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RESUMO

Neste trabalho foi estudado o potencial antitumoral de dez complexos metdlicos, previamente
caracterizados, sendo sete deles de Pt(II), dois de Cu(Il) e um de Ga(IIl). Dentre os compostos
de platina(Il), 1, 2 e 3 sdo complexos de cisplatina com aminodcidos; 4 e 5 de cisplatina e
ligantes purinicos; e 6 € 7 sdo complexos de Pt(Il) com antibidticos usados no tratamento da
tuberculose, respectivamente, a pirazinamida e a isoniazida. 8 e 9 sdo complexos de Cu(Il) e
10 um complexo de Ga(Ill). Os objetivos foram: i) estudar o efeito dos complexos no
crescimento de células tumorais; ii) estudar a incorporacdo dos complexos de Pt(II) mais
ativos pelas células tumorais; iii) estudar a interagdo dos complexos mais ativos com o ADN e
iv) estudar a interagdo dos complexos que se ligarem ao ADN com um nucleotideo modelo.
Uma dos principais aplicagdes de complexos metdlicos em clinica médica é no tratamento do
cancer. O ADN, devido a sua importancia no ciclo de divisdo celular, € um dos principais
alvos de antitumorais. Visando esclarecer o mecanismo de acdo dos compostos mais ativos
foram feitos estudos da sua interacdo com o ADN por espectrofotometria de absor¢do na
regido do UV-Vis e com um nucleotideo modelo, a guanosinamonofosfato, por espectrometria
de RMN de 'H uni- e bidimensional COSY e de *'P. Além da elucidacdo do mecanismo de
acdo, outro aspecto fundamental € o estudo da incorporacao celular dos complexos, pois uma
quantidade suficiente de droga deve se acumular dentro das células e, mais especificamente,
dentro do nicleo. A concentragdo intracelular de platina foi determinada por espectrometria
de absorcdo atdmica em forno de grafita. Para todos os complexos foi avaliada a concentragdo
necessdria para inibir em 50% o crescimento celular, Clsp, na linhagem de leucemia mieldide
cronica, K562. Os complexos 1, 2 e 5 ndo apresentaram atividade citotoxica significativa. J& 3,
4, 6 e 7 exibiram uma boa atividade citotoxica, com valores de Clsy, respectivamente, de 2,93,
1,00, 6,34 e 24,4 umol L. Em todos os casos, a coordenagdo a fons Pt(Il) aumentou a
atividade, pois a Clsy de todos os complexos foi inferior a dos ligantes livres. Foi encontrada
uma boa correlacdo entre a atividade citotéxica e a concentragdo intracelular de platina, apds a
incubacdo das células com concentracdes equitoxicas de 3, 4, 6 ¢ 7. A incubagdo com a Clsg
leva a uma concentragdo intracelular de platina igual a 2,18 x 107, 0,47 x 10%; 2,65 x 10"% e
23,18 x 10 mol célula'l, para 3, 4, 6 e 7, respectivamente. Estes resultados sdo importantes,
pois evidenciam que o efeito citotoxico observado estd diretamente relacionado a presencga da

platina. Foi demonstrado que 4 e 6 formam um complexo terndrio com o ADN, sendo os



valores das constantes de afinidade, respectivamente, 1,45 x 10° e 5,92 x 10°. O complexo 4
foi o mais ativo e apresentou afinidade pelo ADN cerca de 25 vezes maior que 6. As
interacdes entre 3 ¢ 6 ¢ um nucleotideo modelo, a 5’-GMP, foram estudadas por RMN. Os
resultados obtidos indicam que o complexo 3 liga-se ao N7 da base nitrogenada. Para o
complexo 6, foi proposta a formacdo de um quelato, no qual a platina se coordena a 5’-GMP
via N7 e um oxigénio do grupo a-fosfato. Os resultados obtidos sugerem que o mecanismo da
atividade citotéxica dos compostos de platina(Il) estudados pode envolver a interacdo com o
ADN e o sitio dessa interagdo pode ser o N7 da guanina. Os complexos de Cu(ll), 8 e 9,
apresentaram valores de Cls relativamente altos e foram descartados como possiveis agentes
antitumorais. Finalmente, o complexo de Ga(Ill), 10, foi muito ativo com a Clsy de 1,80 umol
L. Foi evidenciada a formacdo de uma espécie terndria entre 10 ¢ o ADN, com uma
constante de afinidade de 5,67 x 10", Foi proposto que 10 se coordena ao nucleotideo 5’-GMP,
através de um oxigénio do grupo o-fosfato. O complexo 10 pode ser considerado um

promissor agente antitumoral.

Palavras-chave: Metalo-antitumorais. Citotoxicidade. Concentra¢do Intracelular. Interacdo

com ADN. Nucleotideo modelo.



ABSTRACT

This work reports on the antitumoral potential of ten metallic complexes, previously
characterized, seven of them being of Pt(Il), two of Cu(Il) and one of Ga(Ill). Among the
platinum(I) complexes, 1, 2, and 3 are complexes of cisplatin and aminoacids; 4 and S of
cisplatin and purinic ligands; and 6 and 7 are Pt(I) complexes with two antibiotics used in the
treatment of tuberculosis, the pyrazinamide and the isoniazide, respectively. 8 and 9 are
compounds of Cu(Il) and 10, a Ga(Ill) complex. The goals of this work were: 1) to study the
effect of the complexes on the growth of tumor cells; ii) to study the uptake of the most active
Pt(I) complexes by tumor cells; iii) to study the interaction of the most active complexes with
DNA; and iv) to study the interactions of the complexes able to bind DNA with a nucleotide
model. The most important use of metallic complexes in medical practice is in the treatment
of cancer. DNA, due to its importance in the cellular cycle, is one of the main targets for
antitumorals. Aiming to elucidate the mechanism of action of the most active compounds, a
study of their interactions with DNA was undertaken by UV-Vis spectrophotometry, and with
a nucleotide model, the guanosine 5'-monophosphate by mono-dimensional 'H, two-
dimensional "H COSY and *'P NMR spectrometry. Besides the elucidation of the mechanism
of action, another fundamental aspect is the study of cellular uptake of the compounds, since a
sufficient amount of drug must accumulate inside cells and, more specifically, in the nucleus.
The intracellular platinum concentration was assessed by flameless atomic absorption
spectrometry. For all compounds, the concentration required to inhibit 50 % of cell growth,
the ICsy, was determined in a chronic mielogenous leukemia cell line, the K562. Complexes 1,
2, and S did not show a significant cytotoxic activity whereas 3, 4, 6, and 7 have exhibited a
considerable activity, with ICsy values of 2.93, 1.00, 6.34, and 24.4 umol L'l, respectively. In
all cases, coordination to Pt(Il) ions led to an increase in the activity, since the ICsy of all
complexes was inferior to that of free ligands. A good correlation between cytotoxic action
and intracellular platinum concentration was found, after incubating cells with equitoxic
concentrations of 3, 4, 6, and 7. The incubation with ICsy doses led to an intracellular
platinum concentration of 2.18 x 10'16; 047 x 10'16; 2.65 x 10'16, and 23.18 x 10™'® mol cell'l,
for 3, 4, 6, and 7, respectively. These results are important because they indicate that the
observed cytotoxic effect is directly related to the presence of platinum. Compounds 4 and 6

form a ternary complex with DNA, with the affinity constants of 1.45 x 10° and 5.92 x 10°,



respectively. Complex 4 was the most active and showed an affinity to DNA approximately
25 times higher than that of 6. The interactions between 3 or 6 and the guanosine 5'-
monophosphate were studied by NMR. The results obtained indicate that complex 3 binds to
N7 of the nitrogenated base. For complex 6, the formation of a quelate, in which platinum(II)
coordinates to 5'-GMP via N7 and one of the oxygens of the oa-phosphate group, was
proposed. The obtained results suggest that the mechanism of the cytotoxic activity of the
platinum(II) complexes studied may involve an interaction with DNA and that N7 of guanine
can be the site of this interaction. The Cu(Il) complexes, 8 and 9, showed relatively high ICs,
values and were discarded as potential antitumoral agents. Finally, the gallium(IIl) complex,
or complex 10, was very active with the ICsy of 1.80 pmol L', The formation of a ternary
species between 10 and DNA, with the affinity constant of 5.67 x 10%, was evidenced. The
coordination of gallium to the nucleotide 5'-GMP was proposed to occur through an «-

phosphate oxygen. Complex 10 can be considered a promising antitumoral agent.

Keywords: Metallo-antitumorals. Cytotoxicity. Intracellular concentration. DNA interaction.

Model nucleotide.
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1 INTRODUCAO

Uma drea que tem despertado grande interesse na Quimica Inorganica é o estudo
das funcdes, metabolismo e a aplicacdes de ions metdlicos e seus complexos em sistemas
bioldgicos, em especial no tratamento de doencas. Esta drea da pesquisa situa-se na interface
de vérias disciplinas como a quimica de coordenacao, a fisico-quimica celular, a farmacologia,
a bioquimica, entre outras. A aplicagdo de complexos metdlicos tem grande importancia no
tratamento de cancer, devido ao aumento da sobrevida de vérios paciente com o uso de

antitumoral a base de platina [1, 2].

1.1 Cancer: Incidéncia e Estimativas de Casos no Brasil e no Mundo

Tumor ou neoplasia € um termo genérico que indica aumento anormal de uma
parte ou totalidade de um tecido, ocasionado pela multiplicacdo desordenada de células. Esses
tumores podem ser benignos ou malignos. Tumor benigno € aquele no qual a massa das
células que se multiplicaram encontra-se localizada e se assemelha ao tecido original.
Raramente ele oferece riscos. Ja o tumor maligno, também designado por cancer, pode invadir
tecidos e Orgdos e, assim, ocasionar metastase, ou seja, se espalhar para outras regides do
corpo.

S@o conhecidos atualmente mais de 200 tipos de canceres, sendo estes, desde
2003, a segunda maior causa de morte no Brasil. Isso representa quase 17% dos 6bitos de
causa conhecida, registrados em 2007, no sistema de Informagdes sobre Mortalidade [3].
Sendo assim, compreender e controlar as tais doencas constituem um grande interesse
cientifico, politico e social.

A Politica Nacional de Atencdo Oncoldgica, incorporada pela Portaria n® 2.048,
de 3 de setembro de 2009, define, para o pais, abrangente controle do céancer, e considera
varios componentes, desde as acdes voltadas a prevencdo até a assisténcia de alta
complexidade, integradas em redes de atencdo oncoldgica, com o objetivo de reduzir a
incidéncia e a mortalidade por cancer [3].

De acordo com relatorio da Agéncia Internacional para Pesquisa em Cancer

(IARC)/OMS (World Cancer Report 2008), o impacto global causado pelo cancer mais que



19

dobrou em 30 anos, devido ao continuo crescimento populacional aliado ao seu
envelhecimento.

As estimativas mundiais para o ano de 2008 foram de cerca de 12,4 milhdes de
novos casos de cincer e 7,6 milhoes de obitos. Destes, os mais incidentes foram o cancer de
pulmao (1,52 milhdes de casos novos), mama (1,29 milhdes) e célon e reto (1,15 milhdes). Ja
no Brasil, as estimativas, para os anos de 2010 e 2011 sdo similares, e apontam para a
ocorréncia de 489.270 novos casos anuais. Os tipos mais incidentes, a excecdo do cancer de
pele do tipo ndo melanoma, serdo os canceres de prdstata e de pulmao no sexo masculino e os
canceres de mama e do colo do tdtero no sexo feminino, o que muito se assemelha ao cendrio
mundial. A Figura 1.1 faz uma estimativa dos tipos de cancer previstos para a populacio

brasileira em 2010 [3].

N® de Casos
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10,000 — I I I
. I i m =

Mama  Préstata Traqueia Célone Estdmage Colo do Cavidade Esdfage Leucemias Pele
Feminina Brénguio & Reto Utero Oral Melanama
Pulmia

Fonte: Instituto Nacional de Cancer - INCA/MS

Figura 1.1 — Estimativa dos tipos de cancer mais incidentes na populacdo brasileira para o

ano de 2010.

O cendrio atual nos mostra a fundamental importancia e relevancia no
estabelecimento de medidas eficazes para controlar o cancer, o que requer compreensio sobre

a doenca e seus determinantes.
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Qualquer pessoa, independente de classe social ou cor, € passivel de desenvolver
algum tipo de cancer. As causas do desenvolvimento de um tumor ndo sdo completamente
claras, embora muitos esforcos tenham sido despendidos no sentido de elucida-las.

Muitos fatores sejam ambientais ou hereditirios, se mostram de risco no
desenvolvimento da doenca. Esses fatores, isolados ou combinados, tem permitido o
estabelecimento de causa-efeito sobre determinados tipos de cancer. Os fumantes, por
exemplo, t€ém um risco relativo 10 vezes maior de desenvolver cancer de pulmdo quando
comparados aos nao fumantes. O cancer de esdfago pode ser associado ao consumo
combinado de dalcool, tabaco e residéncia rural. J4 o cancer na cavidade bucal pode ser
favorecido pelo consumo combinado de dlcool, tabaco, chimarrdo, churrasco e cozimento de
alimentos em fogdo a lenha. Por outro lado, a ingestdo de frutas citricas e vegetais ricos em
caroteno parece ser um fator de prote¢ao contra essas neoplasias [3].

Alguns tipos de virus também parecem estar relacionados com no minimo seis
tipos de cancer em seres humanos e constituem cerca de 15% dos casos de cancer no mundo.
Hepatite B, por exemplo, pode causar 80% dos casos de cancer de figado. A bactéria
Helicobacter pylori é responsavel por muitas tlceras estomacais e também implica em cancer
de estomago [4].

O envelhecimento também se mostra como fator relevante ao aumento da
suscetibilidade maligna, pois ele traz mudancgas nas células, além do fato das células das
pessoas idosas terem sido expostas por mais tempo aos diferentes fatores de risco para cancer.

Ainda assim, a identifica¢do dos fatores de risco ndo sao facilmente reconheciveis.
Para as doencgas cronicas, as primeiras manifestacdes podem demorar anos para o surgimento
apos exposigdes aos fatores de risco.

O tratamento do cancer pode ser feito através de cirurgia, radioterapia,
quimioterapia ou transplante de medula éssea. Em muitos casos, € necessdrio combinar mais
de uma modalidade.

A radioterapia consiste na utilizagdo de radiacdes para destruir um tumor ou
impedir que suas células aumentem. Tais radiagdes sdo direcionadas, ou seja, o paciente as
recebe apenas na parte do corpo afetada. Segundo dados fornecidos pelo Instituto Nacional de
Cancer (INCA), metade dos pacientes acometidos do cancer € tratada com radiagdes, sendo o
nimero de pessoas curadas por esse tratamento crescente. Em alguns casos, a neoplasia fica

controlada ou até desaparece [3]
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A quimioterapia consiste na utilizagdo de medicamentos capazes de destruir as
células doentes formadoras do tumor. Ao atingirem a corrente sanguinea, os farmacos sao
levados a todas as partes do corpo, possibilitando a morte das células doentes, além de
impedir a metastase.

O transplante de medula torna-se necessario quando doengas malignas afetam as
células do sangue. Ele consiste na substituicdo de uma medula dssea doente, ou deficitéria,
por células normais de medula éssea, com o objetivo de reconstitui¢do de uma nova medula.

Menos divulgado e como proposta alternativa no tratamento contra o cancer
destaca-se a terapia fotodindmica (TFD). Trata-se de uma técnica menos invasiva, na qual um
composto fotossensivel € introduzido no paciente e se acumula preferencialmente em células
que se reproduzem rapidamente. Posteriormente, as células sdo irradiadas, via laser, através
de um cateter de fibra Otica junto ao tecido doente. A luz, que normalmente apresenta
comprimento de onda na faixa de 600 e 800 nm, ativa o composto, formando espécies que
afetam o tumor. Uma vez irradiado, verifica-se que, em geral, ndo ha total destruicdo do
tumor. No entanto, a regido fotolisada fica necrosada e o efeito € propagado. Isso leva a
acreditar que a morte do tecido ocorre através do comprometimento do sistema de irrigacdo

tumoral [5].

1.2 As Células: Algumas Caracteristicas das Células Saudaveis

As células sdo as unidades funcionais e estruturais dos seres vivos. As células
animais, independente de suas estruturas ou funcdes, sdo formadas basicamente por duas
partes: o citoplasma e o nucleo.

A membrana plasmatica € o constituinte mais externo do citoplasma e constitui o
limite entre o meio intracelular e o ambiente extracelular. Ela ¢ formada por uma bicamada
fosfolipidica, na qual os grupamentos apolares (hidroféficos) se orientam para o centro da
membrana, enquanto os grupamentos polares (hidrofilicos) ficam nas duas superficies da
membrana. Dentre as fungdes da membrana plasmatica destaca-se a de manter constante a
concentracdo no meio intracelular, garantido permeabilidade seletiva.

As trocas de substancias entre as células e o meio onde elas vivem ocorrem

( c . 2
através da membrana. Moléculas pequenas e alguns fons, como Na®, K e Ca™", podem
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atravessar a membrana plasmdtica através de canais constituidos por proteinas. Quando essa
travessia ndo consome energia, diz-se que se trata de transporte passivo. Este, por sua vez,
pode ocorrer na auséncia de proteinas carreadoras (difusdo passiva) ou em sua presenca
(transporte facilitado). Quando a travessia consome energia, fala-se em transporte ativo [6].

No citoplasma se localizam o citoesqueleto, as organelas e os depdsitos ou
inclusdes, geralmente tempordrios, de carboidratos, proteinas, lipideos ou pigmentos. O
citoesqueleto é responsdvel por contracdo celular, movimentacdo das células, além de
influenciar na forma das células e movimento das organelas. As organelas desempenham
diversas fungdes, dentre elas disponibilizarem energia quimica em energia facilmente
utilizavel pelas células, sintese de proteinas, digestdo intracitoplasmatica, oxidacdo de
substratos organicos especificos, entre outros [6].

Ja o nicleo contém os cromossomos que sdo formados por genes. Estes sao as
unidades funcionais que guardam e fornecem instrugdes para a organizacdo das estruturas,
formas e atividades das células no organismo. Eles contém toda a informagdo genética numa
"memd&ria quimica" — o dcido desoxirribonucléico (ADN). E através do ADN, organizado em
cromossomos, que as informagdes para o funcionamento da célula s@o transmitidas as células
filhas. O nicleo também € responsavel pela sintese de todos os tipos de 4cidos ribonucléicos
(ARN) que, por sua vez, serdo responsdveis pela sintese protéica no citoplasma.

As células saudaveis sdo susceptiveis a mutacdes génicas, ou seja, alteracdes na
sequéncia de nucleotideos formadores dos genes. Caso isso ocorra, informagdes erradas sao
geradas, podendo levar a modificagdo das atividades. Algumas alteracdes, a principio nao
causam prejuizos as células normais. Em outros casos, levam a formacao de células diferentes,

que, algumas vezes podem ser classificadas como cancerosas.

1.3 O Cancer e a Quimica Inorganica

A pesquisa de complexos metédlicos com propriedades antitumorais iniciou-se com
a descoberta da acdo antitumoral de cis-diaminodicloroplatina(Il), cisplatina, no fim da
década de 60 do século XX, por Barnet Rosenberg e tem sido estimulada com a descoberta da
atividade citotéxica de diversos outros complexos de platina e outros metais, tais como galio e

cobre [7, 8].
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O complexo diaminodicloroplatina(Il) foi descrito pela primeira vez em 1844 por
Reiset e, um ano mais tarde, Peyrone descreveu um outro composto com a mesma férmula
molecular. Em 1893, Werner propds que esses complexos fossem isomeros, sendo o de Reiset

a forma trans (Figura 1.2, a) e o de Peyrone o isdbmero cis (Figura 1.2, b) [7,9]

Cr Cr
MH= .
\\ 7 \PthHJ

Pt
-_J_.f"
i\ AN
cr MH=
trans-diaminodicloroplatinalll) cis-diaminodicloroplatina(ll)

(@) (b}

Figura 1.2 — Estrutura dos isdmeros do diaminodicloroplatina(Il) descobertos por (a) Reiser e

(b) Peyrone

Entretanto, foi apenas a partir de 1964 que Rosenberg, ao estudar a acdo do campo
elétrico alternado em uma coldnia de bactérias Escherichia coli, observou que a divisao
celular dessas bactérias era inibida. Com persisténcia do crescimento depois de interrompida a
corrente elétrica, tornou-se possivel localizar o verdadeiro agente inibidor, a cisplatina. Esta
era formada eletroliticamente pela reacao da platina desprendida dos eletrodos e o cloreto de
amonio presente no meio nutriente [10].

A partir desses resultados, Rosenberg administrou diaminodicloroplatina(Il) em
camundongos portadores de sarcoma-180, um modelo de tumor usado para ensaios
farmacoldgicos. O isdmero trans ndo mostrou resultados satisfatérios. No entanto, o resultado
foi surpreendente para o isomero cis (cisplatina) — este provocou a regressao completa do
tumor em 36 dias [7, 10].

Ja no inicio da década de 70, a cisplatina foi introduzida em testes clinicos,
demonstrando eficdcia contra canceres sélidos, genitourindrios, ginecoldgicos, broncogénicos,
da cabeca e do pescoco. Sua utilizacdo como agente quimioterdpico foi aprovada pela Food
and Drug Administration (FDA) em 1978. Apenas como exemplo, esse firmaco possibilita
90% dos casos de cura para cancer testicular e aproximadamente 100% quando diagnosticado

precocemente [10, 11].
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Pode-se dizer que a descoberta da atividade antitumoral da cisplatina abriu uma
nova perspectiva, incluindo os complexos metdlicos como possiveis agentes antitumorais.
Desde entdo, varios esforcos foram despendidos no sentido de elucidar o mecanismo de acdo
da cisplatina e outros compostos de coordena¢do. Um grande empecilho, no entanto,
encontra-se no comportamento usual de complexos perante as reagdes de substitui¢des (sendo

a mais importante a hidrélise), de equilibrio, oxirredugdes, entre outras.

1.3.1 Mecanismo de Acao da Cisplatina

Os primeiros passos que desencadeiam a morte das células por compostos de
platina envolvem quatro etapas: entrada e acumulagdo nas células; ativacdo do complexo de
platina; ligagdo com os 4cidos nucléicos formando uma variedade de adutos Pt-ADN; e,
finalmente, os danos ao ADN [11].

Durante muitos anos acreditava-se que cisplatina entrava nas células pelo
mecanismo de difusdo passiva. A alta concentracdo de ions cloreto no meio extracelular
possibilita que C1™ da cisplatina ndo seja substituido por moléculas de dgua, de forma que este
composto se mantém na forma neutra. No interior da célula a concentracio de ions cloreto é
significativamente menor, o que possibilita a ocorréncia de reagdes de substituicao, levando a
formacdo de outras quatro espécies mais reativas. A Figura 1.3 ilustra o equilibrio entre
cisplatina e outras espécies aquosas. Atualmente, no entanto, a hipdtese de transporte ativo
mediado pela existéncia proteinas de membranas estd crescendo. Paul Andrews e
colaboradores sugerem que o influxo de cisplatina nas células foi relacionada a atividade da
enzima Na®/ K* ATPase, pois eles verificaram que a inibicdo do funcionamento desta enzima
diminuia a incorporacdo de cisplatina pelas células tumorais [12]. J4 Safaei e colaboradores
mostraram o papel regulador da proteina CTRI1 (transportadora de cobre) na acumulacdo de
diversas drogas de platina em leveduras [13].

Uma vez dentro das células, parece haver um consenso que o principal alvo da
cisplatina seja o ADN, pois diversas classes de adutos sdo isoladas quando se adiciona
cisplatina a esse dcido nucléico. As espécies positivamente carregadas do complexo (Figura
1.3) sdo as mais reativas, ligando-se ao ADN na posi¢do N7 (nitrogénio do anel imidazdlico)

de bases purinas (adenina e guanina) para formar, principalmente, adutos em que cada 4tomo
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de platina se liga a duas posi¢cdes do ADN. Lippard e colaboradores mostraram que 47-50%
dos adutos s@o do tipo 1,2-intrafitas envolvendo guaninas adjacentes, cis[Pt(NH3),{d(GpG}]
(cis-GG), enquanto 23-28%, também do sdo tipo 1,2-intrafitas, envolvem guanina e adenina
adjacentes, cis[Pt(NH3)>{d(ApG}] (cisAG). Além desses, 8-10% dos produtos contém adutos
1,3-intrafitas envolvendo guaninas nao adjacentes, cis-GNG e adutos interfitas. Outros 2-3%
sdo resultantes de produtos monofuncionais com guanina (Figura 1.4) [14, 15]. A Figura 1.5
ilustra a interagdo entre as bases nitrogenadas — guanina e adenina — com a espécie cis-

diaminohidroxoplatina(I) [11].

C'\ C ’ [CI]; + [H,0] H20 -
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PT/NH3 Pt/NHS
o™ \ HZO/ \
NH, NH,

HO
NH
\Pt/
B\

NH4

HO

Figura 1.3 — Equilibrio quimico presente em uma solu¢do aquosa de cisplatina

Essas ligagdes cruzadas entre complexo e ADN apresentam forte cardter covalente,
0 que causa uma significativa distor¢do na estrutura helicoidal do ADN e, portanto, danos.
Estes danos levam a ruptura de diversos processos celulares, incluindo transcricdo e

replicagdo. Estes, por sua vez, podem desencadear a morte celular. Outros estudos feitos por
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Lippard e colaboradores demonstram que compostos de platina influenciam ndo somente na

estrutura de dupla hélice do ADN com também nos nucleossomos [11, 16].

a) b) )

Figura 1.4 — Adutos (a) intrafitas do tipo cis-GG, cis-GA e cis-GNG (b) interfita e (c)
monofuncional formados entre cisplatina e bases nitrogenadas do ADN.

@ (b)
Figura 1.5 - Interacdo entre diaminohidroxoplatina(Il) e bases puricas (a) guanina e (b)

adenina

Ha duas diferentes formas de morte celular induzida pelo uso de cisplatina:
apoptose e necrose. Na apoptose, fendmeno em geral muito rdpido, a cromatina sofre

condensacdo e se concentra junto a membrana nuclear que se mantém intacta. Essa membrana
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sofre prolongamentos e o nucleo se desintegra. Também muito marcante neste processo € a
fragmentacdo internucleossomica que € ativada produzindo fragmentos de ADN. J4 na
necrose, ocorre aumento do volume celular, agregacdo da cromatina, desorganizacdo do
citoplasma, perda da integridade da membrana plasmatica e, conseqiiente ruptura celular.
Nesse processo o conteddo celular € liberado, causando danos as células vizinhas e até uma
inflamacao local. O modo pelo qual a cisplatina promove a morte celular depende da dose e o
efeito desse farmaco e seus derivados sobre o ADN € controlado pela hidrdlise e transporte

intracelular e pela ligacao que ocorre entre o composto e o dcido nucléico [17, 18].

1.3.2 Aspectos Clinicos e Desenvolvimento de Novos Quimioterapicos

A utilizagdo da cisplatina como agente antitumoral possibilitou um aumento da
sobrevida de pacientes com diversos tipos de cancer. No entanto, efeitos colaterais, aliados a
resisténcia desenvolvida pela utilizacdo desse farmaco sao fatores limitantes no tratamento.
Dentre os efeitos colaterais destacam-se nduseas, vOmitos, hipomagnesia, supressdo da
medula dssea, toxicidade no trato intestinal e nefrotoxicidade, sendo este tltimo o principal.
Tais efeitos colaterais sdo atribuidos a interacdes da cisplatina (ou de seus derivados) com
outros alvos, tais como proteinas e peptideos. A glutationa, como exemplo, ao se complexar a
cisplatina reduz a concentracdo intracelular do farmaco e, assim, menor quantidade do
composto ficard disponivel para atingir os alvos farmacoldgicos desejaveis [10].

Estudos também mostram que as alteracOes das funcgdes renais devem-se,
principalmente, a indu¢do de danos nos tibulos proximais implicando na diminui¢ao da
capacidade de filtracio na funcdo renal. Além disso, o uso da cisplatina também pode
ocasionar alteragdes morfoldgicas, bioquimicas e funcionais dos rins [19].

Felizmente, os efeitos colaterais podem ser minimizados por medidas protetoras,

tais como a pré e pos hidratacdo intravenosa por manitol ou dimetiltiouréia [19].

a) Outras classes de drogas a base de platina

A resisténcia celular e os efeitos toxicos associados a cisplatina conduziram ao

desenvolvimento de outras classes de drogas, objetivando-se obter compostos mais eficazes e
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menos téxicos, seja pela coordenagdo de outros ligantes a platina, seja pelo desenvolvimento
de complexos de outros ions metalicos.

Durante muito tempo acreditava-se que a geometria quadrado planar e a
estereoquimica cis eram pré-requisitos para a atividade antitumoral de compostos de Pt(II), ou
seja, espécies do tipo cis-PtX;L,, nos quais a platina apresentava estado de oxidacdo 2+. Para
esses complexos, os ligantes substituiveis X deveriam apresentar uma labilidade moderada,
tais como CI ou dicarboxilatos. Ja os ligantes L deveriam possibilitar manter a identidade do
fragmento [Pt**L,] para a interacdo com os nucle6filos das células neopldsicas, ou seja, ndo
poderiam dissociar do centro metdlico, devendo, portanto, serem razoavelmente inertes, tais
como aminas. De fato, dois outros complexos dessa classe também apresentam utilizacdao

clinica: carboplatina (Figura 1.6 (a)) e oxaloplatina (Figura 1.6 (b)) [11].

o NH: NH: 0 0

N4 \ /

Pt Pt

a

o/ \ . My H, 0

(a) (b)

Figura 1.6 — Estruturas quimicas de outros compostos de platina com atividade antitumoral.

(a) carboplatina e (b) oxaloplatina foram aprovados pela FDA e apresentam utilizacao clinica.

Diamino(1,1-ciclobutanodicarboxilato)platina(Il), ou carboplatina, mesmo
apresentando basicamente o mesmo espectro de atividade que a cisplatina tem menos efeitos
colaterais, além de ndo ser eficiente no combate a células tumorais resistentes a cisplatina. Ja
a oxaloplatina, apresenta menor efeito nefrotéxico, no entanto, também apresenta menor
espectro de atividade.

Atualmente, no entanto, outras classes de compostos de platina t€m mostrado
atividade animadora. Uma familia de complexos dinucleares contendo duas esferas
monofuncionais de platina ligadas por cadeias diaminas foi descrita por Farrell e
colaboradores [20, 21]. Os primeiros compostos dinucleares descritos (1,1/c,c e 1,1/t,t)
(Figura 1.7) receberam especial atencdo por terem atividade citotoxica nas células sensiveis

comparavel a da cisplatina, porém muito mais alta nas células resistentes a cisplatina.
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Figura 1.7 — Complexos do tipo bis(platina).

Atualmente vem sendo mostrada atividade promissora para alguns complexos de
Pt(IV), tais como iproplatina, tetraplatina e JM-216 (Figura 1.8). Este tltimo encontra-se em
fase (III) nos ensaios clinicos. Tais complexos sdo mais soliveis em 4gua, sendo isto uma
vantagem para a utilizacdo desses compostos como farmacos, uma vez que muitas reagoes
bioldgicas ocorrem em meio aquoso, além de apresentarem maior estabilidade em meio acido,

o que possibilitaria que eles fossem administrados via oral [11, 22, 23].

CHj
aC OH cl OCOCH,
NH, .l c, L NH., cl,, NHg N
‘a, W\ ‘, K ‘. o
Pt Pt /Pt 3
HyC NH2/ o CI/ NHS ci ‘ \NHQ
3
OH cl OCOCH, oH,
CHs
Iproplatina Tetraplatina JM216

Figura 1.8 — Estruturas quimicas de compostos de Pt(IV) com atividade antitumoral.

b) Classes de drogas com atividade antitumoral a base de galio

Outros exemplos de compostos com atividade antitumoral sdo sais de galio, tais
como Ga(NOs3); e GaCl; ou seus complexos tais como maltolato de galio (Figura 1.9 (a)) que
entrou em fase de triagem clinica. Estudos clinicos mostram que gélio é efetivo no tratamento

de linfoma e cancer de bexiga [24, 25].
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A toxicidade e baixa biodisponibilidade dos sais de Ga(Ill) tém incentivado
muitos grupos de pesquisa a buscar novas drogas a base de galio. Maltolato de gélio e KP46
(Figura 1.9 (b)) que foram sintetizados por Bernstein e colaboradores, podem ser
administrados em baixas doses possibilitando uma reducao dos efeitos colaterais associados.
Maltolato de galio € ativo contra muitas linhagens de linfoma resistentes a nitrato de gélio e
KP46 ¢ aproximadamente dez vezes mais ativo que cloreto de galio [26, 27, 28].

Complexos de gélio(Ill) entram nas células pelos mesmos mecanismos de entrada
de ferro(Ill). Esses ions sao internalizados por um mediador-receptor de transferrina para se
ligar a um receptor especifico (TfR). Assim, a entrada de complexos de Ga(Ill) em células
tumorais € favorecida pelo fato de as células tumorais expressarem niveis muito mais altos de
TfR quando comparadas as células saudaveis [29, 30, 31].

O mecanismo envolvido na atividade antitumoral dos complexos de gélio parece
ser multifatorial, sendo um alvo celular considerado significativo a enzima ribonucleotideo
redutase. No entanto, estudos mostram que o gélio também inibe outras enzimas tais como
ATPase, ADN polimerase, inibe a entrada de ferro(III), modifica a estrutura tridimensional do

ADN e interfere na sintese protéica [24, 32, 33].

CHj
A NF CH,
o)
0 \ //,/III’ W @)
_Ga.
Lo
H;C o)
(a) Maltolato de galio(I11I) (b) KP46

Figura 1.9 — Complexos de galio(III) com atividade antitumoral, (a) maltolato de gélio e (b)

KP46.



31

1.4 Sintese e Caracterizacao dos Complexos Estudados

Neste trabalho foram estudados dez complexos com diferentes ligantes e ions
metalicos. Todos ja haviam sido sintetizados e caracterizados por 3 diferentes grupos de
pesquisa de Universidades Brasileiras.

Os complexos de Pt(Il), 1, 2, 3, 4 e 5, foram preparados e caracterizados pelo
grupo de pesquisa da professora por Judith Felcman da Pontificia Universidade Catdlica do
Rio de Janeiro [34, 35]. J4 os complexos 6 ¢ 7, também envolvendo fons de Pt(Il), foram
sintetizados e caracterizados pelo grupo de pesquisa do Professor Nicolds Adridn Rey, na
mesma Universidade [36, 37]. Finalmente, os complexos 8, 9 e 10, envolvendo {fons Cu(Il) ou
Ga(Ill), foram sintetizados e caracterizados pelo grupo de pesquisa do professor Adailton J.
Bortoluzzi, da Universidade Federal de Santa Catarina [38, 39].

A tabela a seguir, Tabela 1.1, representa as propor¢des estequiométricas entre ion

metalico e ligante, bem como as férmulas moleculares dos complexos.

Tabela 1.1 — Propor¢des estequiométricas entre ligantes e fons metdlicos e férmula molecular

dos complexos formados.

Proporc¢ao entre ion metalico e
Cédigo ligante Férmula molecular dos complexos
Ton-metilico Ligante
Complexo 1 1 Pt(I) 1 C¢H14N4O; [Pt(CcH14N40,)(NH3),C1]Cl1
Complexo 2 1 Pt(I) 1 CsH7N30, [Pt(C3HgN30O,)(NH3),ClI]
Complexo 3 2 Pt(II) 2 C3H7N;30, [Pt2(C3HeN30,)2(NH3),Cl,].H,O
Complexo 4 1 Pt(I) 1 C2H 1NsF [Pt(C12H;NsF)Cl,(NH3)]
Complexo 5 1 Pt(ID) 1 Ci5H N5 [Pt(C;5H11N5)CIL(NHj3)]
Complexo 6 1 Pt(I) 2 CsHsNsO [Pt(CsHsN30),Cl,].%/> H,O
Complexo 7 2 Pt(IT) 3 CeH7N30, [Pty(CeH7N30)5CLy]. /2 H,O
Complexo 8 1 Cu(1D) 1 C5oH23N50, [Cu(CyH»3N50,)Cl1,].CH3CN
Complexo 9 1 Cu(1D) 1 C51Hx3N; [Cu(C,1H»3N5)Cl 5]
Complexo 10 1 Ga(III) 1 Cy9H3,N50, [Ga(Cy9H3:N50,)].(Cl04),
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a) Complexos1,2e3

O alto efeito nefrotoxico da cisplatina levou o grupo de pesquisa da professora
Judith Felcman a estudar a interacdo entre cisplatina e 4cido guanidoacético e entre cisplatina
e arginina. Isso porque o &4cido guanidoacético, sintetizado a partir da arginina, atua no
metabolismo renal.

Essas interacdes possibilitaram a formacdo de trés complexos, sendo um deles
proveniente da interac@o entre cisplatina e arginina, 1, e dois provenientes da interagdo entre
acido guanidoacético e cisplatina, 2 e 3. Esses complexos foram previamente caracterizados
por andlise elementar (CHN), absor¢do atdmica, andlise condutimétrica, andlise
termogravimétrica, difracdo de pd e espectroscopia na regido do infravermelho. Para 2
também foi feita a ressonincia magnética nuclear de 'H e ">C. As estruturas que foram

propostas para esses trés complexos estdo representadas na Figura 1.10 [34].
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HO \ /C ~_/ CH, H,0
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Y% 2 N cl
o 3
Complexo 3

Figura 1.10 — Estruturas propostas para 1,2 e 3.
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b) Complexos 4 e 5

O grupo de pesquisa da professora Judith Felcman também sintetizou complexos
com cisplatina e ligantes purinicos. Tal estudo levou a formagao de dois novos complexos, 4 €
S, previamente descritos e caracterizados por andlise elementar (CHN), absor¢do atOmica,
espectro de massas, andlise termogravimétrica e espectroscopia na regido do infravermelho.

As estruturas que foram propostas para esses dois complexos constam na Figura 1.11 [35].

NH;
Cl
/Pt\ B
NH CF ~
Cl ’ /i
Cl
N
N
DS )\I\>
N E KN = N
H
Complexo 4 Complexo 5

Figura 1.11 — Estruturas propostas para 4 e 5.

¢) Complexos 6 e 7

A utilizacdo da pirazinamida, CsHsONj3, e da isoniazida, C¢H;ONj3, no tratamento
contra tuberculose estimulou o grupo de pesquisa do Professor Nicolds Adridn Rey a estudar a
possivel complexacdo entre Pt(Il) e os referidos ligantes. Apds a reacdo entre
tetracloroplatinato de potéssio e pirazinamida em solu¢do aquosa foi obtido um precipitado,
de coloragdo amarela-parda, denominado complexo 6. J4 a reacdo entre K;[PtCly] e a
isoniazida também produziu um precipitado amarelo um pouco mais escuro, complexo 7.
Cada um dos precipitados foi analisado por andlise elementar (CHN), anélise
termogravimétrica, espectroscopia na regido do infravermelho e ressondncia magnética
nuclear para 'H, o que levou a grupo de pesquisa 2 proposta das estruturas representadas na

Figura 1.12 [36, 37].
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Figura 1.12 — Estruturas propostas para 6 e 7.

d) Complexos 8,9 e 10

A proposta de sintese para os complexos 8 e 9 foi baseada na estabilidade
verificada para complexos de cobre com ligantes N doadores. A acidez de Lewis associada a
geometria varidvel permite que o cobre, quando coordenado a ligantes nitrogenados

multidentados, forme complexos com atividades interessantes, tais como acao de hidrolases,
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sondas conformacionais e agentes terapéuticos [38]. Assim, o grupo de pesquisa do professor
Adailton J. Bortoluzzi sintetizou e caracterizou dois novos complexos de cobre(Il), 8 e 9
(Figura 1.13). Em cada um dos casos a caracterizagdo foi feita por difracdo de raio X,

espectroscopia nas regides do infravermelho e do ultravioleta-visivel.

e
\ /"
N
c1\\Cu/N
“ l‘\IH CH,CN
HO
Complexo 8

Xy —
= N N\ P /

Complexo 9

Figura 1.13 — Estruturas para8 e 9.

Finalmente o complexo 10 (Figura 1.14), também sintetizado pelo grupo de

pesquisa do professor Adailton J. Bortoluzzi, foi obtido a partir da rea¢do entre Ga(NO3); e 3-
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(((3-bis(piridin-2-metil)Jamino)propil )(piridin-2-ilmetil)amino)metil )-5-hidroxi-2-
metilbenzaldeido em metanol e caracterizado por andlise elementar (CHN), espectroscopia na

regido do infravermelho e difracdo de raio X [39].

Figura 1.14 — Estrutura para 10, os 2 contra-ions, ClO,4 ", foram omitidos.
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OBJETIVOS

z

O objetivo desse trabalho € estudar o potencial antitumoral de dez novos

complexos formados entre fons metdlicos, Pt(Il), Cu(Il) e Ga(Ill), e diferentes ligantes.

1l.
1il.

1v.

Mais especificamente os objetivos a serem alcangados pelo trabalho sdo:

Estudo do efeito dos complexos no crescimento de células tumorais;

Estudo da incorporacdo dos complexos mais ativos de Pt(II) pelas células tumorais;
Estudo da fotoirradiacao, sobre a atividade dos complexos 8 € 9;

Estudo da interacdo dos complexos mais ativos com o ADN;

Estudo da interagao dos complexos que interagirem com o ADN com nucleotideos

modelo.



Capiudlo 3

Parte Experimenial
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3 PARTE EXPERIMENTAL

3.1 Equipamentos

a) Contagem das Células.

O nimero de células foi determinado em um contador de particulas, modelo 22,

série AK32252 da BECKMAN COULTER.
b) Absorc¢io Atomica
As dosagens de platina foram feitas por espectrometria de absorcdo atdmica em
um espectrometro Varian®, modelo Zeeman 220, equipado com forno de grafite, atomizador e
amostrador automadtico, com a colaboracdo da Profa. Josianne N. Silveira (Departamento de
Andlises Clinicas e Toxicolégicas — Faculdade de Farmacia — UFMQG).
¢) Fotocitotoxicidade
As amostras foram irradiadas com um aparelho de laser da Laserline
Equipamentos e Mddulos de Raio Laser usando uma sonda modelo 1RM03/6505, poténcia de
3mW e comprimento de onda de 650 nm.
d) Espectrometro na regiao do Ultravioleta-Visivel
Os espectros eletronicos foram adquiridos em um espectrometro de duplo feixe
CARY 100 VARIAN. As andlises foram realizadas em cubetas de quartzo com 0,1 e 1,0 cm

de caminho 6ptico. As amostras foram dissolvidas em 4dgua deionisada ou DMSO.

e) Ressonancia Magnética Nuclear
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Os espectros de RMN de 'H e COSY foram feitos a 400 MHz em um
espectrometro de BRUKER AVANCE DRX 400, a temperatura ambiente. As amostras foram
analisadas em D,O ou uma mistura de D,0O/(CDj3),SO, usando TMS como referéncia. Ja os

espectros de 31P, feitos no mesmo aparelho, foram calibrados usando H3PO,4 como referéncia.

3.2 Reagentes e Materiais

a) Células e cultura

A linhagem celular K562 (numero CR083 do acervo do BCRIJ) foi adquirida no
Banco de Células do Rio de Janeiro. Esta linhagem celular foi obtida a partir de efusdo pleural
de uma mulher de 53 anos de idade com leucemia mieldide cronica em fase bldstica terminal.

A linhagem de células foi cultivada em meio RPMI 1640, contendo L-glutamina e

suplementado com 10% de soro fetal bovino a 37°C, em atmosfera umidificada, contendo 5%

de CO,. O meio RPMI 1640 e o soro fetal foram adquiridos da Cultilab® em Sao Paulo.

b) Reagentes e solventes

Todos os reagentes utilizados neste trabalho foram de grau analitico € nenhum
deles passou por purificacdo prévia. Foram adquiridos da Sigma® (sal sédico de DNA de
timo de vitelo, HEPES, penicilina, azul de Tripan, NaNOs, fosfato de sédio monobadsico,
fosfato de sédio dibasico, guanosina 5’-monofosfato de sédio, guanosina), da Aldrich (6xido
de deutério, dimetilsulféxido deuterado), da Vetec (dimetilsulf6xido), da Carlo Erba (etanol),
da Quiral Quimica do Brasil S/A (cisplatina) e da Merck (4cido nitrico ultrapuro, acetonitrila,
acetona, cloreto de sddio, cloreto de potéssio, cloreto de célcio e cloreto de magnésio).

Os complexos metdlicos estudados, sintetizados e caracterizados por outros
grupos de pesquisa, foram utilizados sem nenhum tratamento prévio. As suas estruturas e
origem estao descritas no item 1.4.

As solucdes denominadas de tampdo HEPES isotdnico contém 132,0 mmol L™ de
NaCl; 3,5 mmol L' de KCI; 1,0 mmol L de CaCl,; 0,5 mmol L™ de MgCl, e 20,0 mmol L™
de HEPES.
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3.3 Estudo da Citotoxicidade: Determinacao da ClI;,

A sensibilidade das células de leucemia mieldide cronica, linhagem K562, aos
compostos foi avaliada pela concentracdo necessaria para inibir o crescimento celular em 50%,
parametro este conhecido como Cls. Para isto, 10° células mL™' foram incubadas durante 72
horas na auséncia e na presenca de vdrias concentracdes dos complexos testados. Apds este
periodo, as células foram contadas e a Clsy foi determinada com o auxilio do programa
computacional OriginPro7, sendo os dados analisados com ajuste sigmoidal (Boltzmann). A
viabilidade das células foi verificada por exclusdo com azul de Tripan e o nimero de células
foi determinado por andlise no contador Coulter.

As solucdes-estoque dos complexos e seus ligantes (1,00 x 10% mol L) foram
preparadas nos solventes indicados na Tabela 3.1. Para os ensaios, estas solucdes foram
diluidas em dgua de modo que a concentragdo de solvente organico nos ensaios com células
ndo ultrapassasse 1%. Testes controle foram realizados incubando-se as células com o
solvente organico na maior concentracdo utilizada e foi verificado que ele nao afeta o

crescimento nem a viabilidade celular nas condi¢des destes estudos.

Tabela 3.1 — Descricao dos solventes usados na preparacio das solugdes estoques de cada um

dos complexos testados e seus ligantes.

Solvente Solvente

Complexo 1 DMSO / H,O Complexo 6 DMSO
Ligante 1 H,O Ligante 6 C,HsOH / H,O
Complexo 2 DMSO

Complexo 7 DMSO
Ligante 2 H,O
Complexo 3 DMSO Complexo 8 H,O
Complexo 4 DMSO

Complexo 9 H,O
Ligante 4 C,HsOH
Complexo 5 DMSO Complexo 10 ACN
Ligante 5 C,Hs0OH
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3.4 Estudo da Fotocitotoxicidade: Determinacao da ClI;,

Para os complexos 8 e 9, também foi avaliado o efeito da radia¢dao, em 650 nm, na
sua citotoxicidade. Para isto, 10° células mL' foram incubadas durante 4 horas na auséncia e
na presenca de vdrias concentracdes dos complexos testados. Apds este periodo, o meio de
cultura foi substituido por tampao HEPES isotonico. Em seguida, as amostras foram
irradiadas com a sonda laser por 10 minutos. As células foram, entdo, novamente incubadas
com RPMI por 72 horas. Passado este periodo, as células foram contadas e a Clsy foi
determinada com o auxilio do programa computacional OriginPro7, sendo os dados
analisados com ajuste sigmoidal (Boltzmann). A viabilidade das células foi verificada por
exclusdo com azul de Tripan e o nimero de células foi determinado por andlise no contador
Coulter.

Para efeito de comparagdo, foram realizados testes de citotoxicidade com os
compostos nas mesmas condi¢des descritas acima, mas sem irradiagdo. 10° células mL™"
foram incubadas por 4 horas na auséncia e na presenca de vdrias concentracdes dos
complexos testados. Apods este periodo, as células foram lavadas com tampao HEPES

isotdnico e, em seguida, incubadas novamente com RPMI por 72 horas.

3.5 Determinacio da Concentracao Intracelular dos Compostos

Para os compostos de platina que foram mais potentes na inibi¢ao do crescimento
celular, 3, 4, 6 ¢ 7, foi feito um estudo da citotoxidade em fun¢do da concentracio intracelular
de complexo.

Apdés 72 horas de incubagdo das células com diferentes concentracdes dos
compostos estudados, uma aliquota foi retirada, lavada duas vezes com tampao HEPES
isotdnico gelado e o residuo ressuspendido em HNO;3; a 33%. A concentragdo de Pt

intracelular foi determinada por espectrometria de absor¢cdo atomica.
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3.6 Estudo da Interacao dos Complexos 4, 6 e 10 com o0 ADN

As interagdes dos complexos 4, 6 ¢ 10 com o ADN de timo de vitelo foram
estudadas por espectrofotometria de absor¢ao na regiao do UV-Visivel.

A uma solu¢do de cada um dos complexos foram adicionadas concentragdes
crescentes de ADN e os espectros registrados. A Tabela 3.2 descreve as concentracdes de
cada um dos complexos e a maior razdo molar [ADN]:[complexo] atingida em cada caso. A
faixa de concentracdo de ADN usada para cada composto serd indicada na parte da discussao
dos resultados. A concentra¢do de ADN por nucleotideo foi determinada em 260 nm, pelo € =
6600 L mol™ cm™. A forca idnica foi mantida constante com 1,0 x 107 mol L de NaCl e o
pH foi fixado em 7,2 com tampdo HEPES, 20 mmol L. A absorvancia do ADN foi subtraida

pela adi¢ao de quantidades iguais de ADN na solu¢do do complexo e na solucdo referéncia.

Tabela 3.2 — Concentragcdo das solugdes usadas para cada um dos complexos e maior razao

molar [ADN]:[complexo] atingida em cada caso.

Complexo Concentracdo de complexo / mol L Razdo maxima entre
[ADN]:[complexo]

4 500x 107 2:1

6 3,00x 10 1:1

10 1,00x 10 3:1

3.7 Estudo da Interacio dos Complexos 3, 6 e 10 com 5’-

Guanosinamonofosfato e Guanosina

Foi estudada, por espectroscopia de ressonancia magnética nuclear, a interacdo
entre os complexos 3, 6 ¢ 10 com a 5’-guanosinamonofosfato, 5’-GMP, e do complexo 10

com a guanosina.

a) Complexos de Pt(Il)
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A interacdo do complexo 3 com a 5’-GMP foi estudada por RMN de 'H. Foram
dissolvidos 0,0038 g de 3 em quantidade minima de DMSO d¢ € 0 volume completado com
tampao fosfato (NaH,PO,4 / Na,HPO,, 0,20 mol L'l, pD = 7,2) de modo a obter uma solugdo
de concentracdo 5,67 x 10°mol L'de 3. A for¢a idnica foi mantida constante com 0,10 mol
L' de NaNO; em D,O. A solugio estoque da 5’-GMP 0,20 mol L foi preparada em tampao
fosfato, pD = 7,2. Foram feitas 4 leituras, sendo a primeira apenas de 3 e as outras trés leituras
para a propor¢ao molar [5’-GMP]:[3] = 4:1, nos tempos de 0, 4 e 28 horas apds a mistura. O
espectro da 5’-GMP livre nas mesmas condi¢des experimentais também foi registrado.

A interacido do complexo 6 com a 5-GMP foi estudada por RMN
monodimensional e bidimensional COSY de 'H e *'P. Foram dissolvidos 0,0103 g de 6 em
quantidade minima de DMSO d¢ e o volume completado com D,O de modo a obter uma
solucdo de concentracdo 1,0 x 10% mol L™ de 6. A forca idnica foi mantida constante em 1,0 x
10" mol L™ com a adicdo de NaNO; em D,0O e o pD = 5,0. A solugdo estoque da 5’-GMP,
0,20 mol L'l, foi preparada em DO, pD = 5,0. Nesse caso foi avaliado o efeito do tempo e da
temperatura sobre a reagdo. Foram registrados espectros de uma solu¢do contendo a
propor¢ao molar [5’-GMP]:[6] = 2:1 nos tempos de 0, 4 e 15 horas apds o inicio da reagdo, a
temperatura ambiente. Também foi feito outro ensaio incubando a mistura reacional a 50°C
sob agitacdo mecanica por 16 horas. Apds esse periodo foi feita a leitura da amostra. A leitura
para a 5’-GMP livre também foi realizada nas condi¢des do experimento. A Tabela 3.3

sintetiza as condi¢des experimentais.

Tabela 3.3 — Condi¢des experimentais para estudo da interacdo de 3 e 6 com 5'-GMP.

Complexo | Razao [5’-GMP]:[complexo] pD Forca I6nica | Tempo de reacao
) 0:1 -
5,67 x 107 .
. 4:1 1,0x 107 t=0h
mol L™ de 7,2 .
3 4:1 mol L t=4h
4:1 t=28h
0:1 -
1,0 x 107 2:1 1 t=0h
. 1,0x 107
mol L™ de 2:1 5,0 . t=4h
mol L
6 2:1 t=15h
2:1 t=16 h*

* Amostra deixada sob agitagdo mecanica, a 50°C, por 16 horas
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b) Complexo de Ga(III)

O estudo da interacdo do complexo de Ga(Ill), 10, com a 5’-GMP foi feito através
de RMN de 'H uni- e bidimensional COSY e *'P. Foram dissolvidos 0,0037 g de 10 em
quantidade minima de DMSO d¢ e o volume completado com D,O de modo a obter uma
solucdo de concentragdo 9,68 x 107 mol L de 10. A forca i6nica foi mantida constante em
1,0 x 10" mol L'! com a adi¢cdo de NaNOs em D,0 e o pD = 6,0. A solugdo estoque de 5’-
GMP, 0,20 mol L'l, foi preparada em D,O, pD = 6,0. Foram feitas trés leituras, sendo a
primeira apenas para o complexo e as outras duas para a mistura reacional contendo a
propor¢do molar [5’-GMP]:[10] = 2:1 nos tempos de O e 5 horas. Todas as leituras foram
feitas com amostras a temperatura ambiente.

A interagdo de 10 com a guanosina também foi estudada. Foram preparadas
solucdes do complexo, 1,00 x 10 mol L'l, e a da guanosina, 5,00 x 10”2 mol L'l, ambas em
D,0/(CD3),SO com forga i6nica fixada em 2,50 x 102 mol L' de NaNO; em D,0. As leituras
também foram realizadas a temperatura ambiente. Nesse caso também foi avaliado o efeito da
propor¢ao estequiométrica. A Tabela 3.4 sintetiza as condicdes experimentais para os dois

casos: interagdo com a 5’-GMP e intera¢do com a guanosina.

Tabela 3.4 — Condi¢des experimentais para estudo da interacao entre 10 e 5’-GMP e entre 10

€ guanosina.

Razao Estequiométrica pD Forca I6nica | Tempo de reacdo
[5’-GMP]":[10]° = 0:1 , -
X 5 1,0x 10
[5’-GMP] :[10]“ =2:1 6,0 | t=0h
. 5 mol L
[5°-GMP] :[10] = 2:1 t=5h
[Guanosina]*:[10] * = 0:1 ) -
s . 1,0x 107
[Guanosina] :[10] " = 2:1 6,0 . t=0h
s A mol L
[Guanosina] ”:[10]" = 4:1 t=0h

A concentracdo da solucdo de 5°-GMP utilizada foi 0,20 mol L™
* A concentracio da solucio de 10 utilizada foi 9,68 x 10~ mol L™
? A concentragio da solucio de guanosina utilizada foi 2,50 x 10 mol L™,

* A concentracdo da solucdo de 10 utilizada foi 1,00 x 10° mol L™
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4  RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Estudo Comparativo das Atividades Citotoxica dos Compostos

Testados

a) Complexos de Pt(Il)

Na Tabela 4.1 estdo relacionados os valores de Cls obtidos para os complexos de
platina: 1, 2, 3, 4, 5, 6 ¢ 7. Os valores de Clsy obtidos para a cisplatina e a carboplatina

também sdo mostrados para efeito de comparagao.

Tabela 4.1 — Valores de Cls frente a linhagem celular K562. Valores determinados para os
ligantes 1, 2, 4, 5 e 6 e para os complexos 1, 2, 3,4, 5, 6 e 7. Os valores representam a média

de quatro experimentos independentes.

Complexo Clso / pmol L™ Ligante Livre Clso / umol L
Nenhuma inibi¢do até
1 194,2 Ligante 1 .
450 pmol L
2 257,5 Nenhuma inibicdo até
Ligante 2 .
3 2,93 400 pmol L
Nenhuma inibi¢do até
4 1,00 Ligante 4 .
50 umol L
Nenhuma inibi¢do até
5 200,1 Ligante § |
200 pmol L
Nenhuma inibi¢do até
6 6,34 Ligante 6 .
150 umol L
7 244
Cisplatina 1,00
Carboplatina 9,90*

*Valor retirado da literatura na linhagem de células GLC4 [40].
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As Figuras 4.1 e 4.2 representam as curvas dose-resposta obtidas para 1 e 2
respectivamente. Os complexos 1 e 2 possuem estruturas similares, diferindo apenas pelo
aminoécido (Figura 1.10). Embora 1 tenha sido mais ativo, nos dois casos a atividade é muito
baixa, mais de 190 vezes menos potente que cisplatina, o que ndo despertou nosso interesse
para estudos posteriores com esses complexos. Ainda assim, pode-se afirmar que a
coordenagdo aumenta a atividade, pois o ligante livre, nos dois casos, ndo exibe nenhum

efeito citotéxico até 400 umol L.
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Figura 4.1 — Curva de citotoxicidade de 1 frente a linhagem celular K562. Os valores foram

obtidos pela média de 4 experimentos independentes.

O complexo 3, que € dinuclear, sendo que cada Pt(Il) encontra-se ligada a uma
cadeia alifdtica, uma amonia e dois cloretos em ponte, apresenta atividade significativa. A
coordenacgdo da Pt(I) possibilitou tal inibicdo do crescimento celular, pois o ligante livre ndo
apresentou nenhuma inibicdo até 450 pmol L. A Figura 4.3 mostra a curva dose-resposta

para 3 frente a linhagem celular testada.
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O complexo 3, que pode ser considerado um dimero de 2, exibe um efeito
citotéxico mais de 80 vezes maior que 2. Isso sugere que no interior das células ndo ocorre a
fragmentacdo do dimero em mondmeros, pois isso faria com que 3 fosse apenas cerca de duas
vezes mais ativo que 2. Uma possivel explicagdo é que as interagcdes com alvos intracelulares
sejam diferente nos dois casos. O ADN ¢é considerado o principal alvo da acgdo citotdxica de
compostos de platina e os compostos do tipo bis(platina) podem formar ligagdo do tipo
interfita de modo diferente dos compostos mononucleares. Outra possibilidade é que 3 tenha
uma maior afinidade pelo ADN, ou ainda, que ele entre nas células mais facilmente. Como o
complexo 2 ndo possui atividade citotoxica significativa, ndo foram feitos estudos mais
detalhados sobre mecanismo de acdo. J4 para o complexo 3, a fim de verificar se ha
correlagdo entre a atividade citotéxica e a concentracgio de platina no interior das células, [Pt];,
foi dosada a concentragao de Pt apds 72 horas de incubacdo. A Figura 4.4 mostra a inibi¢ao

do crescimento celular versus concentracdo de Pt intracelular.

100

80

60 %
40 +

% de Inibicao do Crescimento Celular

20 T T T T T T T T T T T T T

Concentracio Intracelular de Pt / 10" mol celula”

Figura 4.4 — Inibicdo do crescimento celular em funcdo da concentracdo de Pt intracelular,
apo6s incubagdo das células K562 com 3 por 72 horas. Os valores representam a média de 2

experimentos independentes.
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Como pode ser observado, hd uma boa correlacdo entre a citotoxidade e a
incorporacdo do composto pelas células. A inibi¢do do crescimento celular aumenta com o
aumento da concentragdo intracelular de platina, o que indica que atividade citotéxica
observada € devida a acao do composto de platina. Na Clsy a concentragdo de Pt intracelular é
2,18 x 107" mol célula™. Considerando o volume de uma célula de 1072 L, o valor obtido para
[Pt]; é de 2,18 x 10™* mol L. Como composto 3 € dinuclear, para cada mol de complexo ha
dois mol de platina, entdo, 2,18 x 107" mol de platina por célula corresponde a 1,09 x 1071
mol de complexo por célula.

Pereira-Maia e Garnier-Suilerot demonstraram que a incubagdo de células GLC4
com concentragdes equitdxicas de cisplatina e carboplatina levava a mesma concentragdao
intracelular de platina: 9,8 x 107 mol célula’ [40]. As mesmas autoras estudaram o efeito de
alguns complexos dinucleares de platina(Il) sintetizados no grupo de pesquisa da professora
Ana P. S. Fontes na Universidade Federal de Juiz de Fora e também verificaram que doses
equitoxicas de complexo conduziam a teores similares de platina dentro das células,
aproximadamente 1,2 x 10 mol célula™ [41].

Os complexos 4 e 5 (Figura 1.11) apresentam estruturas similares, diferindo
apenas pelo substituinte no anel benzénico do ligante. No complexo 4, hd um grupo —CF; na
posicdo meta do anel benzénico. J4 no complexo 5 ha um grupo naftil ligado ao mesmo
nitrogénio que se coordena ao centro metélico.

O composto 4 inibe o crescimento celular com a Clsy de 1,00 umol L! (Figura
4.5), enquanto para S, a Clsy encontrada foi de 200,10 pmol L! (Figura 4.6). Ainda nao
conseguimos explicar esta diferenga na atividade dos dois complexos. De acordo, em testes
previamente descritos, Denise Rosa em sua tese de doutorado encontrou que o complexo 4
apresentou atividade contra as formas promastigotas Leishmania amazonensis (cepa
MHOM/BR/77/LTB0016), enquanto 5 foi inativo [35].

Como 5 apresentou atividade citotoxica muito baixa, apenas para 4 foi dosada a
concentracdo de Pt intracelular apds incubacdo das células K562 por 72 horas. A Figura 4.7
mostra a inibi¢ao do crescimento celular versus a concentragio de Pt intracelular.

Na Cls, a concentracao de Pt intracelular para 4 € 4,69 x 107" mol célula’l, cerca

da metade do valor encontrado para o complexo 3, ou ainda para a cisplatina ou a carboplatina.
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Figura 4.5 — Curva de citotoxicidade de 4 frente a linhagem celular K562. Os valores foram

obtidos pela média de 4 experimentos independentes.
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Os complexos 6 e 7 (Figura 1.12), embora estruturalmente diferentes, tinham em
comum o fato de seus ligantes serem usados no tratamento contra tuberculose. As Figuras 4.8
e 4.9 representam as curvas dose-resposta obtidas para 6 e 7 respectivamente.

O complexo 6 foi mais ativo (Clsy = 6,34 umol L") que 7 (Clso = 24,4 pmol L.
A atividade de 6 pode ser atribuida ao complexo, pois o ligante livre ndo apresentou atividade
até 150 umol L. Para esses complexos também foi determinada a concentracio de Pt
intracelular em funcdo da concentracdo de composto adicionada, Figuras 4.10 e 4.11. Na
Tabela 4.2 estao mostrados os valores de Clsj e a concentracdo de Pt intracelular determinada

na CI50.
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Tabela 4.2 — Valores de Clsj e concentracdes de [Pt]; na Cls frente a linhagem celular K562
para os complexos 6 e 7. Os valores representam a média de quatro experimentos

independentes.

Complexo | Clso/umol L [Pt]; /mol célula™  [Pt]i/mol L™

6 6,34 2,65x 1071° 2,65x 10™
7 24.4 23,18 x 107'° 23,18 x 10™

*Valores estimados com base no grafico [Pt]; versus percentual de inibi¢do do crescimento
celular

*#*Valores calculados considerando o volume celular médio de 1,0x10™* L [40].

O complexo 6 ¢ monunuclear, enquanto 7 € dinuclear. Comparando a atividade de
6 com 7 pode-se constatar que 6 é cerca de quatro vez mais ativo. Na Clsy a [Pt]; para 7 €
23,18 x 107 mol célula’l, o que equivale a 11,59 x 107 mol célula™ do complexo. Assim, a
concentracdo intracelular de 6 na Clsg € cerca de quatro vezes maior que 7. Como complexos
diferentes tais como cisplatina e carboplatina apresentam mesmos valores de [Pt]; na Clsg

pode-se propor que o mecanismo de acdo de 6 e 7 seja diferente.

b) Complexos de Cobre

Na Tabela 4.3 estdo relacionados os valores obtidos para a Clsy dos complexos de

cobre(I): 8 e 9.

Tabela 4.3 — Valores de Clsy frente a linhagem celular K562. Valores determinados para os

complexos 8 e 9. Os valores representam a média de quatro experimentos independentes.

Clso / pmol L!
8 49,92
9 81,03

Os complexos 8 e 9 ndo apresentaram atividade muito elevada quando
comparados aos complexos de platina ou ainda outros complexos de cobre(Il) descritos pelo

grupo de pesquisa de Elene Cristina Pereira Maia, onde o composto de cobre mais ativo
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apresentou Clsp de 1,93 pmol L! [42]. A Figura 4.12 mostra a curva de citotoxicidade para 8
e 9 frente a linhagem celular testada. A baixa atividade desses complexos nio despertou nosso

interesse para estudos posteriores. Ainda assim, foi estudado o efeito da radiagdo sob a

atividade desses complexos.
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Figura 4.12 — Curva de citotoxicidade de 8 e 9 frente a linhagem celular K562. Os valores

foram obtidos pela média de 4 experimentos independentes.
¢) Complexo de Galio
O complexo 10 (Figura 1.14) apresentou atividade citotéxica consideravelmente

elevada, sendo sua Clsy = 1,80 pmol L' na linhagem celular testada. A Figura 4.13 mostra a

curva de citotoxicidade de 10.
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foram obtidos pela média de 4 experimentos independentes.

4.2 Estudo da Fotocitotoxicidade: Determinacao da ClI;,

Uma alternativa para o tratamento do cancer € a terapia fotodinamica, que utiliza
sondas que sdo excitadas em presenca de luz e oxigénio para produzir o efeito fotocitotoxico.
Nestes processos, ocorre a formacgdo de espécies reativas de oxigénio que sdo responsaveis
pela morte das células cancerosas. Compostos de cobre e de ferro podem gerar espécies
reativas de oxigénio através de reacdes de Fenton. Esta propriedade pode ser usada com
finalidade terapéutica, pois estas espécies reativas de oxigénio podem clivar a molécula de
ADN. A descri¢do na literatura de compostos de cobre que apresentam atividade nucledsica
sob fotoativacdo [43, 44], nos levou a investigar se a atividade citotéxica dos compostos 8 € 9
seria aumentada por fotoirradiagao.

A ClIsp obtida para 8 na auséncia de irradiacdo foi de 75,7 pumol L'ea Clsp

encontrada para amostra irradiada foi de 55,8 pmol L. J4 para 9, ndo houve inibi¢io do
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crescimento celular igual ou superior a 50% até 180 umol L. Apesar da atividade do

composto 8 ter aumentado, este aumento ndo foi muito significativo.

4.3 Estudo da Interacao dos Complexos 4, 6 ¢ 10 com 0 ADN

a) Complexos de Pt(Il)

Acredita-se que o mecanismo de a¢do antitumoral dos compostos de platina tenha
como principal alvo a ligacdo ao ADN. Isso nos levou a estudar as interagdes dos compostos 4
e 6 com este alvo intracelular por espectroscopia na regiao do UV-Vis. O complexo 3, embora
tenham apresentado alto efeito citotéxico, ndo foi estudado por esse método, pois nao
apresentou banda de absorcao nessa regidao do espectro.

Para esse estudo, foram registrados os espectros das solu¢des dos complexos 4 ¢ 6
na regido do UV-Vis, na auséncia e na presenca de concentracdes crescentes de ADN.

A adi¢cdo de ADN a 4 e 6 induz a um efeito de deslocamento hipocromico,
indicando a formagao de um complexo terndrio com ADN. A representacao dos dados obtidos
com4 a 5,00 x 10*mol L' e [ADN] variando de 0 a 2,5 x 10 mol L' é mostrada na Figura
4.14, enquanto a representagdo para 6 a 3,0 x 10* mol L™ e [ADN] variando de 0 a 2,0 x 10™
mol L é mostrada na Figura 4.15.

A partir dos dados espectrofotométricos, a constante de afinidade, K, foi calculada

de acordo com a equagdo:

[ADN] [ADN] 1

(E2— €3) (Eo—&p)  K(eo— &g

na qual [ADN] é a concentragdo mol L' de ADN em nucleotideos; €, é a razio da
absorvancia/[complexo]; & € o coeficiente de extingdo do complexo livre e € é o coeficiente
de extingdo do complexo em sua forma totalmente ligada. A razdo entre inclinagao/intercepto

no grafico [ADN]/(e,— &) versus [ADN] fornece o valor de K.
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O complexo 4 apresenta afinidade pelo ADN cerca de 25 vezes maior que 6,
sendo os valores das constantes de afinidade, respectivamente, 1,45 x 10° e 5,92 x 10°. Em
estudos similares com complexos de Pt(II) e doxiciclina e Pt(Il) e tetraciclina Pereira-Maia et
al, encontraram valores de constantes de afinidade em torno de 5 x 10* [45].

Pode-se dizer que 4 e 6 formam complexos estiaveis com o ADN, embora a
estabilidade de ADN-4 seja maior. Essa maior afinidade pode ser relacionada com a maior

atividade de 4, verificada pela menor Cls.
b) Complexo de Ga(III)

Como o complexo de galio, 10, se mostrou muito ativo, também foi estudada sua
interacdo com o ADN. 10 interage com o ADN, sendo essa interagdo também observada por
um efeito de deslocamento hipocromico no espectro UV-Vis do complexo. A representacdo
dos dados experimentais obtidos com 10 a 1,0 x 10*mol L' e [ADN] variando de 0 a 2,0 x

10* mol L' é mostrada na Figura 4.16
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Figura 4.16 — Espectro de absorcdo na regido UV-Vis da solucdo contendo 1,0 x 10 mol L™
de 10 e concentragdo de ADN variando de 0 a 2,0 x 10* mol L' em tampao HEPES pH = 7.3,
a25°C
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A constante de afinidade entre 10 e o ADN é 5,67 x 104, revelando a estabilidade

para o complexo formado entre 10 e ADN.

4.4 Estudo da Interacao dos Complexos 3, 6 ¢ 10 com a 5’-GMP e de 10

com Guanosina

Os acidos nucléicos siao polimeros de ribonucleotideos ou desoxiribonucleotideos.
O nucleotideo contém uma pentose, uma base nitrogenada e grupos fosfato. Os sitios de
coordenagdo mais comuns sdo os fosfatos e as bases. Os heterodtomos das bases, nitrogénios
aminicos e piridinicos, e oxigénios das carbonilas constituem possiveis sitios. Os nitrogénios
endociclicos sdo melhores doadores do que os exociclicos devido a deslocalizagcdo do par de
elétrons do nitrogénio no anel. Esses heterodtomos das bases coordenam-se preferencialmente
a metais mais macios como Pt(Il) ou Cu(Il). J4 os oxigénios negativamente carregados dos
grupos fosfato, as hidroxilas da ribose e as carbonilas das bases sdo bons coordenantes para

fons metélicos mais duros como os alcalinos ou alcalinos terrosos. Na Figura 4.17 esta

representado um nucleotideo modelo, a 5’-guanosina-monofosfato, ou 5’-GMP [46].
(0]

NH 1

L»)Z\
[\

NH,

Figura 4.17 — Férmula estrutural para a 5’-GMP.

Nos experimentos anteriores, foi demonstrado que os complexos 3, 6 e 10 inibem
o crescimento das células tumorais em concentracdes razoavelmente baixas e que eles
interagem com o ADN. A fim de obter informagdes sobre o sitio de ligacdo de cada um desses
complexos com o ADN, foram estudadas as interacdes entre 3, 6 ¢ 10 com a 5’-GMP, e de 10

com a guanosina. As atribuicdes dos espectros de 'H RMN da 5°-GMP, da guanosina e de
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seus adutos com os complexos metdlicos estudados foram feitas com a ajuda dos espectros de

'"H COSY bidimensional.

a) Complexos de Pt(Il)

Como discutido previamente, a cisplatina tem como principal alvo o ADN e a
interacdo entre eles leva a formagdo de um importante aduto com o nitrogénio 7 da guanina.
Como modelo para estudar o sitio de interagdo de compostos metdlicos com o ADN, foi
utilizada a 5’-GMP. A interacdo da cisplatina com esse nucleotideo leva, principalmente, a
formagdo do aduto cis-[Pt(NH3)»(N7-GMP),]* (Figura 1.4). A ligacdo da platina ao N7 da
base pode ser verificada via espectroscopia de RMN 'H pelo deslocamento do hidrogénio 8
para campo baixo [15, 18, 47].

A Tabela 4.4 mostra os deslocamentos quimicos observados para a 5’-GMP livre

e [5°-GMP]:[3] = 4. Os espectros nao sofreram variacdo significativa apds 4 h de reacgao.

Tabela 4.4 — Deslocamentos quimicos de '"H observados para a 5’-GMP e para o aduto 3-

5’GMP, na razdo molar [5°’-GMP]:[3] = 4:1, pD =7,2.

o/ ppm 6/ ppm
5’-GMP 3-5-GMP
t =4 horas Ad

HS8 8,19 8,63 ¢ 8,73 + 0,44
HI’ 5,91 5,89 - 0,02
H2’ # # #
H3’ 4,52 4,46 - 0,06
H4 4,35 4,29 - 0,06
HS’ 4,05 3,99 - 0,06

# Embebido no sinal do solvente

A 5’-GMP exibe o sinal de H8 em 6 8,19. No espectro da solugcdo contendo o
complexo 3 pode-se observar dois novos sinais em o 8,63 e 8,73, o que indica a formacao de
um aduto entre 3 e o N7. Nenhum outro hidrogénio foi significativamente deslocado em

relacdo a 5°-GMP livre.
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A Figura 4.18 mostra o deslocamento de H8 da 5’-GMP na auséncia (a) e na

presenca de 3 (b). Os espectros completos sdo mostrados no anexo A, Figuras Al e A2.

GMP
H8
(a) (b) v
a Ny
2 s
o0 o
D L LI L L L L L L
8.75 8.50 825  8.0C 875 850 825 8.00
Deslocamento Quimico / ppm Deslocamento Quimico / ppm

Figura 4.18 — Fragmentos dos espectros de RMN 'H obtidos para (a) 5°-GMP, (b) 3-5’-GMP

apo6s 4 horas de mistura na razao molar [5°-GMP]:[3] = 4:1, em tampao fosfato, pD = 7,2.

O complexo 3 € dinuclear (Figura 1.10). Assim, o surgimento de dois sinais (6 8,73 e
8,63), sugere a existéncia de duas espécies em equilibrio: [3-5’-GMP] e [3-(5’-GMP),]. O
equilibrio entre espécies 1:1 e 1:2 entre complexos dinucleares de Pt(Il) e a 5’-GMP também
foi descrito por Farrell e colaboradores [48]. Outra possivel explicagdo € a existéncia de dois
isdmeros em equilibrio. Nos dois casos, uma ligacdo Pt—Cl deveria ser quebrada para a

formacgdo da ligacdo Pt—-N7. Nao foi possivel realizar o estudo de RMN de 195

Pt devido a
baixa solubilidade do complexo.

Estudo similar foi realizado entre o complexo 6 e a 5’-GMP. A Tabela 4.5 mostra
os deslocamentos quimicos da 5’-GMP livre e da mistura na propor¢do molar [5°-GMP]:[6] =
2:1, logo apo6s realizada a mistura e depois de 16 horas. Nao foram observadas variagdes
significativas nos espectros com variagdes do tempo, indicando que a reacao é relativamente
rapida. As Figuras 4.19 e 4.20 mostram, respectivamente, fragmentos dos espectros RMN

mono- e bidimensional COSY de 'H (os espectros completos sdo apresentados no apéndice A,

Figuras A3 e A4), e a Figura 4.21 mostra os espectros de RMN de *'P.
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Figura 4.19 — Fragmentos dos espectros unidimensionais de RMN 'H obtidos para 6-5’-GMP
nos tempos de (a) 0 horas e (b) 14 horas de mistura, na razao molar contendo [5’-GMP]:[6] =

2:1, em D,O/DMSO dg, pD = 5.0.
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Tabela 4.5 — Deslocamentos quimicos de 'H e 3P observados para 5°-GMP e para aduto 6-
5’-GMP, na proporcao molar [5’-GMP]:[6] = 2:1 em D,O/DMSO dg, pD = 5, em diferentes

intervalos de tempo.

o/ ppm
0 GMP / ppm 6-5’-GMP
t=35 min A t = 16 horas*
HS8 8,23 8,55 + 0,32 8,55
HI 6,06 6,03 -0,03 6,02
H2 4,73 4,67 - 0,06 4,67
H3’ 4,54 4,34 - 0,20 4,35
H4’ 4,42 4,22 - 0,20 4,22
HS’ 4,19 3,97 -0,22 3,97
P 1,324 1,997 + 0,67 1,949

* Ap6s mistura dessa amostra, o sistema foi deixado sob agitacdo mecanica e aquecimento

(temperatura de 45°C) por 16 horas
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Figura 4.20 — Fragmentos dos espectros bidimensionais de '"H COSY RMN obtidos para (a)
6 e 6-5’-GMP nos tempos de (b) 0 horas e (¢) 14 horas de mistura, na razdo molar contendo

[5’-GMP]:[6] = 2:1, em D,O/DMSO dg, pD = 5,0.
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Figura 4.21 — Espectros de RMN *'P obtidos para (a) 5’-GMP e para 6-5’-GMP nos tempos
de (b) O horas e (¢) 14 horas de mistura na razdo molar contendo [5’-GMP]:[6] = 2:1, em

D,0/DMSO dg, pD = 5.0.

Pode-se observar na Tabela 4.5 que o H8 da 5’-GMP foi o mais afetado pela
adicdo de 6, seguido de H5’, H4’ e H3’. O H8 da 5’-GMP d4 origem a um singleto em 6 8,24.
Ap6s adi¢do de 6, ha o aparecimento de um novo sinal em 6 8,55, atribuido ao H8 da espécie
complexada entre 6-5’-GMP. Isso sugere a ligacdo entre o N7 e a platina, o que causa a
diminuicdo da protecdo do referido préton. Os deslocamentos quimicos observados para HS’,
H4’ e H3’ também foram significativos, o que pode ter sido causado pelo envolvimento de
um oxigénio do grupo fosfato na coordenacdo a platina. Para verificar essa hipétese, foi
registrado o RMN de 3P da 5°-GMP na auséncia e na presenca de 6. O sinal de 3P sofre um
deslocamento de 0,67 ppm, confirmando a participacdo do grupo fosfato na coordenagdo ao
fon metalico. Com base nesses resultados, foi proposta a estrutura, mostrada na Figura 4.22,
para o aduto formado entre 6 e 5’-GMP, na qual a platina encontra-se ligada a dois sitios da
5’-GMP: o N7 da base e um oxigénio do a-fosfato. Estes dtomos doadores substituem os dois
cloretos presentes originalmente no complexo 6. Adutos com estruturas similares foram

descritos para analogos da cisplatina [49].
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Figura 4.22 — Proposta de estrutura para o aduto 6-5’-GMP formado a partir da mistura na

propor¢ao molar contendo [5’-GMP]:[6] = 2, em D,O/DMSO dg, pD = 5,0.

Um manuscrito contendo os resultados que obtivemos para os complexos 6 e 7 estd
sendo redigido visando a publicacdo de um artigo em periddicos cientificos, em colaboracdo

com o grupo de pesquisa do professor Nicolds A. Rey, que fez a sintese e caracterizagao.
b) Complexo de Galio

A interagdo entre o complexo 10 e a 5’-GMP foi estudada por RMN de 'H uni- e
bidimensional COSY e de *'P. A Tabela 4.6 mostra os deslocamentos quimicos de 'He'P
da 5’-GMP livre e da mistura na propor¢ao molar [5’-GMP]:[10] = 2:1 e as Figuras 4.23,
4.24 e 4.25 mostram, respectivamente, fragmentos dos espectros de '"H uni- e bidimensional
COSY (os espectros completos sdo mostrados no anexo A, Figuras AS e A6,

respectivamente) e os espectros de 3P RMN obtidos.
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Tabela 4.6 — Deslocamentos quimicos para 'H e 3P da 5°-GMP livre e ap6s mistura contendo
a propor¢ao molar [5’-GMP]:[10] = 2:1, em DMSO-d¢/D-0O, pD = 6 e forca i6nica 2,50 x 102
mol L' de NaNO:s.

o/ ppm
6 GMP / ppm 10-5°GMP
t=5h Ad
H8 8,23 8,55 +0,32
HI’ 6,06 6,04 -0,02
H2’ 4,73 4,69 - 0,04
H3’ 4,54 4,73 +0,19
H4’ 4,42 4,24 -0,18
H5’ 4,19 3,99 -0,20
P 1,324 2,057 0,73

No RMN de 'H, a adicio de 10 ocasiona variacdes significativas nos
deslocamentos quimicos de H8, H3’, H4’ e H5’. O H8 da 5’-GMP sofreu um deslocamento de
0,32 ppm o que sugere a ligacdo entre o N7 e o Ga(IIl), o que causa a diminui¢do da protecdo
do referido préton. Os deslocamentos quimicos observados para H5’, H4’ e H3’ pela adicdo
de 10 podem ter sido causados pelo envolvimento de um oxigénio do grupo fosfato na
coordenagdo ao Ga(Ill). Variacao significativa em relagdo a 5’-GMP livre também ocorreu no
deslocamento quimico de P+ 0,73 ppm para campo baixo. Tais deslocamentos sugerem a
coordenacdo bidentada entre o Ga(IIl) e os 4&tomos N7 e oxigénio do grupo fosfato. Nenhuma
variacdo significativa foi observada apds 5 h de reagdo.

Outro sitio de coordenacdo possivel para o gilio seriam os oxigénios das
hidroxilas da pentose. Neste caso, variagOes significativas dos sinais de H1’ e H2’ seriam
esperadas, o que nao ocorreu. De fato, Demicheli ef al estudaram a interagdo entre complexos
de Sb(V) e nucleotideos modelo e demonstraram que a coordenagdo ocorre via oxigénio do
acucar, o que leva a uma variacdo significativa nos sinais de RMN de H1’ e de H2’ [50].

Para confirmar o envolvimento do grupo fosfato e verificar a possivel interacao

com o agucar, o estudo seguiu pela interagdo de 10 com a guanosina.



72

7.937

N
a
~
T

e}
—
a
o~
/

8.5 8.4 8.3 8.2 8.1 8.0 7.9 7.8 4.8 4.7

Deslocamento quimico / ppm Deslocamento quimico / ppm

b)

8250
4.502
&

8.6 8.5 8.4 8.3

Deslocamento quimico / ppm

9
4.4

8553 T
e

Deslocamento quimico / ppm Deslocamento quimico / ppm

Figura 4.23 — Fragmentos dos espectros de '"H RMN obtidos para (a) 10; e misturas na
propor¢ao molar [5’-GMP]:[10] = 2:1 nos tempos de (b) O horas e (¢) 5 horas, em
D,0/DMSO dg, pD = 6,0.
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Figura 4.24 — Fragmentos dos espectros de 'H bidimensionais COSY obtidos para (a) 10, e
misturas na propor¢cao molar [5’-GMP]:[10] = 2:1 nos tempos de (b) 0 horas e (¢) 5 horas, em

D,0/DMSO dg, pD = 6.0.
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Figura 4.25 — Espectros de RMN 3P obtidos para (a) 5’-GMP e (b) misturas na propor¢do
molar [5’-GMP]:[10] = 2:1 no tempo 5 horas, em D,O/DMSO dg, pD = 6,0.
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A Tabela 4.7 mostra os deslocamentos quimicos para a guanosina (Figura 4.26)
na auséncia e presenca de 10 em diferentes concentragdes de guanosina. As Figuras 4.27 e
4.28 mostram fragmentos dos espectros obtidos, respectivamente, de 'H uni- e bidimensional

COSY (os espectros completos sdo encontrados no anexo A, Figuras A7, A8, A9 ¢ A10).

Figura 4.26 — Estrutura da Guanosina

Tabela 4.7 — Deslocamento quimicos da guanosina livre e ap6s mistura com 10 em DMSO-

de/D,0, pD = 6, forca idnica 2,50 x 102 mol L' de NaNOs,

0 Guanosina,
0 Guanosina / ]
razao [10]:[guanosina] / ppm
ppm

1:2 1:4 Ad
HS8 8,01 7,99 7,99 -0,02
HI’ 5,82 5,88 5,88 0,06
H2’ 4,60 4,70 4,70 0,10
H3’ 4,28 4,38 4,38 0,10
H4° 4,11 421 421 0,10
H5’ 3,79 3,86 3,86 0,07
H5’ 3,70 3,81 3,81 0,11
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Figura 4.27 — Fragmentos dos espectros de '"H unidimensionais obtidos para (a) guanosina; e
misturas contendo a propor¢do molar [guanosina]:[10] = (b) 2:1 e (¢) 4:1, em D,O/DMSO dg,
pD =6,0.

A diferenca entre a guanosina e a 5’-GMP € a auséncia do grupo fosfato. A
andlise dos resultados mostra que as variacdes dos deslocamentos quimicos causadas pela
adicao de 10 no espectro da guanosina sdo, em geral, menores do que as observadas no caso
da 5’-GMP. Os sinais de H2’, H3’, H4’ e HS’ sofrem variacdes pequenas em torno de + 0,1
ppm para campo baixo. Nao foram observadas variacdes significativas nos sinais dos
hidrogénios para as diferentes proporcdes estequiométricas.

Com base nos resultados descritos acima, foi proposto que o complexo 10
interage com a 5’-GMP pelo dtomo de N7 e oxigénio do grupo fosfato. Collery et al., em um
artigo de revisao sobre o uso de compostos de Ga(Ill) no tratamento de cincer, relataram que

o ADN ¢ alvo de interagdes com antitumorais a base de gilio. Em presenca de excesso de



77

ADN, o gélio se liga ao fosfato sem interacdo com as bases nucléicas; ji para maiores
concentracdes de galio também foram observadas interacdes com a guanina ou a adenina [24].

H1'

(a)

ppm

S p— R 2 s

(b)

[H'% L J
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Figura 4.28 — Fragmentos dos espectros de 'H bidimensionais COSY obtidos para (a)
guanosina e misturas contendo a propor¢cao molar [guanosina]:[10] = (b) 2:1 e (¢) 4:1, em

D,0/DMSO dg, pD = 6.0.
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5 CONCLUSOES

Neste trabalho foi estudado o potencial antitumoral de dez complexos metélicos,
previamente caracterizados, sendo sete deles de Pt(Il), dois de Cu(Il) e um de Ga(Ill). Para
todos eles foi avaliada a concentragdo necessdria para inibir em 50% o crescimento celular,
Clsp, na linhagem de leucemia miel6ide cronica, K562.

Dentre os compostos de platina(Il), 1, 2 e 3 sdo complexos de cisplatina com
aminodcidos; 4 e S de cisplatina e ligantes purinicos; e 6 e 7 sdo complexos de Pt(I[) com
antibidticos usados no tratamento da tuberculose, respectivamente, a pirazinamida e a
isoniazida.

1, 2 e 5 ndo apresentaram atividade citotéxica satisfatéria. Ja 3, 4, 6 e 7 exibiram
atividade citotéxica satisfatéria, com valores de Clsy, respectivamente, de 2,93, 1,00, 6,34 e
24,4 umol L". Em todos os casos, a coordenacgdo a fons Pt(II) aumentou a atividade, pois a
Clsp de todos os complexos foi inferior a dos ligantes livres. Foi encontrada uma boa
correlacdo entre a atividade citotoxica e a concentracdo intracelular de platina, apds a
incubacgdo das células com concentragdes equitdxicas de 3, 4, 6 e 7. A incubacdo com a Cls
leva a uma concentragdo intracelular de platina igual a 2,18x10'16; 0,47x10'16; 2,65)(10'16 e
23,18)(10'16 mol célula"l, para 3, 4, 6 e 7, respectivamente. Estes resultados s@o importantes,
pois evidenciam que o efeito citotoxico observado estd diretamente relacionado a presenca da
platina no interior das células

Foi demonstrado que 4 ¢ 6 formam um complexo terndrio com o ADN, sendo os
valores das constantes de afinidade, respectivamente, 1,45 x 10° e 5,92 x 10°. O complexo 4,
que apresenta maior efeito citotoxico (menor Clsg) foi o mais ativo e apresentou afinidade
pelo ADN cerca de 25 vezes maior que 6.

Visando identificar o sitio de ligagdo ao ADN, as interacdes entre 3 € 6 € um
nucleotideo modelo, a 5’-GMP, foram estudadas por RMN. Os resultados obtidos indicam
que o complexo 3 liga-se ao N7 da base nitrogenada. Para o complexo 6, foi proposta a
formacdo de um quelato, no qual a platina se coordena a 5’-GMP via N7 e um oxigénio do
grupo o-fosfato.

Os resultados obtidos sugerem que o mecanismo da atividade citotoxica dos
compostos de platina(Il) estudados envolvem a interacdo com o ADN e o sitio dessa interagdo

parece ser o N7 da guanina.
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Os complexos de Cu(Il), 8 e 9 apresentaram valores de Cls relativamente altos e
foram descartados como possiveis agentes antitumorais.

Finalmente, o complexo de Ga(III), 10, foi muito ativo com a Clsy de 1,80 umol
L. Foi evidenciada a formacao de uma espécie terndria entre 10 ¢ o ADN, com uma
constante de afinidade de 5,67 x 10", Foi proposto que 10 se coordena ao nucleotideo 5’-GMP,
através do nitrogénio 7 da guanina e de um oxigénio do grupo a-fosfato. O complexo 10 pode
ser considerado um promissor agente antitumoral.

Em estudos posteriores seria interessante avaliar o efeito citotéxico em outras
linhagens tumorais, por exemplo, linhagens resistentes a cisplatina. Outro estudo importante
seria avaliar se a interacao dos compostos com o0 ADN conduz a apoptose ou a necrose celular.
Finalmente, seria interessante estudar se os compostos mais ativos ndo sdo toxicos para

células normais nas concentragdes toxicas as células tumorais.
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ANEXO A - ESPECTROS COMPLETOS DE RMN 'H UNI- E BIDIMENSIONAIS
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Figura A1 — Espectro de 'H RMN obtido para 3, em tampio fosfato, pD = 7,2.
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Figura A8 — Espectros de RMN "H obtidos para (a) guanosina; e misturas contendo a razdo molar [guanosina]:[10] = (b) 2:1 e (¢) 4:1, em

D,O/DMSO dg, pD = 6,0.
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Figura A9 — Espectro de RMN 'H bidimensional COSY obtido para 10, em D,O/CH;CN 9:1, pD = 6,0.
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Figura A10 — Espectros de RMN 'H bidimensionais COSY obtidos para (a) guanosina; e misturas contendo a propor¢do molar

[guanosina]:[10] = (b) 2:1 e (¢) 4:1, em D,O/DMSO dg, pD = 6,0.
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