metanol (1:1) para o composto
C5 (Figura 28) foram identificadas seis espécies catibnicas, cinco mononucleares
(m/z 426, 445, 516, 622 e 659) e uma binuclear (m/z 851). O sinal de m/z 426
corresponde ao complexo apds a perda do ion cloreto e coordenacdo a uma
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molécula de agua, o sinal de m/z 445 corresponde ao complexo com o fenol do
ligante protonado, o sinal de m/z 516 corresponde ao cation formado por um centro
metalico de platina coordenado a duas moléculas do ligante, sendo uma delas
fragmentada (perda do grupo fenol), o sinal de m/z 622 corresponde ao cation
formado por um centro metalico de platina coordenado a duas moléculas do ligante,
uma com o fenol protonado e o sinal de m/z 659 corresponde ao cation formado por
um centro metalico de platina coordenado a duas moléculas do ligante com os fenois
protonados e um ligante cloro. O cation binuclear de m/z 851 corresponde a dois
centros metalicos de platina coordenados a duas moléculas do ligante desprotonado
e duas moléculas de agua. A Figura 29 apresenta as estruturas propostas para as

espécies observadas no espectro de ESI-(+)-MS para o composto C5.
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Figura 28. Espectro de ESI-(+)-MS obtido para o composto C5, em H20/MeOH (1:1).
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Figura 29. Estruturas propostas para as espécies identificadas no espectro de ESI-(+)-MS para o
composto C5.

O espectro de ESI-(+)-MS em solugao agua:metanol (1:1) para o composto
C6 (Figura 30) apresenta quatro espécies catidbnicas mononucleares (m/z 501, 537,
549 e 575) e uma espécie catibnica binuclear (m/z 1037). O sinal de m/z 501
corresponde ao cation do complexo apds a perda do ion cloreto, o sinal de m/z 537
corresponde ao cation do complexo com o ligante protonado, o sinal de m/z 549
corresponde ao cation formado pelo complexo apds perda do ion cloreto e
coordenacgdo a uma molécula de agua e uma de formaldeido e o sinal de m/z 575
corresponde ao cation formado por um centro metalico de platina coordenado a uma
molécula do ligante, na qual o ion fenolato esta interagindo com um ion potassio e
um cloreto. O cation binuclear de m/z 1037 corresponde a dois centros metalicos de
platina coordenados a duas moléculas do ligante desprotonado unidos por uma
ponte cloro. Dados de ESI-(+)-MS/MS mostram que o ion de m/z 501 é formado pela
fragmentacao do cation de m/z 1037, liberando uma molécula neutra de massa 536,

a qual é constituida por um centro metalico de platina coordenado a uma molécula
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do ligante no qual o atomo de oxigénio do fenol encontra-se desprotonado e a um
ligante cloro. A Figura 31 apresenta as estruturas propostas para as espécies
observadas no espectro de ESI-(+)-MS para o composto C6.
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Figura 30. Espectro de ESI-(+)-MS obtido para o composto C6, em H20/MeOH (1:1).
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Figura 31. Estruturas propostas para as espécies observadas no espectro de ESI-(+)-MS para o
composto C6.

No espectro de ESI-(+)-MS em solugdo agua:metanol (1:1) para o complexo
C7 (Figura 32) foram identificadas duas espécies catidbnicas mononucleares (m/z
542 e 608) e duas espécies catidnicas binucleares (m/z 1158 e 1251). O sinal de m/z
542 corresponde ao cation do complexo apds a fragmentagao do ligante (perda do
anel piridinico) e o sinal de m/z 608 corresponde ao cation do complexo. O sinal de
m/z 1251 corresponde ao cation formado por dois centros metalicos de platina
coordenados a duas moléculas do ligante e unidos por uma ponte cloro. Dados de
ESI-(+)-MS/MS mostram que os ions de m/z 608 e 1158 sdo formados pela
fragmentacdo do cation de m/z 1251. O cation de m/z 1158 se origina da
fragmentacdo de uma das moléculas do ligante da espécie de m/z 1251 e o cation
de m/z 608 é formado pela perda de um centro metalico de platina, uma molécula do

ligante e um cloro da espécie de m/z 1251. A Figura 33 apresenta as estruturas
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propostas para as espécies observadas no espectro de ESI-(+)-MS para o

composto.
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Figura 32. Espectro de ESI-(+)-MS obtido para o composto C7, em H2O/MeOH (1:1).
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Figura 33. Estruturas propostas para as espécies observadas no espectro de ESI-(+)-MS para o
composto C7.
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No espectro de ESI-(+)-MS em solugdo agua:metanol (1:1) para o composto
C8 (Figura 34) foram identificadas cinco espécies catidbnicas (m/z 415, 608, 916,
1022 e 1059), uma delas é referente ao ligante L4 protonado (m/z 415) e as demais
sdo espécies mononucleares de platina (m/z 608, 916, 1022 e 1059). O sinal de m/z
608 corresponde ao cation do complexo, o sinal de m/z 916 corresponde ao cation
formado por um centro metalico de platina coordenado a duas moléculas do ligante
(uma delas fragmentada — perda do anel fendlico), o sinal de m/z 1022 corresponde
ao cation formado por um centro metalico de platina coordenado a duas moléculas
do ligante (uma delas protonada) e o sinal de m/z 1059 corresponde ao cation
formado por um centro metalico de platina coordenado a duas moléculas do ligante
protonadas e um ligante cloro. Dados de ESI-(+)-MS/MS mostram que o ion de m/z
415 é formado pela fragmentacdo da espécie de m/z 1022. Nesta fragmentacéo
ocorre a liberagdo de uma molécula neutra de massa 607, a qual corresponde a um
composto contendo um centro de Pt(ll) coordenado a uma molécula do ligante L4 no
qual oxigénio do alcool se encontra desprotonado. A Figura 35 apresenta as
estruturas propostas para as espécies observadas no espectro de ESI-(+)-MS para o

composto.
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Figura 34. Espectro de ESI-(+)-MS obtido para o composto C8, em H20/MeOH (1:1).
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Figura 35. Estruturas propostas para as espécies observadas no espectro de ESI-(+)-MS para o
composto C8.

4.2.2.6. Ressonancia magnética nuclear de %Pt

Os espectros de ressonancia magnética nuclear de '®5Pt para os complexos
C5-C8 (Figura 36) apresentam sinais dentro da faixa de deslocamento prevista na
literatura para complexos de Pt(ll), de -500 a -5000 ppm, e o sinal do sal usado
como padrao (K2PtCls) foi observado em todos os espectros em -1616 ppm, valor
préximo ao encontrado na literatura para o ion [PtCls]*, -1631 ppm (Ursini, 1997).

Para os complexos C5, C6 e C7 foi observado apenas um sinal de intensidade
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significativa em -1949, -2112 e -1928 ppm, respectivamente, e para o complexo C8
foram observados dois sinais em -1928 e -2112 ppm.

Acredita-se que os sinais em -1949 (C5) e -1928 (C7 e C8) ppm representam
centros de platina com ambiente de coordenacdo similar ao proposto para o estado
sélido, estando coordenado a um nitrogénio piridinico, um nitrogénio aminico, um
oxigénio fenolato e um cloreto. Para o composto C6, que apresentou apenas um
sinal em -2112 ppm, acredita-se que o centro metalico, em solugdo, esteja em um
ambiente quimico diferente do proposto para o estado sélido, o que pode ser devido
a coordenacgao ao solvente DMSO ou pela coordenagéo do grupo alcool do ligante,
por exemplo. Para o composto C8, onde foi observado, além do sinal em -1928 ppm,
um sinal em -2112 ppm, acredita-se que podem existir duas espécies em equilibrio

quando em solugao, ou mesmo a formacao de uma espécie binuclear de platina.
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Figura 36. Espectros de RNM %Pt para os complexos de platina (C5-C8), obtidos em DMSO
deuterado, utilizando uma solugéo de K2PtCls em dgua como padrao interno.
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4.3. Estudos da atividade citotoxica dos complexos

4.3.1. Estudos de citotoxicidade celular através do método de metabolizagao
do MTT

O estudo inicial de citotoxicidade foi realizado para os complexos de platina e
zinco e seus respectivos ligantes (Figura 37), sais metalicos e cisplatina através do
microensaio colorimétrico utilizando MTT (3-(4,5- dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil
brometo tretazodlico). Este método é utilizado como ensaio padrao para avaliar a
atividade citotéxica de compostos quimicos e € baseado na redugao do MTT pela
enzima succinato desidrogenase, presente na mitocondria. O MTT reduzido
originara um precipitado de cor purpura (denominado formazam, o qual pode ser
quantificado através de espectrofotometria. Este experimento quantifica a populagao
de células viaveis, que sido as células metabolicamente ativas capazes de reduzir o
MTT (Albrecht et al., 2004).
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Figura 37. Estrutura dos ligantes organicos e complexos de platina e zinco sintetizados e estudados
neste trabalho.

Os resultados obtidos séao representados pelo indice de citotoxicidade 50%

(ICs0), ou seja, a concentragdo capaz de matar ou reduzir a viabilidade celular em
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50%. A ICs0 foi determinada a partir das curvas dose resposta obtidas nos
experimentos utilizando o programa GraphPad Prism versdao 5.0 e a Tabela 8

apresenta os resultados de ICso obtidos.

Tabela 8. Valores de ICso obtidos para os complexos, ligantes, sais metalicos e cisplatina, através do
ensaio de MTT.

ICs0 (umol.L™)

COMPOSTO Colo205* H460% u937* THP-1* Molt-4* PBMC*
L1 > 100 > 100 >100* > 100" > 100* o
L2 > 100 > 100 > 100 > 100 > 100 e
L3 > 100 > 100 28+2 68z%2 43+ 1 > 100
L4 > 100 > 100 > 100 > 100 > 100 > 100
ZnCl > 100 > 100 >100* > 100" >100* e
K2PtCl4 > 100 > 100 > 100 > 100 >100 e
C1 > 100 > 100 >100* > 100" > 100" o
C2 > 100 > 100 > 100 > 100 >100 e
C3 > 100 > 100 >100* >100"* 24 +1 o
C4 > 100 > 100 >100* >100** 58+2 e
C5 > 100 > 100 72+2 > 100 > 100 o
C6 > 100 > 100 > 100 > 100 > 100 e
C7 302 511 11 +1 6+1 9+1 22 +1
C8 38+2 78 £1 15+2 201 11+£2 42 +1
Cisplatina 41+2 >100 8+1* 10+1* 6+ 1* 44 + 2

# Sendo: Colo205 - linhagem de cancer de colon, H460 — linhagem de cancer de pulméo, U937 —
linhagem de leucemia monocitica aguda, THP-1 — linhagem de leucemia mondcita humana, Molt-4 —
linhagem de leucemia linfoide aguda e PBMC - células normais do sangue periférico.

* Dados publicados (Fernandes et al., 2014).

** Dados publicados (Borges, 2013).

*** Dados que nao foram obtidos devido a baixa atividade dos complexos contra as linhagens

tumorais.

Os complexos de zinco ndo apresentaram atividade contra as linhagens
tumorais estudadas, exceto os compostos C3 e C4, contra a linhagem MOLT-4. Os
complexos de platina C5 e C6 também nao apresentaram atividade citotdxica

relevante. Os complexos de platina C7 e C8 apresentaram elevada atividade
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citotoxica frente a todas as linhagens estudadas, sendo seus valores de ICso muito
préximos, ou até menores que os valores encontrados para a cisplatina.

Os ligantes isolados e sais metalicos ndo apresentaram atividade citotoxica
significativa, exceto para o ligante L3 frente as trés linhagens leucémicas (U937,
THP-1 e MOLT-4). Estes resultados indicam que a atividade citotoxica depende
tanto do ligante organico (uma vez que os complexos formados com os ligantes que
possuem o grupo naftol em suas estruturas (L3 e L4) apresentam maior atividade)
como do centro metalico, sendo os complexos de platina mais ativos que os de
zinco.

Compostos de cobre similares a C7 e C8 também apresentam elevada
atividade antitumoral contra linhagens de células leucémicas e de melanoma,
(Lopes, 2012, Borges, 2013) Na literatura, existem estudos que relatam a alta
atividade citotoxica de compostos de coordenagdo com a inser¢cdo de grupos
planares em suas estruturas, e normalmente atribuem a elevada atividade de
complexos que contém estes grupos a capacidade dos mesmos de interagir com o
DNA (Lopes, 2012; Emam et al.,2015).

Com a finalidade de verificar a seletividade dos compostos mais ativos para
as células tumorais (C7 e C8), foi realizado experimento de viabilidade celular
empregando-se células mononucleares normais do sangue periférico (PBMC). Os
resultados mostram que os dois complexos sdo mais téxicos para as células
leucémicas do que para as células sadias, apresentando uma seletividade similar a

da cisplatina para estas linhagens.

4.3.2. Avaliagao da Externalizagcao de fosfatidilserina (marcagao com Anexina V

e lodeto de Propidio)

Com o objetivo de confirmar o tipo de morte celular induzida pelos compostos
mais ativos (C7 e C8) foram realizados estudos de marcagdo com Anexina V e
iodeto de propidio (Pl), utilizando a linhagem leucémica U937. A concentragdo dos
compostos utilizada foi de 2 x ICso e apés 24 h de incubagdo as células foram
marcadas e analisadas no citometro de fluxo. Células normais n&o sofrem nenhum
tipo de marcagéo, células que se encontram em estagio de apoptose inicial sdo

marcadas com Anexina V somente, células em apoptose tardia (apoptose-necrose)
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sdo marcadas com Anexina V e Pl e células em necrose sdo marcadas somente

com PI.

A figura 38 mostra que o composto C7 induz morte por apoptose (98%) na

linhagem leucémica U937, enquanto o composto C8 induz necrose (96%). Estudo

similar mostra que a cisplatina induz majoritariamente apoptose (96%) nesta mesma

linhagem (Borges, 2013).

A indugdo de morte celular por necrose € indesejada na atividade citotdxica

dos complexos, por ser uma morte mais agressiva, que causa inflamagao e danos

as células vizinhas, portanto, os estudos posteriores foram realizados apenas para o

complexo C7, o qual induz morte celular por apoptose.
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Figura 38. Porcentagem de morte celular por necrose (quadrante superior esquerdo), apoptose tardia
(quadrante superior direito) e apoptose inicial (quadrante inferior direito) induzida pelos compostos C7
e C8 na linhagem leucémica U937 apds 24 horas de incubagdo. O Quadrante inferior esquerdo
representa a populagao de células viaveis.
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4.3.3. Avaliagao do ciclo celular (Sub-G1) por citometria de fluxo

A citometria de fluxo foi utilizada na identificacdo da distribuicdo das células
nas fases do ciclo celular. Neste experimento, as fases sao distinguidas pelo
conteudo do DNA das células em fase G1 (crescimento 1), S (sintese) e G2/M
(crescimento 2/mitose). As fases G2 e M s&o observadas na mesma regidao do
histograma por possuirem conteudo de DNA semelhante (Nunez, 2001). Nos
estagios tardios da apoptose, o DNA das células € clivado por endonucleases em
fragmentos de 200 pares de base ou multiplos. O processamento das amostras
remove o DNA fragmentado e as células com baixo conteudo de DNA aparecem na
regidao Sub-G1 do histograma (Gong et al., 1994). A presenga da populagao celular
nesta regido do histograma pode ser considerada um indicativo de morte celular por
apoptose.

Células U937 controle e tratadas com o complexo C7 na concentragao de 2x
ICs0 por 24 h foram avaliadas e os resultados obtidos sdo apresentados na Figura
39. Pode-se observar que a porcentagem de células controle (ndo tratadas) em sub-
G1 foi de 7%, enquanto para as células tratadas com o complexo C7 foi de 61%.
Dados da literatura indicam que para a cisplatina, na concentragdo de 50 pymol.L™",
89% das células U937 estdo nesta regido do histograma (Borges, 2013).

Estes resultados confirmam a inducdo de morte celular por apoptose pelo
complexo C7, corroborando com os resultados obtidos no experimento de marcacgao

com Anexina V/PI.

Controle Complexo c7

o) o
0 el
Y al
2] 2
&1 4464% S
G1
o | 15,85 % o 4 7.35%
0 0] o B 14,90 % '
e G2/M S =1 o1 G2/M
S 1 738% c 61,38 %
o] suwat 14,62% 2o Sub G1 9,56 %
o I od 5
— —
o A
10
° -'m”q-

0 200 400 600 800 1000 0 200 400 600 800 1000
lodeto de propidio lodeto de propidio

Figura 39. Histograma referente a analise do ciclo celular da linhagem U937 sem tratamento
(controle) e apés 24 horas de incubagdo com o complexo C7.



87

4.3.4. Avaliagao do potencial de membrana mitocondrial (PMM)

A avaliagdo do potencial de membrana mitocondrial foi realizada utilizando o
marcador catiénico lipofilico fluorescente JC-1 (iodeto de 5,5,6,6’-tetracloro-
1,1’,3,3'-tetraetilbenzimidazolilcarbocianina) que se 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 protons para
0 espacgo intermembranoso, permite o acumulo deste fluorocromo no interior da
mitocondria. Quando a concentragdo do JC-1 se torna elevada na matriz
mitocondrial ele forma agregados que fluorescem na regido do vermelho. A forma
monomeérica do JC-1 emite fluorescéncia verde, assim, em células onde ocorreu o
colapso do potencial de membrana mitocondrial ndo ocorre a formacgao 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 apresentam o PMM normal, por meio do detector FL1 (fluorescéncia 1)
que capta luz na regiao do verde (510-527 nm) e PMM alterado, através do detector
FL2 (fluorescéncia 2) que capta luz na regido do laranja (585-590 nm).

A Figura 40 mostra os resultados da avaliagdo do PMM de células U937
normais e tratadas com 2x ICso do complexo C7 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 de membrana
mitocondrial foi determinada a partir da reducdo da intensidade de fluorescéncia
vermelha das amostras.

Pode-se observar que no controle (células U937 sem tratamento), apenas 5%
das células apresenta dissipagao do PMM, contra 96% de dissipagao do PMM para
as células tratadas com o complexo C7. Dados obtidos por Borges (2013) para a
cisplatina na concentracdo de 50 umol.L-' mostram que esta induz a dissipagdo do
PMM de 88% das células U937.
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Figura 40. Dot-plots da analise do potencial de membrana mitocondrial, por citometria de fluxo, para
a linhagem U937 nao tratada (controle) e tratada com o composto C7 apds 24 h de incubagao.
Quadrante superior direito: células possuindo mitocéndrias com potencial de membrana normal;
quadrante inferior direito: células que apresentam mitocdndrias com perda do potencial de
membrana.

A alteragdo do potencial de membrana mitocondrial é indicativo de que o
complexo C7 induz a morte celular da linhagem U937 por apoptose com
comprometimento da mitocondria (provavel via intrinseca), e estes dados
corroboram com os resultados obtidos pelos estudos de marcagcdo com Anexina V/PI

e avaliacao do ciclo celular.

4.3.5. Avaliagao da expressao das caspases 3,6,8¢e 9

Para a avaliacao de atividade de caspases foram utilizados substratos para
capases efetoras (3 e 6), comum as duas vias de apoptose, para a caspase 8,
especifica da via de receptores de morte e para a caspase 9, especifica da via
mitocondrial. A Figura 39 mostra o padréo de expressao de caspases para células
U937 controle (n&o tratadas) e tratadas com o complexo C7 por 3, 6 e 12 horas. Os
resultados mostram que o composto C7 induz a expressao de todas as caspases
investigadas, sugerindo que ambas as vias apoptéticas (intrinseca e extrinseca)
podem estar sendo ativadas. Os resultados também indicaram que no tempo de 3
horas de incubagao ja é observado o pico de expressdo para todas as caspases,

com posterior decaimento nos tempos de 6 e 12 h, indicando que o complexo age
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rapidamente contra as células utilizadas. Resultados obtidos para o composto de
cobre contendo o mesmo ligante revelam uma atividade mais lenta, com pico de

expressdo das caspases etre 6 e 12 horas (Borges, 2013).
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Figura 41. Avaliacéo da atividade das caspases 3, 6, 8 e 9 em células U937 apds incubagédo com o
composto C7 por 3, 6 e 12 horas (n=2), utilizando o Colorimeter Sampler Kit (Invitrogen). * P<0,05, **
P<0,01, *** P<0,001, representando os valores com diferenga significante estatisticamente em
relagao ao controle (células ndo tratadas).
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5. CONCLUSOES

e As metodologias empregadas nas sinteses dos compostos organicos e de
coordenacdo foram adequadas, sendo possivel obter os quatro ligantes

propostos e oito complexos metalicos, sendo seis inéditos;

e A caracterizagdo dos mesmos foi realizada com sucesso, sendo possivel
comprovar a estruturas dos compostos ja relatados na literatura e propor

estruturas plausiveis para todos os complexos inéditos;

¢ O ensaio de viabilidade celular (MTT) - mostrou que os compostos de platina
C7 e C8 apresentam elevada atividade citotdoxica contra todas as linhagens
estudadas. Os complexos de zinco, assim como os sais metalicos, os ligantes
organicos e os complexos de platina C5 eC6 nao apresentaram atividade
relevante, mostrando que atividade é dependente tanto da estrutura do ligante

organico como do metal ao qual este esta coordenado;

e Os compostos foram mais citotoxicos para células neoplasicas do que para
células humanas normais (PBMC), apresentando seletividade similar a da

cisplatina;

¢ Os resultados de marcagcdo com Anexina V e PI, de avaliagéo do ciclo celular
(Sub-G1) e medidas do potencial de membrana mitocondrial mostram que o
tipo de morte induzida pelo complexo C8 é a necrose e pelo complexo C7 € a

apoptose, com comprometimento da mitocondria;

¢ Os resultados obtidos indicam que o complexo de platina C7 é promissor na

busca por novas drogas antineoplasicas.
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ANEXO 1

Tabela 1. Resultados de espectroscopia no infravermelho para os ligantes L1 — L4, obtidos em
pastilha de KBr, onde os valores entre parénteses sao os relatados na literatura.

Absorgao
L1 (L1Iiteratura) L2 (LZIiteratura) L3 (L3Iiteratura) L4 (L4Iiteratura)
(cm™)
v NH 3263 (3263) - - -
oH 3063 (200 — 3500 - 2500 3500 — 2800 3200-3500
A%
3200) (3500 — 2500) (3300 — 2800) (3300)
3047, 3012 3032, 3014
v CHaromatico 3053 (3051) 3053 (3055)
(3040, 3009) (3053, 3016)
vas CH2 2947(2947) 2949 (2951) 2930 (2927) 2949 (2928)
vs CH2 2860(2862) 2841 (2831) 2833 (2831) 2835 (2828)
1597, 1568, 1595, 1572, 1581, 148 1627, 1599,
vC=Ce 1492, 1433 1485, 1438 ! ’ 1508, 1450
C=N 1589, 1566 1505, 15687, oo (oot (1628, 1997,
= ( ’ ’ ( ! ’ 1489, 1400) 1512, 1469)
1458, 1427) 1487, 1435)
O-Héenol 1356 (1358) 1249 (1250) 1269 (1269) 1257 (1258)
vC-0 1284 (1280) 1151 (1151) 1242 (1242) 1217 (1217)
v C-N 1109 (1111) 1095 (1095) - -
y-CH?; 792, 756 (791, 839, 763 (837,
769 (756) 754 (756)
B-anelP 756) 752)
vC-Cl - 636 (636) -- --

a= deformagéo C-H fora do plano de heteroaromaticos; b= deformagéo do anel heteroaromatico.
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Tabela 2. Dados de RMN 'H para o ligante L1, obtido em CDCls, e comparagdo com valores

relatados na literatura.

9/8\7/OH
0l e
7 N2
NH
3
1/N\5/
(@
2\3/4
Dados experimentais obtidos Literatura*
L1 OH (CDCl3)
o
Cc
5 - -
6 -
7 - -
CH
1 8,58 (dd, J=5,31; J=1,65) 8,58
2 7,23-7,15 (m) 7,23-7,15
3 7,65 (dt, J=7,69; J=7,69; J=1,65) 7,65
4 7,23-7,15 (m) 7,23-7,15
8 6,86 (m) 6,86
9 7,23-7,15 (m) 7,23-7,15
10 6,77 (dt, J=7,32; J=7,32; J= 0,92) 6,78
11 6,97 (d, J=7,32) 6,97
CH:
12 3,83 (s) 3,89
13 4,00 (s) 4,00
NH
2,90 (s) Nao observado

* Fonte: Lube, 2011. d= dupleto; dt= duplo tripleto; m= multipleto; s= simpleto.
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Tabela 3. Dados de RMN 'H do ligante L2, obtidos em CDClIs, e comparagdo com valores relatados

na literatura.

8
9 \7/OH
@
10 5
™" N4z
16

‘ 14\ L
N/ 15 ClI

J13 OH
1/N\5/
@
2\3/4
Dados experimentais obtidos Literatura* (CDCIs)
L2 5 5
H H
Cc
5 - -
6
7 - -
CH
1 8,58 (m) 8,5 (d)
2 7,28-7,11 (m) 7,10-6,6 (m)
3 7,67 (dt, J=7,69; J=7,69; 7,50 (dt)
J=1,83)
4 7,28-7,11 (m) 7,10-6,6 (m)
8 6,90-6,74 (m) 7,10-6,6 (m)
9 7,28-7,11 (m) 7,10-6,6 (m)
10 6,90-6,74 (m) 7,10-6,6 (m)
11 7,01 (dd, J=7,32; J=1,47) 7,10-6,6 (m)
15 4,10-3,38 (m) 3,90-3,60 (m)
CH:
12 4,10-3,38 (m) 3,90-3,60 (m)
13 4,10-3,38 (m) 3,90-3,60 (m)
14 2,87-2,73 (m) 3,40 (dd)
16 3,48 (m) 2,70 (dd)

* Fonte: Horn et al., 2000.



Tabela 4. Dados de RMN "H do ligante L3, obtidos em CDClIs, e comparagdo com valores relatados

na literatura.

24
2 22
e\r\(/ 14
13, 1
| \
OH
2 15
Zﬁ)/ K1’6/
19 17
g OH

L3 Dados experimentais obtidos Literatura* (CDCIs)
OH OH
Cc
7 - -
9 - -
10 - -
16 - -
17 - -
22 - -
CH
1 8,03 (d) 8,03 (d)
2 7,49 — 7,46 (m) 7,48 (1)
3 7,49 — 7,46 (m) 7,48 (t)
4 7,78 (d) 7,78 (d)
5 7,43 - 7,41 (m) 7,44 — 7,41 (m)
6 7,34 (1) 7,34 (1)
7 6,76 (d) 6,77 (d)
12 4,40 — 4,36 (m) 4,39 — 4,35 (m)
18 6,93 — 6,88 (ddd) 6,89 (d)
19 7,24 -7,18 (m) 7,25-7,17 (m)
20 6,81 (tt) 6,81 (t)
21 7,09 — 7,05 (ddd) 7,06 (d)
23 7,24 -7,18 (m) 7,25-7,17 (m)
24 7,68 (td) 7,69 (t)
25 7,24 - 7,18 (m) 7,25-7,17 (m)
26 8,63 (d) 8,63 (d)
CH:
11 4,17 (m); 4,07 — 4,02 (m) 4,13 (d); 4,08 — 4,03 (m)
13 3,00 (d) 3,00 (d)
14 4,07 — 4,02 (m); 4,08 — 4,03 (m);
4,15-4,12 (m) 4,19 -4,15 (m)
15 3,99 — 3,90 (m); 4,00 — 3,92 (m);
3,83 -3,79 (m) 3,84 —3,79 (m)

* Fonte: Lopes, 2012. d= dupleto; dd= duplo dupleto; ddd= duplo duplo dupleto; t= tripleto; m=

multipleto.
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Tabela 5. Dados de RMN "'H do ligante L4, obtidos em CDClIs, e comparagdo com valores relatados

na literatura.

3% 10~ ~ X6 N—26
J | » 1 1420 Vg5
N e N \1‘2/ N Y324
\
OH 15\16//21\20
7
HO™ 187
L4 Dados experimentais obtidos Literatura* (CDCIs)
SH OH
Cc
7 - -
9 - -
10 - -
16 - -
17 - -
22 - -
CH
1 7,77 — 7,66 (m) 7,71-7,68 (m)
2 7,77 — 7,66 (m) 7,42 (t)
3 7,44 (t;J 3,6; J 7,6) 7,32 (t)
4 7,77 — 7,66 (m) 7,74 (d)
5 7,33 (t;J3,7;J7,5) 7,17 (d)
6 7,20 (m) 7,10 — 7,07 (m)
8 7,25 (m) 7,10 — 7,07 (m)
12 4,27 (s) 4,28 — 4,25 (m)
18 7,20 (m) 6,87 (dd)
19 7,10 —-7,01 (m) 7,04 — 7,02 (m)
20 6,89 — 6,78 (m) 6,79 (t)
21 7,10 —-7,01 (m) 7,04 —7,02 (m)
23 7,33 (t;J3,7;J7,5) 7,17 (d)
24 7,77 — 7,66 (m) 7,65 (dd)
25 7,44 (t;J 3,6; J 7,6) 7,24 — 7,20 (t)
26 8,64 — 8,60 (m) 8,61 (m)
CH;
11 4,14 — 3,96 (m) 4,06 — 4,02 (m); 4,00 —
3,92 (m)
13 2,96 — 2,87 (m) 2,91 (m)
14 4,14 — 3,96 (m) 4,11 (d); 4,00 — 3,92 (m)
15 4,14 — 3,96 (m); 3,79 (d; J1545 | 4,00 — 3,92 (m); 3,78 (d)
6,99)

* Fonte: Lopes, 2012. d= dupleto; dd= duplo dupleto; t= tripleto;

m= multipleto.
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