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Resumo

Complexos antitumorais de cobre e vanadio contendo derivados

da vitamina Bs e 1,10-fenantrolinas

O trabalho apresentado abrange a sintese e caracterizagao de complexos
de Cu(ll) e V(IV)O com bases de Schiff derivados da vitamina Bs, contendo ou
nao co-ligandos heterociclicos aromaticos do tipo N,N (tais como 1,10-
fenantrolina e derivados), bem como a avaliagao do potencial dos mesmos como
candidatos a aplicacao terapéutica antitumoral. Os ligandos usados envolvem a
utilizacdo de moléculas bioativas tais como derivados de cromonas, salicilato,
1,10-fenantrolinas e derivados, ou bipiridilos. A estabilidade dos complexos em
meios aquosos tamponizados a pH fisiolégico e em meios de incubagao celular
€ avaliada de modo a permitir uma adequada compreensdo da atividade
bioldgica observada.

Nos capitulos 3 e 4 foi estimado o potencial antioxidante dos complexos,
obtendo-se alguns resultados comparaveis com o composto de referéncia. Tanto
no capitulo 4 como no capitulo 5 verificou-se que os complexos de cobre
revelaram ser mais citotdéxicos que os complexos de vanadio em diversas linhas
de células tumorais humanas estudadas. A introdu¢cdo de phen nos centros
metalicos de Cu(ll) e V(IV)O afeta positivamente os valores de ICso. A
citotoxicidade determinada nestas séries de complexos encontra-se dentro dos
valores observados para outros complexos candidatos a farmacos antitumorais.
No entanto os complexos contendo as bases de Schiff derivados de cromonas
(capitulo 3) apresentam baixa seletividade. A interagdo dos complexos com
biomacromoléculas (BSA e o DNA) relevantes & avaliada por diversas técnicas
espetroscopicas, e as constantes de associacdo determinadas, sendo também
discutida a relacédo entre as caracteristicas estruturais dos compostos com a
atividade bioldgica observada. Os complexos revelarem interagirem com a BSA
com formacao de novas espécies com possivel dissociacdo da phen, que podera

ter influéncia nas citotoxicidades observadas para as células tumorais.

No capitulo 5 é também estudado o tipo de morte celular e ensaios

preliminares acerca do mecanismo de ag¢ao, sendo observado um aumento da
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externalizacido de fosfatidilserina acompanhado do aumento da permeabilidade
membranar, dependendo da concentracdo do complexo adicionado, conclui-se
que a morte celular seja por apoptose induzida pela producdo de ROS
intracelular.

Nos capitulos 6 e 7 foram realizados estudos em meios de incubagao
celular com o intuito de determinar a especiagcédo dos complexos de Cu(ll) e V(IV)
constituidos por ligandos labeis do tipo N,N (tais como 1,10-fenantrolina e
derivados), e avaliar o seu impacto na citotoxicidade e na compreensao dos
mecanismos de morte celular para este tipo de complexos. Foram também
realizados estudos compreendendo sistemas do tipo Cu'-phen ou VVO-phen e
biomoléculas presentes no plasma sanguineo, como a albumina, recorrendo a
técnicas espetroscopicas, de modo a esclarecer quais as espécies formadas e
predominantes. Tendo sido também determinadas as suas constantes de ligagcao
dos ides de Cu(ll) a BSA e a phen assim como as constantes de formagao de
diversas espécies mais relevantes nesse sistema ternario. Concluiu-se também
que os complexos de Cu'-phen ou VVO-phen sofrem especiacido nos meios de
incubacgdo celular que tem implicagdes na citotoxicidade observada, uma vez
que a libertacdo da phen (biologicamente ativa) tera muito provavelmente um
alvo distinto do ido metalico.

A distribuicao e captacao celular desta série de complexos foi estudada e
a sua relagdo com a agéao bioldgica discutida. Preparam-se 31 compostos, dos
quais 13 novos complexos de cobre, 4 novos complexos de vanadio e 7 novos
pré-ligandos. Foram ainda preparados 7 compostos, 4 de zinco e 3 de ferro para

efeitos de comparacéo.
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Abstract

Anti-tumour complexes of copper and vanadium containing

vitamin Bs derivatives and 1,10-phenanthrolines

The work presented includes the synthesis and full characterization of
Cu(ll) and V(IV)O complexes with Schiff bases derived from vitamin B,
containing or not heterocyclic aromatic N,N type moieties (such as 1,10-
phenanthroline and derivatives) and the evaluation of their potential as
candidates for antitumor therapy. The ligands developed include bioactive
molecules such as chromone derivatives, salicylate, 1,10-phenanthroline and
derivatives or bipyridyls. The stability of the complexes in buffered aqueous
media at physiological pH, as well as in cell incubation media is evaluated to

improve the understanding of the observed biological activity.

In chapters 3 and 4 the antioxidant potential of the complexes has been
estimated, with some results comparable with the reference compound. In both
chapters 4 and 5 it was found that Cu(ll) complexes are globally more cytotoxic
than V(IV) complexes against a broad range of human tumor cells studied. The
inclusion of phen in Cu(ll) and V(IV)O metal centers positively affects the 1Cso
values. The cytotoxicity of these series of complexes is within the values
observed for other previously tested antitumor metal-based drugs; however, the
complexes containing the Schiff bases derived from chromones (chapter 3) show
low selectivity. The interaction of the complexes with relevant biomolecules (BSA
and DNA) is evaluated by several spectroscopic techniques and the
corresponding binding constants are determined. The relationship between the
structure of compounds and the observed biological activity is discussed. The
complexes are shown to interact with BSA with the formation of new species with
possible dissociation from the phen, which may have an influence on the

cytotoxicity observed for tumor cells.

In chapter 5 the type of cell death and preliminary tests on the mechanism
of action are also studied and an increase in phosphatidylserine externalization

accompanied by an increase in membrane permeability is observed, depending
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on the concentration of the added complex, it is concluded that cell death is by

apoptosis induced by intracellular ROS production.

In chapters 6 and 7 studies were carried out in cell incubation media to
improve our understanding of the impact of decomposition and speciation of
Cu(ll) and V(IV) complexes involving N,N-type labile ligands (such as 1,10-
phenanthroline and derivatives) on cytotoxicity, as well as on the understanding
of the mechanisms of cell death for this type of complexes. Studies on the
interaction of Cu'-phen or VVO-phen type compounds with serum biomolecules
such as albumin, is carried out by spectrophotometric techniques to clarify which
species are formed and predominate. The respective Cu(ll) ion binding constants
to BSA and phen have also been determined, as well as the formation constants
of several relevant species in that ternary system. It was also concluded that Cull-
phen or VIVO-phen complexes undergo speciation in the cell incubation media
which has implications for the observed cytotoxicity, since the release of the

(biologically active) phen will most likely have a distinct target from the metal ion.

The distribution and cellular uptake of this series of complexes is evaluated
and its relationship with the biological action discussed. 31 compounds were
prepared, including 13 new copper complexes, 4 new vanadium complexes and
7 new ligands. In addition, 7 compounds were prepared, 4 of zinc and 3 of iron

used only for comparison purposes.
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Figura 3.15. Espetros de emissédo de fluorescéncia (lex = 298 nm) de BSA (0.7 pM) com
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(16 uM). Os graficos inseridos correspondem ao ajuste dos dados obtidos com o modelo de

XXiV
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Figura 6.1. a) Espetros de absorgdo no UV-Vis. dos complexos de VIVO em DMSO: 17 = 47 uM,
18 = 41 uM, 17 = 24 uM. Gréfico inserido: Espetros no Visivel em DMSO: 17 = 2.4 uM, 18 = 1.6
uM, 17 = 2.8 uM. b) primeira derivada dos espetros de RPE de solugbes em MeOH adquiridos a
100 K (APFOX. 3 MIM). ..ttt e e sh et e e e ra bt e e e st et e e s abbe e e e e abbeeeeeanbaeeeaa 119
Figura 6.2. a) Diagrama ORTEP de 17. Os atomos de hidrogénio e moléculas de agua foram
omitidos para uma melhor visualizagao espacial. b) Dimeros em posi¢édo antiparalela, onde sdo
nitidas as interagdes n-n (mais relevantes no empacotamento cristalino). Todos os atomos séo
representados pelos seus elipsoides de probabilidade de 50%. ........ccuvuvevrivrreeiiineinirieniniinnnnns 121
Figura 6.3. Estruturas moleculares dos compostos 17-19 no estado sélido. Em solugdo aquosa
esperamos que o ligando SO4? seja substituido por uma molécula de agua, sendo todos os
complexos globalmente formulados como ides [VVO(Xphen)2]?*. No entanto, cada um deles sera
sujeito a especiacao uma vez dissolvido (ver abaiXo). ..........cceeiviiiiiiiiiiiie e 121
Figura 6.4. Espetros de DC obtidos ao adicionar quantidades conhecidas com precisdo de uma
solugdo contendo [VVO(CIO4)2] (37 mM) a uma solugdo de BSA (500 uM) em PBS a pH = 7.4,
até uma razdo molar BSA:VIVO de 1:5......ui e 122
Figura 6.5. Espetros de DC obtidos ao adicionar quantidades precisas de uma solugédo de
Zn(NOs3)2 (58,8 mM) a uma solugdo com razdo molar BSA:VVO de 1:5 considerada na Figura
6.4, de modo a que se obtivessem as razdes molares BSA:VVO:Zn de 1:5:1 e 1:5:2............. 122
Figura 6.6. Primeira derivada de espetros de RPE de solugbes congeladas (a 77 K) com BSA
(530 uM) e VVO(CIOs)2 com uma razdo molar de 1:5, e apo6s a adigdo de quantidades precisdo
de uma solugdo de Zn(NOs). (58,8 mM), de modo a obter uma solugdo com razédo molar
BSAIVIVO:IZN dE 1:5:2. ..ttt ettt 123
Figura 6.7. Espetros de DC de solugdes com BSA e VVO(CIOa4)2 (760 uM cada) a pH 7.4, com
uma razdo molar BSA:VVO de 1:1, e apo6s a adicdo de uma solugdo de phen (63 mM). Apds

novas adi¢cdes de phen os espetros de DC ndo exibiram praticamente alteragbes significativas,

pelo menos até uma razdo BSA:VVO:phen molar de 1:1:4 (ver figura abaixo)............c........... 124
Figura 6.8. Espetros de DC de solugdes com BSA e [VVO(CIO4)2] (760 uM cada) a pH 7.4, com
uma razdo BSA:VVO molar de 1:1, e apéds a adigdo de uma solugédo de phen (63 mM)......... 124

Figura 6.9. Espetros de DC de solugdes com BSA, [VVO(CIO4)2] (=0.76 mM cada) e phen a pH
7.4, com relagdo molar BSA:VVO:phen de 1:1:4, e mediante adigdo de uma solugéo de Zn(NO3)2
(59 mM). As Figuras no Anexo 5. mostram espetros de RPE de algumas destas solugdes.. 124
Figura 6.10. Espetros de DC de solugées contendo BSA (708 uM) e [VVO(CIO4)2] a pH 7.4, com
uma razao molar BSA:VVO de 1:2, e mediante a adicdo de uma solucdo de phen (63 mM) até
razdes molares BSA:VO:phen de 1:2:6. ... 125
Figura 6.11. Espetros de DC de solugdes com BSA, VVO(CIO4)2 e phen a pH 7.4, com uma
razdo molar BSA:VVO:PhEN de 1:2:6.......oooiuiiieiiieee et 126
Figura 6.12. Primeira derivada de espetros de RPE de solugdes congeladas (a 77 K) com BSA,
VVO(CIOa4)2, phen e Zn(NOs)2 a pH 7.4, com os racios molares BSA:VVO:phen:Zn indicados na



Figura 6.13. Primeira derivada de espetros de RPE de solu¢des congeladas (a 77 K) com BSA,
VIVO(CIOa4)2, phen e Zn(NOz3)2 a pH 7.4, com os racios molares BSA:V'VO:phen:Zn indicados na
figura. Estes espetros foram medidos com as mesmas solugbes usadas para registar os espetros
de DC das Figuras. 6.10 € 6.171. ............ooiiiiiiiiieee e 127

Figura 6.14. Detalhes dos espetros de RPE de solugdes congeladas (a 77 K) com BSA,
VVO(CIO4)2 € Zn(NOs3)2 a pH 7.4, com os racios molar BSA:VVO:phen indicados na figura. Os
espetros sdo bastante ruidosos porem a adicdo da solugdo de Zn(NOs). induz algumas
alteragdes nos espetros de RPE obtidos. Ha ligeiras diminuicées dos valores |Az| nos espetros
a medida que o phen é adicionado. A adigdo de Zn?* produz um aumento dos valores medidos
de |Az|. Este fendmeno é devido a uma diminuigdo da quantidade relativa de phen coordenada
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Figura 6.15. Detalhes dos espetros de RPE de solugdes congeladas (a 77 K) com BSA,
VIVO(CIOa4)2, phen e Zn(NOs)2 a pH 7.4, representados na Figura 6.14., com os racios molares
BSA:VVO:phen:Zn indicados na figura. E evidente que o espetro, apds a adicdo de Zn?* (linha
cinzenta), difere dos outros trés espetros, nomeadamente do espetro com linha azul (Espetro da

solugdo antes da adiGA0 A IBES ZNZ)........ccuiiiiie ettt 128

Figura 6.16. Primeira derivada da banda X de espetros de RPE obtidos a 77 K de amostras com
[VVO(phen)z] (ca. 0.50 mM) a pH = 7.0 em tampdo PBS. Ao adicionar 17 ao tampao PBS, as
solugcdes foram deixadas ao ar a cerca de 25 °C. Os espetros das amostras a 0 h e 3 h tém
aproximadamente a mesma intensidade. Os espetros a 24 e 48 h foram tragados com uma escala

distinta, sendo a sua intensidade relativa muito mais baixa do que os de O ou 3 h.................. 130

Figura 6.17. Espetros de 'V RMN no intervalo entre -470 e -610 ppm das varias solugdes
contendo NH4VVO3 (1 mM) e phen (2 mM) em D20 (5% MeOD-d4) a varios pHs (ajustados com
uma solugéo muito diluida de DCI/D20). Os valores de pD s&o indicados na figura. Abaixo de pD
6 formam-se espécies de V!V e os picos de ®'V RMN tornam-se muito mais largos. Tentativas de
atribuicdo (ver texto e ref.[32]): Vi: monovanadato, V2: divanadato; Va: c-tetravanadato; Ci:
[VYO2(phen)(OH)n], o n aumenta a medida que o pH aumenta; C2: provavelmente [VVO2(phen)2]*;
C1" [VVO2(phen)(H20)2]*. Espetros adicionais de %'V e 'H RMN para este sistema sao
apresentados nas Figuras A6.1. a2 A6.3. dO ANEXO0 6. .........cccoeeeiiiiiiiiiiiii e, 131

Figura 6.18. Acumulacgdo de vanadio (ng/108 células de A2780) nos componentes sub-celulares.
As células foram expostas aos compostos 17, 18 € 19 em concentragdes equivalentes ao seu
ICs0 as 3 h. (A) ng de vanadio absorvido em cada componente/ 108 células; (B) % de vanadio

total em cada COMPONENTE. ... .. . e e e e e e e e e e e 135

Figura 6.19. Acumulacéo de vanadio (% do total V) nas fragdes sub-celulares A2780. As células
foram expostas a complexos [VVO(SalGly)(phen)] () (presente trabalho), [V'VO(BrSalGly)(phen)]
(I1),[34] [VVO(BrSalGly)(bipy)] (ll)[34] e [VVO(acac)2] (IV),[19] em concentragdes equivalentes
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Figura 7.1. Estruturas moleculares previstas para os complexos de Cu 21, 22 e 23. As estruturas

moleculares de 21 e 22 foram previamente determinadas por DRX-CU.[32] .......cccccciiinnne. 149
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Figura 7.2. a) Espetros de absor¢do no UV-Vis. de 21-23 adquiridos em DMSO (aprox. 2.5-4
uM) e b) Espetros de RPE obtidos a partir de solugbes congeladas em MeOH a 100 K (aprox. 3
0011, TSRS 150

Figura 7.3. Espetros de absorcado eletrénica de solugbes aquosas com 21 a aprox. 50 uM
adquiridos ao longo do tempo (até 48h) em: a) tampao PBS, 10 mM, pH 7.4; b) meio celular
MEM; c¢) meio celular MEM com 10 % FBS.........ooiiiee e 151

Figura 7.4. Primeira derivada da banda X de espetros de RPE medidos a ~100 K para solugdes
de 21 ap6s 48 h da sua adigdo a PBS, ou a meios de cultura celular MEM na auséncia e presenca
de 10% (v/v) de FBS; foram obtidos espetros muito semelhantes apds 3 h e 24 h. Concentragcéo
do complexo =500 uM. O * indica as ressonancias devidas as espécies dinucleares, que nio

foram detetadas nos espetros de solugdes em meios celulares. ................ccoeeel 152

Figura 7.5. Efeito do tempo de incubagéo na atividade citotéxica dos complexos de Cu(ll); 21-23

e da cisplatina, como farmaco de referéncia nas células A2780...............cceeeeeeeiiiinn. 153

Figura 7.6. Absorgéo de Cu obtida em fragdes celulares de células A2780, medida por ICP-MS
ap6s 3 h de incubacao. As células foram incubadas com 21 uM de 21, 2.4 uM de 22 e 80 uM de
23, sendo estas as concentracdes correspondentes aos seus valores de ICso as 3 h. a) Teor de
cobre em ng de células Cu/108 A2780; b) Teor de cobre em percentagem da absorgéo total de
O PR 154

Figura 7.7. Imagens de microscopia eletrénica de transmisséo de seccgbes finas de células
A2780 tratadas durante 24 h com 21 e 22. CTR: controlo (sem tratamento); células tratadas com
22 que mostram alteragdes mitocondriais e bolhas apoptéticas mais evidentes do que 21.
Ensaios realizados pela Dra Teresa Pinheiro do Instituto Superior Técnico, Universidade de
= o o - R 156

Figura 7.8. Efeito do teor de proteinas séricas no meio de incubagéo celular na atividade
citotoxica de 21, 22 e 23, contra as células A2780, avaliado pela % de FBS adicionada ao meio
de incubagdo. Os complexos foram avaliados numa concentragao equivalente ao seu valor ICso
a 3 h de exposigdo no meio de cultura com 10 % de FBS (21 - 20 uM; 22 - 2,4 uM e 23 - 80 uM).
As concentragbes totais de BSA, [BSAJwta, N0 meio de incubagao variam na gama aprox. 4-80
puM, correspondentes a 1 - 20 % de FBS, respetivamente. Os dados obtidos sdo médias + DP de
duas experiéncias independentes realizadas com pelo menos 6 réplicas por condigéo. ........ 158
Figura 7.9. Diagrama de distribuicdo das espécies para o sistema Cu(ll)-BSA-phen. Diagramas
de espécies assumindo a formagdo de complexos [Cu(phen)] (n = 1-3), a formagdo de
[Cun(BSA)] (n = 1-3) e de espécies de Cu-BSA-phen a pH = 7.4, em fung&o da concentragao total
de Cu(ll) (adicionado como [Cu(phen)2]?*), no intervalo de concentragdes: 1-40 puM. [BSAJiotal =
40 pM, que corresponde aproximadamente a 10% de FBS nos meios de incubagéo. A figura
representa a formagdo de a) espécies contendo Cu, e b) espécies contendo phen. A
representagao correspondente das espécies que contém BSA esta representada na Figura 7.10.
As constantes de formacdo utilizadas para calculos com o programa HySS encontra-se na
= 7= = 0 PSR 163
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Figura 7.10. Diagrama de distribuicdo das espécies considerando a formagao de complexos
[Cu(phen)n] (n = 1-3), a formagao de espécies [Cun(BSA)] (n = 1-3) e de espécies Cu-BSA-phen,
em fungdo da concentragdo de Cu(ll) entre 1-40 uM, e [BSAJwta = 40 uM (que corresponde
aproximadamente a 10% de FBS nos meios de incubagéo celular). ...........ccccoeeviiieiiiieneennee 164
Figura 7.11. Diagramas de distribuicdo das espécies considerando a formagédo dos complexos
[Cu(phen)n] (n = 1-3), a formagé&o das espécies [Cun(BSA)] (n = 1-3) e Cu-BSA-phen, em fungéo
da concentracédo de BSA entre 4 e 80 uM, e [Cultotal = 20 M. ..ooiiiieiiiiiieiie e 164
Figura 7.12. Diagramas de distribuicdo das espécies considerando a formagédo dos complexos
[Cu(phen)n] (n = 1-3), a formagé&o das espécies [Cun(BSA)] (n = 1-3) e Cu-BSA-phen, em fungéo
da concentracdo de BSA entre 4 e 80 uM, e [Culiotal = 20 pM. ....oooiiiiiiiii e 165
Figura 7.13. Espetros de DC de solugées com 0.4 mM de BSA em PBS na regido 350-800 nm,
apos adicdo de uma solugdo de Cu(NOs)2, de modo a que a razdo molar Cu:BSA fosse 1:1,

seguida da adicdo de uma solugéo de phen até uma razao molar final de Cu:BSA:phen de 1:1:3.

Figura. 7.14. Espetros de DC de solug¢des contendo 0.4 mM de BSA em PBS, no intervalo 350-
800 nm, apds adi¢ao de uma solugéo de Cu(NOs)2, de modo a que a razdo molar Cu:BSA fosse
1:1, seguida da adigdo de uma solugdo de phen até uma razdo molar final de Cu:BSA:phen de
1:1:3. Em seguida, uma solugéo de Zn(NOs)2 foi progressivamente adicionada. .................... 168
Figura 7.15. Espetros de DC, no intervalo entre 350-800 nm, de solugées com 0.4 mM BSA em
PBS a pH = 7.4, apds adigao de uma solugdo de Cu(NOs)2, de modo a que os racios molares
Cu:BSA fossem 2:1, seguidos de adicbes de uma solugdo de phen até aos racios molares
(OTUH = 157 AN o] a1 o I [T [ =T o - R 169
Figura 7.16. Espetros de DC de solugdes com 0.40 mM de BSA em PBS, no intervalo entre 350-
800 nm, ap6s adicao de uma solugao de Cu(NOs)2, de modo a que a razdo molar Cu:BSA fosse
2:1, seguida da adigdo de uma solugédo de phen até uma razao molar final de Cu:BSA:phen de
2:1:4. Em seguida, foi progressivamente adicionada uma solugdo de Zn(NOs).. Razbes molares
Cu:BSA:phen:Zn de 2:1:0:0 (Preto); 2:1:3.5:0 (Vermelho); 2:1:4:0 (Azul claro); 2:1:4:1 (Azul) e
D B S (Y=Y (o [ ISP PUURTROt 170

ANEXOS
Figura A4.1. Espetros de DC, no intervalo entre 350-800 nm, para solugdes 0.6 mM de BSA em

PBS e apds a adigdo de solugbes de Cu(NOs)2, de modo com os racios molares Cu:BSA: 0.9
(cinzento), 2.0 (preto), 1.1 (verde claro), 2.3 (verde escuro), 3.5 (vermelho) e 4.3 (azul).......... 10
Figura A4.2. Espetros de DC, no intervalo 350-750 nm, para solugdes 0.4 mM de BSA em PBS
e mediante a adi¢cao de solugdes de Cu(NOz3)2, de acordo com os racios molares Cu:BSA: 0.2;
0.4;0.6; 0.8; 1; 1.3; 1.6; 2; 2.5 e 3.0. Seguiu-se entdo a adicdo de uma solucdo de Zn(NOs),, de
modo a que os racios molares BSA:Cu?*:Zn2* fossem: 1:3:1 € 1:3:2. .coooiiiiiieiiieicceee e, 11
Figura A4.3. Espetros de DC, das mesmas solugdes para a obtencdo da Figura A4.2., com
destaque para os racios molares BSA:Cu?*:Zn?*:1:1:0; 1:2:0; 1:3:0; 1:3:1 e 1:3:2. ....ccveeenn. 11
Figura A4.4. Espetros de DC, no intervalo entre 350-800 nm, de solu¢des 0.6 mM de BSA em
PBS e apds a adigédo de solugbes de Cu(NOs)2, de acordo com os racios molares Cu:BSA: a)
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0.3;06;09;11;14; 1.7 e 2 e b) 1.7; 2; 2.5; 3.1 e 4.3. Em todos estes espetros de DC foi

subtraido o “espetro” da solugdo de BSA livre a de cada soluGa0. .........cceeeveeeiiiiiiiieeee e 12

Figura A4.5. Espetros de DC, no intervalo 350-800 nm, de solu¢gées com 0.4 mM de BSA em
PBS, ap6s adicao de uma solugéo de Cu(NOs)z, de modo a que a razédo molar Cu:BSA fosse 1.1,
seguida da adicdo de uma solugéo de phen até uma razdo molar final Cu:BSA:phen de 1:1:1. A
A =560 nm, |Aemax| corresponde a razéo de 1:1:0, ao adicionar phen, estes |Ag| valores diminuem

[o70] 0111 A (U =10 4 1=T 01 (TP 13

Figura A4.6. Espetros de RPE a 77 K de solugées com 0.4 mM de BSA em PBS de solugdes

onde se encontram Cu(NOs)2 e phen. Os racios molares estao indicados na figura. ................ 13

Figura A4.7. Espetros de RPE a 77 K de uma solugdo contendo 0.4 mM BSA em PBS, apds
adicao de uma solugdo de Cu(NOs)2, de modo a que os racios molares Cu:BSA fossem 1.0,
sucedendo-se as adi¢des de uma solugéo de phen até um racio molar final de Cu:BSA:phen na
proporc¢ao 1:1:3. Seguidamente foi progressivamente adicionada uma solugdo de Zn(NO3)2. Os

racios molares estdo indicados Na fIGUIa. ........cooiiiiiiiiii s 14

Figura A4.8. Espetros de RPE de solugdes com 0.5 mM de BSA em PBS, apés adigdo de uma
solugcédo de Cu(NOs)2, de modo a que os racios molares Cu:BSA fossem 2:1, seguidos da adigéo
de uma solugao de phen até um racio molar final de Cu:BSA:phen de 2:1:8. Em seguida, foi

adicionada progressivamente uma solugdo de ZN(NO3)2. ....ccuvveeeiiiiereiiiiiee e 15

Figura A4.9. Espetros de RPE obtidos a 77 K de solugdes contendo 400 uM de BSA e Cu(NO3)2
em tampéao PBS, seguidos da adicdo de uma solugdo Zn(NOs)2. As amostras contém 10% de

etilenoglicol e os racios molares sao indicados na figura. .........cccoccveiiiiie i 16

Figura A4.10. Espetros de RPE obtidos a 77 K de solugdes com [BSA] = 600 uM, apds adicao
de uma solucao de Cu(NOs)2 até uma razdo molar de Cu:BSA de 3:1, seguida de adigdo de uma
solugéo de Zn(NOs3): até razdes molares de Cu:BSA:Zn de 3:1:3. As solugbes contém =10 % de
L2101 [=TaTeTo | oo ) PR PPN 17
Figura A4.11. Espetros de RPE de uma solugdo com uma razdo molar Cu:BSA de 2:1 e [BSA]
= 600 uM, medida a 77 K, e o espetro simulado correspondente para a) espécies designadas
como 1, e b) espécies designadas como 2; utilizando o programa de computador de

Rockenbauer et al. A solugao contém =10 % de etilenoglicol. ...........cccoviiiiiiiiiiiiiiiie e, 17

Figura A5.1. Espetros da primeira banda derivada da banda X de RPE medidos a 77 K para
amostras com 17 (ca. 0.50 mM) a pH = 7.0 em meios de cultura de células MEM. Apés adi¢ao
de 17 aos meios, as solugdes foram deixadas em repouso a cerca de 25 °C. Os espetros das
amostras a 3, 24 e 48 h tém uma intensidade muito mais baixa do que a 0 h, e foram tragadas
oM UMAa €SCala diSHINTA. ........c.eiiiiiiiiie e e 18

Figura A5.2. Espetros da primeira banda derivada da banda X de RPE medidos a 77 K para
amostras contendo [VVO(phen)2] (17) (ca. 0.50 mM) a pH = 7.0 em meios de cultura de células
MEM. Apés adigcao de 17 aos meios, as solugdes foram deixadas em repouso a cerca de 25 °C.

Os espetros das amostras a 3, 24 e 48 h tém uma intensidade muito mais baixa do que a 0 h. ..



Figura A5.3. Espetros da primeira derivada da banda X de RPE medidos a 77 K para amostras
com [VVO(Mezphen)] (18) (ca. 0.50 mM) a pH = 7.0 em tampao PBS. Apds a adigdo de 18 aos
meios, as solugdes foram deixadas em repouso a cerca de 25 °C. Os espetros das amostras a
24 e 48 h tém uma intensidade muito mais baixa que a 0 e 3 h, e foram desenhados com uma

LY Yor= | b= W o 1153 (] 0L = T 19

Figura A5.4. Espetros da primeira derivada da banda X de RPE medidos a 77 K para amostras
contendo [VVO(Me2phen)2] (18) (ca. 0.50 mM) a pH = 7.0 adicionados aos trés meios distintos.
As amostras foram congeladas pouco tempo apds a adigdo de 2 aos meios. Apos a adigdo de
18 ao meio, as solugdes foram deixadas em repouso a cerca de 25 °C. O espetro da amostra

adicionada ao meio MC+FBS tem menor intensidade............ooouuueeieiiiiiiiieieeeeeeeeeeee e 19

Figura A5.5. Espetros da primeira derivada da banda X de RPE medidos a 77 K. Apds adigao
de 2 aos meios, as solugdes foram deixadas em repouso a cerca de 25 °C e estas amostras
foram inseridas em tubos de RPE e congeladas apods ca. 3 h da sua preparacdo. O espetro da
amostra adicionada ao meio PBS tem maior intensidade e foi tragada numa escala distinta (com
menor amplificagdo). A intensidade dos espetros medidos em PBS 24 e 48 h diminui

progressivamente a sua intensidade, mas o padrao tipico para os complexos VVO ainda é visivel

Figura A5.6. Espetros da primeira derivada da banda X de RPE medidos a 77 K para amostras
com [VVO(amphen)2] (19) (ca. 0.50 mM) a pH = 7.0 em tampao PBS. Apds a adigdo de 3 aos
meios, as solugdes foram deixadas em repouso a cerca de 25 °C. Os espetros das amostras a
24 e 48 h tém uma intensidade muito mais baixa que a 0 e 3 h, e foram tragadas com uma escala
Lo L] 1] o c= RO PT PPN 20

Figura A5.8. Espetros da primeira derivada da banda X de RPE medidos a 77 K. Apés adigéo
de 19 aos meios, as solugdes foram deixadas ao ar a cerca de 25 °C e estas amostras foram
inseridas em tubos de RPE e congeladas apds ca. 3 h da sua preparagéo. O espetro da amostra
adicionada ao meio PBS tem maior intensidade e foi tragado numa escala diferente (menos
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Figura 5.9. Espetros de RPE adquiridos a 77 K para as amostras com [VVO(bipy)2] (20) (ca. 0.50

mM) a pH = 7.0 nos meios de cultura celular com 10% de FBS. As amostras foram congeladas
breves momentos apos a adicao de 4 aos meios de cultura. Apds a adigdo de 20 aos meios de
cultura, as solugdes foram deixadas ao ar a cerca de 25 °C. A escala utilizada para tragar o

espetro do tempo 0 h foi alterada (com menor ampliag&o) .........coccveviriiiiiiiiiie e 21

Figura A6.1. Espetros de %'V RMN de solugdes com NH4VO3 (1 mM) e phen (2 mM) em D20 (5
% de MeOD-d4) a vérios valores de pH (ajustados com uma solugdo muito diluida de DCI/D20).

Os valores de pD estéo indicados Na fIQura. .........c.oooiiiiiiiiii e 22

Figura A6.2. Espetros de '"H RMN de solugdes com NH4VOs3 (1 mM) e phen (2 mM) em D20 (5
% de MeOD-d4) a vérios valores de pD (ajustados com uma solugdo muito diluida de DCI/D20).
O espetro no topo da figura corresponde apenas a 1,10-fenantrolina (1 mM) a pD = 7.52. Os

valores de pD estdo indicados Na fiQUIa. ..........c.coiiiiiiiiiiiiie e 22
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Figura 6.3. Ampliagdo dos Espetros de '"H RMN da Figura A6.3 (7.05 a 9.85 ppm). Os valores
de pD estao indicados Na fIQUIA. .........ccuuiiiiii e 23
Figura A8.1. Diagrama de distribuicdo das espécies para o sistema V'VO+phen, A) para Cvo = 1
mM, e B) 20 uM, calculado utilizando o programa HySS[14]. Consiste em ter [VVO(phen)2]?*
dissolvido em agua com concentragéo total de 1 mM (A) ou de 20 uM (B). As constantes de
formagdo das espécies de VVO-phen foram retiradas de [10] (ver acima), e as espécies
a1 {o o] T iTez= 1S3 [T ) S 26
Figura A8.2. Diagrama de distribuicdo das espécies para o sistema V'VO-phen com Cvo no
intervalo: 1 a 100 uM, utilizando o programa HySS 6 a pH = 7.0 para o sistema VIVO-phen,
considerando uma razdo molar VVO:phen de 1:2. As concentracdes das espécies dinucleares
[(VVO)2(phen)2(OH)2J?* e [(VVO)2(phen)2(OH)s]*s&o praticamente coincidentes. ...................... 26
Figura A8.3. Diagrama de distribuicdo das espécies para o sistema VVO2* + Mezphen (1:2),
calculado com base no programa HySS[14], tendo em consideracao duas concentragdes totais
distintas de oxidovanadio(IV): (A): 1 mM; (B) 10 LM, ....eeiiiiiie e 27
Figura A8.4. Diagrama de distribuicdo de espécies para o sistema VVO2* + Me2phen (gama Cvo:
1 a 100 uM) elaborado utilizando o programa HySS® a pH = 7, considerando uma razao molar
YA O N (Y = o] o T=Ta We Lo 0 OO RUU TR R 28
Figura A8.5. Diagramas de distribuicdo das espécies no sistema VVO?* + phen + BSA (gama
Cvo: 1a 100 uM) calculados utilizando o programa HySS® a pH = 7 para o sistema VVO?* + phen,
considerando uma razao molar VVO:phen of 1:2 e [BSA] = 40 uM. A ligagdo do phen a BSA é
considerada com uma constante de ligacao de 5.7x10%, ® embora nestes diagramas a formagao
de espécies [VVO(phen)(BSA)] ndo seja contemplada. ...........cccooevveeeiiiiiiiiceiiiee e, 29
Figura A8.6. Diagramas de distribuicdo de espécies no sistema VVO-phen-BSA (Cvo: 1 a 100
uM) calculados usando o programa HySS a pH = 7 para o sistema V'VO?* + phen, considerando
uma razao molar VVO:phen de 1:2 e [BSA] = 40 uM. A ligagdo de phen a BSA é considerada
com uma constante de ligagdo de 5.7x104, ° e a formagao de espécies [VVO(phen)(BSA)] com
uma constante de estabilidade de 10"* (correspondendo a uma constante de ligacdo condicional,
K'sc, de 108). Com este valor de constante de ligagao K'sc, a importancia relativa das espécies
[VVO(phen)(BSA)] é baixa (maximo ~5 % da concentragdo total de V'VO). Tal ndo explicaria
satisfatoriamente os Espetros de DC obtidos. Para este efeito, seria necessario um valor de log
K'sc de pelo menos 109, sendo esse o valor assumido neste trabalho.................ccccoceeeee. 30
Figura 9.1. Unidade assimétrica em [VVO(OSOs)(phen)2] (17). Os parametros da célula diferem
dos do cristal publicado por Dong el al, (DOI:10.1016/S0162-0134(00)00060-X), ver unidade
assimétrica a direita (célula: a: 14.2125(17) A, b: 10.8628(13) A, c: 20.143(2)A, a: 90°, B:
102.569(2)°, y: 90°). Os desenhos foram feitos com o programa de mercurio 3.7 em modo
CWIPETTAIMIE” . ... oo e e e 31

Figura 10.1. Citotoxicidade dos compostos 18-22 e do respetivo ligado HL7 para a linha celular
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1.1. Introducgao

O cancro € um dos principais problemas de saude a nivel mundial. A
organizagcdo mundial de saude (OMS) revelou que, em 1990, cerca de 45 milhdes de
pessoas possuiam algum tipo de cancro, sendo que atualmente este numero
aumentou para 100 milhdes. Por outro lado, a incidéncia de novos tumores afetou
mais de 18 milhdes de individuos em 2018, com tendéncia para aumentar ndo apenas
devido ao envelhecimento populacional, mas também a fatores de risco associados
ao estilo de vida[1] e a poluicdo.[2] Sendo que estes, aliados ao fator genético,
aumentam o risco de diagndéstico desta doenca.[3][4]

No mundo uma em cada 6 mortes é provocada pelo cancro, tornando-o uma
das principais causas de morte a nivel mundial, com cerca de 9.6 milhdes de
individuos s6 no ano de 2018.[1] Em termos globais, o numero total de mortes tem
vindo a aumentar, no entanto, quando normalizado com o envelhecimento e com o
aumento populacional, observa-se um decréscimo de cerca de 15 a 20% desde
1990.[5]

1.2. Quimioterapia e metalofarmacos correntes

Um dos tratamentos mais usados no cancro € a quimioterapia. No entanto, os
farmacos usados séo de elevada toxicidade e baixa seletividade tumoral, ou seja,
tanto danificam células malignas como benignas, o que se traduz num vasto conjunto
de efeitos secundarios, que aumenta o tempo de recuperagdo e reduz de forma
significativa a qualidade de vida dos pacientes. A combinagcdo de farmacos, a
dosagem e a frequéncia da administragcdo tem sucesso principalmente devido a
associacao de quatro fatores:

e a populagao de células normais € superior as tumorais;

e 0s tecidos normais recuperam totalmente mais rapidamente do que as
células tumorais;

e as células tumorais tém um ciclo de vida celular mais acelerado;

e as substancias quimicas administradas interferem em funcbes
bioquimicas celulares vitais numa ou varias fases do seu ciclo de vida.

Sabe-se que o mecanismo de agcdo de muitos compostos quimioterapéuticos
incide em estruturas celulares envolvidas em diversas etapas do ciclo de divisao

celular (farmacos de ciclo-celular especifico), sendo possivel explicar o motivo pelo
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qual as células de proliferagédo rapida (como por exemplo células tumorais, cabelo, e
as células do trato gastrico) sdo mais sensiveis a quimioterapia, o que obriga a
suspensdes ciclicas do tratamento para que paciente possa recuperar.

Na maioria dos tumores, a transformac¢ao de uma célula normal para uma célula
tumoral ocorre numa das fases dos mecanismos associados ao ciclo de divisdo
celular.[6] Este € um dos motivos pelo qual os alvos celulares mais estudados no
desenvolvimento de novos farmacos sao os componentes nucleares, tais como: ADN,
ARN, topoisomerases, entre outros.

As substancias quimioterapéuticas mais antigas e mais usadas no tratamento
de tumores s&o os agentes classificados como alquilantes. O seu sucesso passa por
causar danos ao ADN em qualquer fase do ciclo celular e, portanto, ndo é essencial
uma exposi¢cao prolongada ao farmaco. A cisplatina, com mais de 50 anos, foi o
primeiro complexo de i&o de metal a entrar no mercado para o tratamento do cancro
como agente quimioterapéutico. Nas ultimas décadas, muitos complexos a base de
platina foram sintetizados como potenciais agentes antitumorais, mas destes, apenas
dois (carboplatina e oxaliplatina) entraram em uso clinico em todo o0 mundo. Existem
ainda mais trés licenciados (nedaplatina, heptaplatina e lobaplatina) mas apenas em

alguns paises (Figura 1.1).

\ 7 HaN\PtH/O /
/ \ / \O ‘“!JMN

. 5 o]
cisplatina carboplatina oxaloplatina

8]
H3N\ /Oj Oy,
PTH
\O
o f/,,/NHz
] o]

nedaplatina hepataplatina lobaplatina

Figura 1.1. Complexos antitumorais derivados de platina.

Os farmacos de platina sao eficazes, produzindo aductos no ADN que os
mecanismos de reparagao celular ndo conseguem reverter, levando assim a morte
celular por apoptose. O seu mecanismo de agéo esta relacionado com a inibigao da
sintese do ADN, com a formacao de ligagdes covalentes irreversiveis entre o centro
de iao de metal e a posigao N7 da adenosina e da guanosina, causando lesdes no

ADN com a formagdo de aductos. Essas lesdes levam a inibicdo de enzimas
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envolvidas na transcricdo do ARN, na replicagdo do ADN e no alongamento da cadeia
de polimerizagao do ADN.[7][8]

A utilizacao dos farmacos de platina é limitada devido aos efeitos secundarios
provocados pelos seus elevados niveis de toxicidade e baixo grau de seletividade,
principalmente por interagirem com outras estruturas celulares como por exemplo
enzimas e proteinas que contém o grupo tiol. Para além dos seus efeitos secundarios,
as suas principais limitagdes sao a resisténcia de alguns tumores a esta familia de
farmacos e o desenvolvimento de resisténcia que ocorre em algumas linhas celulares

tumorais apds o seu uso repetido.[9]

1.3. Vantagens dos complexos de ides de metal como potenciais farmacos
antitumorais

Atualmente, mais de 100 agentes quimioterapéuticos sao usados no tratamento
de neoplasias malignas[10] sendo que apenas 3 deles sdo a base de metais (platina).
Porém, quando comparado com todos os agentes quimioterapéuticos administrados
a nivel mundial, os farmacos a base de platina representam cerca de 50 %.[11] Estes
indicadores, em conjunto com as limitagdes dos complexos a base de platina referidas
acima, suscitam o interesse de investigadores e a necessidade de desenvolver novos
complexos envolvendo outros centros de ides de metal para o tratamento de tumores.

Espera-se que ao serem utilizados complexos com ides de metal distintos da
platina, estes possam fornecer perfis com atividades diferenciadas, uma vez que estes
deveréo apresentar mecanismos de agao distintos. Nesta abordagem, os complexos
de ruténio estao entre os mais bem-sucedidos, sendo os mais investigados a seguir a
platina. Outros metais como o cobre,[12][13] titanio[14][15] ou galio[16][17] tém sido
bastante estudados, com alguns destes complexos em ensaios clinicos.[18]

Os complexos de ides de metal de ruténio demonstraram ter tendéncia para
interagirem com o ADN de forma reversivel, o que pode reduzir os efeitos secundarios
quando comparado com os complexos de platina. No entanto, apesar de muitos
demonstrarem ter atividade contra varios tumores, alguns destes complexos ligam-se
e danificam o ADN resultando numa elevada toxicidade, ou promovem erros de réplica
sem induzir apoptose. Dos estudos dos complexos de ruténio, os mais notaveis sao o
KP1019, KP1339 e NAMI-A (Figura 1.2), atualmente o NAMI-A foi suspenso dos

ensaios clinicos, sendo que o composto evidencia propriedades notaveis anti-
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angiogeénicas e anti-invasivas, tornando-o particularmente ativo contra as metastases,
em contraste com os farmacos de platina. [19][20][21] Esta caracteristica pode estar
relacionada com a especiagdo experienciada no meio extracelular onde os seus
metabolitos podem interagir maioritariamente com a membrana celular, ndo sendo
internalizados significativamente pelas células.[22][23] Em oposigdo, o KP1019 nao
possui propriedades anti-angiogénicas, sendo internalizado e, provavelmente, sado
formadas espécies intracelulares que tém como alvo o ADN e/ou proteinas, causando
a morte celular. Uma vez que o KP1019 tem alguns problemas relacionados com a
solubilidade, houve a necessidade de se sintetizar novos compostos, sendo o KP1339
o composto derivado substituto que obteve maior sucesso atualmente em ensaios
clinicos.[21][24]

Ny o\s/
AN _Cl
HN\N/ Z N\H HN\N/ Cl\ll?u'”

a | c a | o . a” | S H+
Rulll Rulll Na N /
c” | c o | c ( ( /7
N N / HN

2 “NH 7 “NH N
KP1019 KP1339 NAMI-A

Figura 1.2. Estruturas dos complexos antitumorais de ruténio em ensaios clinicos.

Tanto os complexos de Pt como os de Ru tem tido resultados muito promissores
como possiveis farmacos antitumorais. Porém, mais recentemente foram alvo de
estudo complexos de outros centros de ides de metal intrinsecamente menos toxicos,
tais como metais de transi¢do endoégenos, sendo o complexo [Cu(Gly)(Mez2phen)]NOs
(Figura 1.3), um dos complexos de cobre mais relevantes e que atualmente esta em
ensaios clinicos. Este complexo ternario pertence a classe das Casiopeinas®, sendo
constituido por dois ligandos, em que um deles € um derivado da 1,10-fenantrolina
(phen). Inumeros estudos foram realizados de modo a elucidar o seu mecanismo de
acao, sendo que atualmente s6 trés sado aceites, envolvendo a morte celular por
apoptose:[25] a formacao de espécies reativas de oxigénio (ROS) com oxidagao e

danificacdo do ADN;[26] o stress oxidativo com despolarizagdo das membranas
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mitocondriais[27] e o dano oxidativo no ADN por interagao direta do complexo.[28]

Sendo que estes modos de agdo podem conjugar-se e atuar simultaneamente.
+

Figura 1.3. Estruturas do [Cu(Gly)(Mezphen)]NOs (Casiopeina-ll-gly) e do Cu-

gluconato.

Poucos s&o os complexos de cobre que alcangaram ensaios clinicos.[29][30]
Por exemplo o Cu-gluconato (Figura 1.3) co-administrado com Dissulfiram® (bis-N,N-
dietilditiocarbamato)[31] mostrou ter agado citotoxica em diversas linhas de células
tumorais assim como ter a capacidade de inibir metastases, sendo o seu mecanismo
de ag&o anti-angiogénica ainda pouco conhecido.[32][33] O mecanismo proposto da
agdo combinada do Cu-gluconato com Dissulfiram® para a morte celular por apoptose,
passa pela formacgao in situ de um complexo de carbamato com os ides de cobre, que
possui afinidade para se ligar ao proteasoma, inibindo a sua atividade. A possibilidade
da espécie ativa ser o complexo de Cu-Dissulfiram® é também sugerida.[34] Existem
outros estudos com ides de Cu(ll) e Dissulfiram® com resultados semelhantes na
inibicdo do proteasoma,[35] assim como na capacidade em perturbar as vias
enzimaticas associados a reparacao do ADN[36] e a formag¢ao de ROS no interior da
célula.[37][38]

A producao de ROS é frequentemente observada na presenca de complexos
de cobre devido as propriedades redox do iao de metal.[39] No interior da célula, o
stress oxidativo pode causar diversas doencgas, incluindo tumores, assim como induzir
a morte celular. O aumento dos niveis de de ROS podem provocar danos estruturais
em proteinas e/ou ADN que podem também originar a sua morte para niveis mais
elevados.[37]

Desta forma, os ides de cobre no interior da célula sdo relevantes na modulacéo
dos equilibrios redox e stress oxidativo, sendo por isso importante que os ides de
cobre internalizados nas células sejam bem balanceados, ou idealmente absorvidos

de um modo seletivo pelas células tumorais. Uma maior concentragdo de alguns
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metais, incluindo o cobre e o vanadio, foi observada em diversos tecidos tumorais (p.e.
da mama), quando comparada com os tecidos normais. Excesso em teor de cobre, foi
ainda encontrado em amostras tumorais da prostata, pulméo e cérebro,[40][41] sendo

0s mecanismos moleculares associados a esse fendmeno ainda pouco esclarecidos.

1.3.1. Transporte dos ides de cobre nos meios biolégicos

No organismo, o cobre total presente ndo é muito citotéxico uma vez que o
transporte de cobre nas células é rigorosamente controlado e estabilizado pelas
proteinas de transporte.[42] Os ides de cobre ndo sdo encontrados no organismo sem
estarem ligados a proteinas transportadoras na corrente sanguinea[43] ou a
aminoacidos e a proteinas no interior das células.[44] Na corrente sanguinea, os ides
de cobre sdo distribuidos por duas fases principais: inicialmente os ides de cobre
entram no sangue maioritariamente ligados a albumina e também a transcupreina,
sendo transportados para os rins e figado; em seguida os ides de cobre voltam para
a corrente sanguinea, desta vez ligados a ceruloplasmina (CP), e sao distribuidos
pelos restantes 6rgaos. Por sua vez, a internalizagdo celular dos ides de cobre é
efetuada principalmente pela proteina seletiva membranar Ctr1 (cerca de 70%)[44] e
os ides sao de seguida transferidos para proteinas especificas de cobre, chaperonas
(Atox 1, Cox17 e CCS). A quantidade de cobre em excesso é transportada pela ATOX
1 e o cobre é transferido para as proteinas transportadoras ATPases (ATP7A e
ATP7B) localizadas no complexo de Golgi, sendo o cobre expelido pela sua
incorporagdo em vesiculas contendo a CP. A mitocéndria é outro dos principais
destinos dos ides de cobre transportados pelas chaperonas Cox17, uma vez que o
cobre € necessario para a maturagao do citocromo ¢ oxidase (CCO), imprescindivel
para o processo de transporte eletronico. Outro destino dos i6es de Cu(l),
transportados pelas chaperona CCS, é o enzima superéxido dismutase (SOD1),
responsavel por catalisar a reagao de transformacgéo do superdoxido em oxigénio e
peréxido de hidrogénio, sendo por isso um antioxidante crucial para o bom
funcionamento celular.[44][45][46] O cobre esta também envolvido noutros processos
celulares relacionados com a atividade da lisil oxidase e da tirosinase.[45][47][48] Para
além de desempenhar um papel decisivo no sistema nervoso, na modulagdo do
sistema imunitario e na angiogénese. A deficiéncia em cobre no organismo leva a um
aumento de ROS que geram danos em lipidos, em proteinas e em ADN. Em todo o

caso, o excesso de cobre também provoca disturbios fisiologicos graves que originam
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diversas patologias (doenga de Wilson, disturbios hepaticos ou doencgas
neurodegenerativas).[46]

No desenvolvimento de novos farmacos a base de cobre, a utilizacdo de
quelantes que estabilizem os ides de cobre pode aumentar significativamente o
transporte de cobre para as células tumorais de uma forma independente do
transportador de cobre habitual (Ctr1).[47] Esses quelantes podem ser deslocados
parcial ou totalmente do complexo original durante o transporte no sangue devido a
existéncia de ligandos com afinidade para os ides de cobre tais como a transferrina,
ceruloplasmina, albumina, ou bioligandos de baixo peso molecular como o citrato, o
lactato e aminoacidos existentes no soro sanguineo.[48] Assim, sdo de grande
relevancia o estudos da estabilidade dos complexos de ides de metal os em meios
que simulem os meios fisiolégicos ou de incubagdo celular, assim como a sua
interagdo com as principais moléculas com afinidade para o cobre. Esses estudos
ajudam a compreender o tipo de espécies absorvidas pelas células, assim como
auxiliam na interpretacdo dos resultados dos estudos de citotoxicidade e do modo de
acao dos complexos. Essas informagdes podem ser Uteis para a produ¢ao de novos
farmacos com perfis farmacolégicos melhorados.

Em concordancia com essas descobertas e sabendo que das proteinas de
transporte no sangue a albumina é a unica frequentemente adicionada aos meios de
incubacéo celular nos estudos in vitro, é relevante conhecer com maior detalhe o modo
como a sua ligagao aos ides metalicos ocorre, assim como € importante compreender
a acao desta proteina no organismo, particularmente na transferéncia ou

internalizacao de ides metalicos ao nivel celular.

1.3.2. Albumina e sua importancia como transportador de farmacos

A albumina sérica humana (HSA) é a proteina mais abundante no plasma do
sangue (cerca de 60%) e devido as suas diversas capacidades de ligagao, serve como
proteina de transporte para moléculas enddégenas e exdgenas, incluindo diversos
metais de transigao; Pt(ll), Au(l), Ni(ll), Cd(ll), V(IV)O, Zn(ll) e Cu(ll). A afinidade de
ides de Cu(ll) para a albumina € bem conhecida, sendo o local com maior afinidade
conhecido por NTS (ATCUN ou local 1), formado por uma sequencia de aminoacidos
Asp-Ala-His, com a capacidade para formar um complexo planar com 4 atomos
doadores de nitrogénio e com afinidade na ordem do picomolar (Figura 1.4). Outro
local de grande afinidade para ides metalicos é conhecido por local de ligagao
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multimetal (MBS).[49][50] Este local tem grande afinidade para i6es de Zn(ll) e Cd(ll)
e serve de segunda ligagao para o Cu(ll), Ni(ll) e Co(ll). O complexo de Zn(ll) formado
neste local é constituido pela sequéncia de aminoacidos His(N), Asn(O), His(N) e
Asp(0O), tendo sido observada também a coordenagédo de uma molécula de H20 extra
ao centro metalico.[51][52] Apesar de serem conhecidos outros locais de ligagao para
ides metalicos, no caso de ides de Cu(ll), essas ligagdes ndo sdo suficientemente
fortes para provocarem alteracbes espetrais importantes na espetroscopia de

dicroismo circular (DC), sendo mais relevantes para os ides de Pt ou Au.[53]

Figura 1.4. Estrutura da albumina humana (ou bovina) e principais locais de ligagédo

para os ibes metdlicos. Imagem adaptada da literatura.[54]

Além da fungao associada ao transporte, a HSA é também uma das principais
proteinas responsaveis pela regulacdo do pH,[55] e da pressdo osmoética do
sangue[56] tendo sido observada a sua acumulagao no espaco intercelular tumoral.
No tecido tumoral ocorre um fendmeno conhecido por EPR: “efeito de permeabilidade
e retencéo intensificada" do inglés: “enhanced permeabilility and retention effect”, que
surge pela conjugacgao de dois fatores: a vasculatura tumoral ser altamente permeavel
com a abertura de lacunas intercelulares e crescimento deficiente dos vasos
sanguineos, e a drenagem linfatica deficiente, provocada pela compressao e eventual
colapso dos vasos linfaticos.[57] Consequentemente, moléculas de grandes
dimensdes, >40 kDa como a albumina, ficam retidas e acumuladas nos tecidos
tumorais.[57][58][59] Sendo este fendmeno favoravel para explorar o efeito citotoxico,

é desejavel que a albumina seja internalizada nas células tumorais transportando a(s)
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espécie(s) terapéutica(s). De facto, sdo conhecidos varios recetores com afinidade
para a albumina, que podem facilitar a sua internalizac&o celular.[59] Por outro lado,
foi observada a formacao da vesiculas de caveolina, na qual a albumina é absorvida
pela invaginagdo da membrana citoplasmatica, sendo este processo regulado pela
proteina Cav-1, sobreexpressa em diversos tipos de tumores.[60][61][62] Foi também
observado que certos tipos de células tumorais absorvem proteinas, como por
exemplo a albumina, que € usada como fonte de aminoacidos suprindo assim as suas
necessidades metabdlicas aceleradas. Esta absorcdo € ativada por um recetor
membranar, Ras, sobreexpresso em algumas linhas de células tumorais.[62]
Evidencia-se que esta proteina pode ter mais implicagdes na quimioterapia do cancro

do que apenas a funcao de transportar o farmaco.

1.4. Complexos de cobre com ligandos bioativos

O desenvolvimento de complexos de cobre para o tratamento antitumoral pode
parecer contrassensual, uma vez que o cobre € necessario na formacdo de novos
vasos sanguineos e 0 seu excesso pode originar um descontrolo da angiogénese, da
proliferacédo celular e consequentemente das metastases. A existéncia de uma maior
concentragao de elementos metalicos em tecidos tumorais sugere uma necessidade
acrescida das células neoplasicas por esses metais. Podendo, por isso, existir uma

maior internalizagao celular de complexos com esses elementos.[63][50]

A principal vantagem dos complexos de ides de metal em relagdo as moléculas
organicas € o acesso a sua quimica redox, uma vez que geralmente tém potenciais
redox biologicamente acessiveis. O mecanismo de agdo dos compostos de ides de
metal pode, em principio, ser modulado com uma escolha apropriada do metal de
transicéo, estado de oxidagdo, modos de ligagao e tipo de doadores/ligando(s).[9][64]
Além disso, existe uma enorme variedade de metais e de ligandos com potencial agéo
bioldgica ou que podem originar complexos biologicamente ativos apds coordenagao

ao metal.

Considerando o potencial sucesso do composto Casiopeina-ll-gly,
[Cu(Gly)(Mezphen)]NOs, foram realizados inumeros estudos que mostraram o papel
relevante que o ligando derivado da phen possui na atividade citotdxica. A phen é uma
molécula heterociclica aromatica, bioativa, e muito usada em quimica de

coordenacédo, formando complexos estaveis com varios metais. A conjugacgao das
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ligagcdes duplas nos anéis aromaticos faz com que as energias das transicbes n—n*
sejam de relativamente baixa energia; conjugando essa caracteristica com a sua
rigidez molecular obtém-se uma restricdo da relaxagéo vibracional, fazendo deste
composto um sensor de fluorescéncia muito util.[65] A planaridade originada pelos
trés anéis aromaticos conjugados permite também interagdes n—n, demonstrando
capacidade de intercalar entre os pares de bases da dupla hélice do
ADN.[66][67][68][69]

Um dos principais alvos biolégicos de complexos de cobre com ligandos do tipo
phen, e seus derivados, € frequentemente atribuido ao ADN. A interagcdo desses
compostos com o ADN pode promover modificagdes estruturais que podem suprimir
a replicagcdo de genes ou a sua transcricao e deste modo perturbar varias fungdes
celulares. Por esta razdo a capacidade de interacdo dos compostos com o ADN é
considerada relevante na avaliagao de potenciais agentes antitumorais. Os modos de
interacdo desses agentes como com a dupla hélice do ADN mais comuns sao:
“stacking” exterior (ligacdes electroestaticas, idnicas — devido a presenga dos grupos
fosfato); ligagdo aos sulcos, sulco-maior ou sulco-menor (ligagdes electroestaticas,
idnicas, interagdes = -n ou hidrofébicas — a superficie da hélice do ADN) e intercalagao
(interacao hidrofdbica com os pares de bases do ADN) (Figura 1.5.). Além do tipo de
ligacao, a forga de ligagcao € também um fator determinante para avaliar o potencial

dos complexos em induzir deformagdes ou quebras no ADN.[70].

Stacking Interagdo Interacdo
exterior ao sulco intercalativa
Q menor
Qo -
@)
maior
a) b) c)

Figura 1.5. Tipos de interagdo mais frequentes entre compostos e ADN: a)
interagbes eletrostaticas ou idnicas (essencialmente com grupos fosfato); b)
ligagbes eletrostaticas ou iénicas com interagbes a superficie da hélice do ADN
(sulco maior ou sulco menor; c¢) interagbées por intercalagdo entre aos pares de

bases do ADN (interagdes hidrofébicas).

Sao muitos os exemplos na literatura de complexos binarios e ternarios de

cobre constituidos por phen e seus derivados. Em alguns os seus efeitos citotéxicos
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em diversas linhas celulares sdo comparados, € 0s seus mecanismos de agao sao
propostos com base em estudos realizados in vitro da interagdo dos complexos com
diversos potenciais alvos celulares: ADN; topisomerases; atividade mimética da SOD;
inibicdo do proteossoma ou estudos em células para avaliar a capacidade de
producdo de ROS. Sendo que no geral, o alvo principal postulado para esta classe de
complexos de cobre é o ADN.[71][72][73][74][75] No entanto, existem muitos fatores
a considerar antes de poder atribuir a citotoxicidade observada apenas a interagao
com o ADN, ou como sendo o principal modo de ac¢ao implicado na morte celular.
Nomeadamente, a hipotese de o complexo ndo chegar ao nucleo, a existéncia de
especiagao nos meios extra- e intracelulares, assim como o estado de oxidacédo do
centro metalico, e consequente quimica redox, entre outros. Estas e outras questbes

sao abordadas e discutidas com maior detalhe nos capitulo VI e VII.

A atribuicdo de outros modos de acao que contribuem para a citotoxicidade foi
sugerida para complexos binucleares com alguns metais, incluindo o Cu(ll) (Figura
1.6).[72] A citotoxicidade exercida por um composto contendo Cu-phen e uma ponte
de pirofosfato foi determinada em células de cancro de ovario A2780/AD com valores
de ICs0 de 0.64 uM as 24h. A elevada citotoxicidade deste composto foi justificada
pela variedade de especiagao passivel de ocorrer no interior da célula (incluindo os
grupos acetatos, fosfatos, carbonatos e tiolatos que podem interagir com o centro
metalico) com a formacgao de espécies de varias cargas, possibilitando assim varios
mecanismos para a morte celular. O estudo sugeriu ainda que as espécies carregadas
positivamente permitam a quebra da dupla hélice do ADN e a inibicdo enzimatica,

enquanto as espécies neutras e anidnicas podiam contribuir para o stress oxidativo.

+

+ H,PO,

Figura 1.6. Estruturas de [Cu(phen)(H20)]2(u-P207)} e os respetivos produtos de

hidrélise (espécies ativas).

Apesar dos autores terem tido a preocupacao de realizar estudos de
estabilidade em meios celulares, com recurso a ensaios por espetroscopia de

absorcao eletrénica, nao foi considerada a influencia da BSA presente nos meios
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celulares dos ensaios de citotoxicidade ou de outras proteinas com afinidade para os
ibes de cobre existentes no meio extracelular. A obtencdo de mais informacgdes
estruturais das espécies formadas intracelularmente, nomeadamente a possibilidade
do ligando phen se manter ligado ao centro metalico sdo questdes que permanecem

por explorar.

<;2\></\;2\></\;2>

O/ \O O/ \
\S o
ghd f AT
R, ] 9
Cu(Mvs)(phen) Cu(th)(phen) Cu(Tss)(phen)(H,0)

aa=Gly, Ri1=R2=R3z=H
aa=DL-ala, Ri =CHs3, R2=R3z=H
aa=Sar, R1=R2=H, R3 = CHjs
aa=2,2-dmg, R1=R2=CH3, R3=H

Figura 1.7. Complexos do tipo Cu(X)(phen), em que X séo diversos aminoacidos e
derivados, incluindo bases de Schiff: Tss, salicilico-taurina; Vhn, valina-

2-hidroxi-1-naftaldeido; Mvs, L-metionina-o-vanilina.

Outro modo de agédo foi sugerido para os complexos mistos ternarios
apresentados na Figura 1.7., constituidos por phen e bases de Schiff (SB) - formadas
com base em aminoacidos - ou aminoacidos que revelaram possuir capacidade para
inibir proteossomas, e induzir a apoptose em células tumorais.[76][77] O papel da
phen revelou ser fundamental para a inibicdo proteossémica, uma vez que a
substituigdo de phen pelo ligando homdlogo 2,2 -bipiridilo (Bipy) resultou em atividade
inibitéria do proteossoma nula. Além disso, estudos de “docking” mostraram que existe
um ajuste perfeito entre o composto [Cu(Mvs)(phen)] e o local de ligagdo enzimatico,
contrariamente ao complexo formado com o Bipy.[78] A atividade antiproliferativa
destes complexos foi avaliada em células neoplasicas mamarias e em células
mamarias saudaveis, e verificou-se que o complexo que contém a glicina di-metilada
[Cu(dmg)(phen)(H20)INOs apresentou seletividade significativa para as células
tumorais. Esta foi atribuida a capacidade deste complexo de gerar elevadas
concentragdes de ROS nas células tumorais, em contraste com as normais.[79]

A Figura 1.8. mostra dois exemplos de complexos constituidos por um ligando

phen, que apresentaram citotdéxicidade em células tumorais do rim (A496), pulmao
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(A549) e hepatocelular (Hep-G2), com valores de |ICso compreendidos entre 1 e 2.5
uM. Estes compostos revelaram possuir atividade mimética da SOD comparavel a do
composto de referéncia usado (MnTmPyP - Mn(lll)tetraquis(1-metil-4-piridil)porfirina
pentacloreto), no entanto ndo existiram evidéncias que a atividade antitumoral
estivesse diretamente correlacionada com a atividade mimética da SOD.[80] Noutro
estudo com [Cu(sal)(phen)] observou-se que a morte celular era induzida por
apoptose, porém o seu mecanismo de agao ainda n&o esta bem estabelecido, apesar
de ter demonstrando possuir toxicidade para diversas linhas celulares humanas.[81]
Estudos adicionais realizados in vivo em ratos e in vitro em diversas linhas celulares
tumorais da mama evidenciaram a capacidade deste complexo em suprimir a
progressao tumoral com valores relevantes para as células do cancro da mama tri-
negativo BT-20. Apesar deste composto ter demonstrado alguma toxicidade a dose

efetiva necessaria para suprimir o crescimento tumoral foi bem tolerada.[82]

Figura 1.8. Estruturas dos complexos [Cu(CH3COO)(phen)] e [Cu(sal)(phen)], em

que sal é o salicilato.

De um modo geral, o modo de agdo de complexos do tipo Cu-phen difere do
da cisplatina; por exemplo, no caso do Cu-phen ndo ha evidencias da existéncia de
ligacao covalente ao ADN. A maioria dos complexos de cobre com phen(s), incluindo
derivados, interagem com o ADN por intercalagédo ou por intercalagao parcial,[83]
sendo que, na presencga de agentes oxidantes (ROS) é possivel observar-se a sua
clivagem.[84] Porém, é dificil avaliar se essa interagéo se deve ao ligando livre (phen)
que tem propriedades demonstradas de interagir com o ADN ou a alguma espécie do

tipo Cu-phen.

1.4.1. Atividade antitumoral de complexos de cobre contendo bases
de Schiff derivados da vitamina Be

As SB tém a vantagem de serem faceis de sintetizar e de estabilizarem

diferentes metais de transicdo em varios estados de oxidagdo. Estas permitem a
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modulagado das caracteristicas quimicas do ligando com a escolha apropriada de uma
amina e de um aldeido ou cetona. A utilizagdo de moléculas com atividade bioldgica
para formar SB é uma estratégia amplamente usada no desenvolvimento de
complexos de ides de metal terapéuticos. A vitamina Bs atua como co-catalisador em
numerosas reacdes bioquimicas relacionadas com processos metabdlicos
celulares.[85] Demonstrou-se ser possivel mimetizar diversos sistemas modelo n&o
enzimaticos com recurso ao piridoxal (PL), uma forma da vitamina Be, € de ides
metalicos através da formacdo de SB.[86] Foi também observado um efeito
antiproliferativo em células humanas e de ratos neoplasicas quando incubadas com
doses elevadas de PL,[87] que para além de possuir atividade antioxidante,[88]
também tem potencial terapéutico em doencas como a artrite reumatoide[89] ou
doenca de Parkinson.[90] Um processo metabdlico celular vital (associado a
biossintese de nucledtidos, assim como a metilagdo do ADN) dependente da vitamina
Bs, envolve 0 enzima serina hidroximetiltransferase.[90][91] Esta enzima tem atividade
mais elevada em células tumorais que proliferam rapidamente, resultando assim num
aumento da necessidade de vitamina Be quando comparado com as células
saudaveis.[92] Essa necessidade € satisfeita pela absorcéo celular por difusao
facilitada através de diversos transportadores membranares.[93] Podera ser entao
possivel que os complexos de Cu(ll) possuindo um ligando de SB com derivados da
vitamina Bs sejam mais facilmente internalizados e interferirem nos processos
metabdlicos da vitamina Be.

A maioria dos complexos sintetizados com SB derivados da vitamina Bs
reportados na literatura sdo conjugados com semi-(SC), tiosemi-(TSC) e isotiosemi-
carbazonas (ITSC), poliaminas ou aminoacidos,[94][95] no entanto, sdo poucos os
exemplos com aplicacdes terapéuticas antitumorais. Apesar do escasso numero, sao
apresentados a seguir alguns exemplos de complexos de cobre que demonstraram
atividade antiproliferativa, antioxidante e capacidade para se ligar e quebrar o ADN,
relacionados de alguma forma com os derivados da vitamina Be desenvolvidos neste
trabalho.

O grupo de Belicchi Ferrari estudou a agdo de complexos de Cu(ll) e Co(lll)
contendo TSC conjugada com o PL (Figura 1.9) em células precursoras de leucemia
de eritrocitos de ratos (A745 e L929). Os autores observaram que os complexos de
cobre possuiam um efeito supressor da proliferacdo dessas células, ao contrario do

complexo analogo de Co(lll) e do respetivo ligando, que n&o apresentaram atividade.
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Os autores fundamentaram estas observacdes com a natureza das espécies ativas,
que no caso do cobre possuem posi¢des de coordenacao livres, enquanto a esfera de
coordenacdo no complexo octaédrico de Co(lll) estaria completamente

preenchida.[96]

N \ OH
_ . §
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Figura 1.9. Complexos de coordenagédo derivados da familia dos ligandos SB
obtidos pela conjugagdo entre o piridoxal e tiosemicarbazonas (PLTSC), com

diferentes geometrias e centos metalicos.

Recentemente, Back e seus colaboradores trouxeram a publico uma série de
complexos de Cu(ll) com ligandos bidentados do tipo N,O, derivados do piridoxal
contendo anéis aromaticos com diversos substituintes halogenados, originando
complexos com geometria quadrangular plana (Figura 1.10.). Os complexos
demonstraram ter capacidade de quebrar a dupla hélice do ADN plasmideo, com a
seguinte ordem de reatividades: Cu(SBPL)F « Cu(SBPL) = Cu(SBPL)CI =
Cu(SBPL)Br « Cu(SBPL)I. Dado que, a clivagem do ADN por agao de complexos de
ibes de metal pode ocorrer por intermédio de varios mecanismos: hidrolitico, ou
oxidativo por geragao de ROS ou oxidagao direta do ADN, os autores realizaram uma
série de ensaios, concluindo que os complexos sdo capazes de quebrar diretamente
o ADN sem a geragao de ROS. Por outro lado, ensaios miméticos para o enzima SOD
revelaram que esta familia de complexos apresenta a capacidade de mimetizar esta
enzima, com particular destaque para o iodo-complexo que apresentou valores de ICso
de 0.4 uM.[97]
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Figura 1.10. Familia de complexos de Cu(ll) com ligandos do tipo N,O, derivados
de SB do piridoxal com a incorporacdo de grupos aromaticos com diferentes

substituintes halogenados.

Os exemplos acima referidos sdo motivadores para o desenvolvimento de
novos farmacos a base de cobre com SB derivados da vitamina Be para aplicacéo
terapéutica. O facto de nao existirem muitos relatos estando, no entanto, demonstrado
que existem evidencias do potencial deste tipo de complexos para revelarem
atividades biologicas distintas, podera significar que ndo foram suficientemente

explorados pois possuem claramente elevando potencial terapéutico.

1.5. Complexos de vanadio

Em contrate com o cobre, o papel do vanadio enquanto elemento essencial nos
humanos nao esta estabelecido. Apesar da abundancia do vanadio no meio ambiente,
solos, agua doce, oceanos e inclusivamente no ar,[98] apenas foi encontrado em
alguns organismos.[99][100] No entanto, sdo conhecidas alguns enzimas que usam o
vanadio no seu centro ativo, tais como as nitrogenases presentes em
azotobactérias[101][102] e as haloperoxidades encontradas em algas, fungos,
liquenes, bactérias Streptomyces e cianobactérias.[103] Algumas estruturas dessas
haloperoxidades foram caracterizadas por cristalografia de difracgdo de raios-X.[104]
Curiosamente sao estruturas semelhantes as obtidas para proteinas tirosina
fosfatases e fosfatases acidas.[105] Estas semelhancgas, em conjunto com analises
filogenéticas,[106] revelam que existe uma relagcdo evolutiva entre fosfatases e

haloperoxidades.
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1.5.1. Complexos de vanadio antitumorais

Nos ultimos anos, o numero de complexos de vanadio com propriedades
antitumorais reportados tem aumentado, mas os mecanismos subjacentes a este
efeito ainda ndo sdo bem compreendidos. Os principais alvos do vanadio no seu efeito
antitumoral sdo a perturbagcdo do metabolismo celular através da geragao de ROS, e
producao de alteragbes celulares em organelos como lisossomas e mitocondrias,
proteinas como a actina e a tubulina, e em algumas vias de transdugao de sinal,
ciclinas e caspases que por sua vez desempenham um papel na interrupgao do ciclo
celular e na apoptose. Além disso, alguns complexos inibem a proliferagéo
celular,[107] sendo que essa proliferacdo pode ser perturbada pelos efeitos
genotdxicos do vanadio exercidos nos nucleos das células e/ou danos no ADN.[108]

Alguns dos complexos de vanadio sintetizados com potencial antitumoral
relevante sdo o complexo Metvan [VVO(SOa4)(Me2phen)2], o dicloreto de vanadoceno
[(n®-Cp)2V'VCI2], em que CP é o ciclopentadienilo e o [VO(acac)2] em que acac é o
acetilacetonato.[109][110] Para além destes, foram estudados diversos grupos de
complexos com resultados promissores, como por exemplo, complexos de
oxidovanadio(lV) com flavondides (quercetina, hesperidina, morina, silibinina, crisina).
A coordenagdo ao metal demonstrou ter importantes implicagdes positivas tanto nas
propriedades antioxidantes como no comportamento antitumoral dos flavonoides,
para diversas linhas tumorais de rato e humanas, sendo o modo de acao proposto
diverso e dependente do complexo e do tipo de tumor.[111][112][113] Por exemplo,
com o complexo de morina com oxidovanadio(lV) n&o foi observada produgao de ROS
nem danos no ADN, mas verificou-se que a membrana plasmatica foi danificada assim
como o potencial da membrana mitocondrial (MMP) sofreu perturbagbes em células
tumorais da mama.

Outro grupo de compostos de vanadio relevante € constituido por complexos
de oxidovanadio(lV) com o ligando oxodiacetato (oda), que devido aos atomos
doadores de oxigénio permite uma coordenacgéao forte com o metal, podendo facilitar
a sua absorcgéo e transporte para o interior das células. Os complexos VVO de oda,
[VVO(oda)], bem como [V'VO(oda)(Bipy)] e [VVO(oda)(phen)] (Figura 1.11.) foram
testados em duas linhas celulares semelhantes de osteoblasto de rato (normal e
tumoral). O [VVO(oda)] causou a inibigdo da proliferagdo celular em ambas as linhas
celulares, mas a citotoxicidade foi superior nas células saudaveis com alteracdes
morfologicas. Este composto provocou um aumentou das concentragbes de ROS
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correlacionado com uma diminuigdo na relagdo GSH/GSSG (glutationa reduzida e
oxidada, respetivamente), assim como a perda do potencial da membrana
mitocondrial. Observou-se também um elevado aumento da fosforilagao das proteinas
quinases (ERK), envolvidas na regulagcdo da morte e sobrevivéncia celular, nas
células saudaveis e tumorais.[114] Resultados semelhantes foram observados para o
complexo [VO(oda)(phen)],[115] em oposigdo ao [VO(oda)(Bipy)] que demonstrou
maior citotoxicidade nas células tumorais.[116] Quando estes complexos foram
testados em células de osteossarcoma humano os resultados obtidos diferiram.
Nomeadamente, a ag&o antiproliferativa de [V'VO(oda)(phen)] pode ser observada em
todas as concentragdes utilizadas (de 2.5 a 100 uM), enquanto que para o [V'VO(oda)]
e o [VVO(oda)(Bipy)] apenas foi observada diminui¢gdo da viabilidade celular para
concentracdes mais elevadas. A mesma ordem de reatividade foi obtida na
concentracdo necessaria para afetar o metabolismo mitocondrial e na concentragao
necessaria para se observar um aumento de ROS produzidos. Além disso, a clivagem
do ADN causada por [VO(oda)(Bipy)] e [VO(oda)] foi semelhante, com o
[VO(oda)(phen)] a mostrar um efeito superior, sendo que apenas [VO(oda)(phen)] e
[VO(oda)(Bipy)] desencadearam apoptose relevante. Estes resultados apresentaram
uma correlacdo entre a bioatividade e a estrutura dos compostos, onde
[VO(oda)(phen)] apresentou a mais potente agdo antitumoral seguido do
[VO(oda)(Bipy)] e depois do [VO(oda)], de acordo com o numero de anéis
heterociclicos aromaticos com capacidade de intercalar com o ADN.[117] A
capacidade destas diiminas aromaticas livres interagirem com o ADN ja é conhecida,
pelo que a possibilidade de se dissociarem do complexo e atuarem em separado, per

se, nao pode ser descartada. Diversos mecanismos e espécies podem ter a sua agao

citotoxica.
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Figura 1.11. Estruturas da familia de complexos [VVO(oda)] em que oda é

oxodiacetato e phen é 1,10-fenantrolina e Bipy & 2,2 -bipiridina.
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A capacidade de compostos de vanadio inibirem enzimas como a proteina
tirosina quinase (PTK) ou a proteina tirosina fosfatase (PTP) € bastante conhecida e
associada ao seu efeito insulino-mimético.[118] Os mecanismos associados a
fosforilagao/desfosforilacdo que promovem a ativacao/desativacido dos recetores
especificos da insulina apresentam muitas semelhangas com o0s mecanismos
intracelulares envolvidos na morte celular por apoptose. Algumas enzimas que
regulam esses mecanismos de sinalizacdo sao por exemplo as proteinas PTK e as
PTP. Alguns complexos de vanadio, mas também o vanadato, conseguem ligar-se
fortemente as PTKs, promovendo o aumento da fosforilagdo dos residuos de tirosina
nas proteinas que ativam as vias de transducéo de sinal que promovem a ativagao da
via extracelular quinase regulada (do inglés regulated kinase extracellular pathway-
ERK) culminando na morte celular por apoptose.[119][120][121] Assim, um dos
mecanismos possiveis exercido pelos complexos de vanadio para a morte celular
podera passar pela inibicado enzimatica.

No trabalho desenvolvido por Cruz e Uckun,[122] quinze complexos de
vanadio, de diversos derivados de phen(s) (Figura 1.12.), foram estudados em 14

linhas tumorais diferentes de modo a identificar o agente antitumoral mais potente.

Z
.|| 0805

\,\ " Ry=Me,Ry=H R,=Me.R,=H

OH; - , =NO, Ry = »=NO,
\N/(|)H; R;=H.R,=NO, R; =H.R; =NO,
R;=H R;=Cl R;=H,R;=Cl

R1=H,R1=H R)=H.R;=H

Figura 1.12. Complexos de oxidovanadio(lV) constituidos por familias de phen(s)

substituidas com atividade citotoxica.

Os autores verificaram que a atividade citotoxica era superior para os
complexos com dois ligandos phen e os seus derivados, quando comparados com 0s
complexos respectivos com apenas um ligando. Por outro lado, a natureza dos grupos
substituintes foi determinante para a atividade observada na maioria das linhas
celulares estudadas. Devido a sua potente atividade indutora de apoptose, com
concentragbes na ordem dos nano- e micromolar, o [VO(SOas)(Mezphen)2] foi
considerado o complexo de eleicdo. Este composto, conhecido como Metvan, € um

dos complexos antitumorais de vanadio considerados mais promissores com atividade
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indutora de apoptose a baixas concentragdes (na ordem dos nanomolar), e com agao
citotoxica num numero alargado de células neoplasicas humanas.[109] Para além
disso, é altamente eficaz em linhas celulares tumorais resistentes a cisplatina (p.e.
células do ovario e do testiculo). Por outro lado, foi observado um efeito
antiproliferativo significativo em células tumorais da mama e cerebrais. Estudos
farmacocinéticos revelaram resultados favoraveis para este composto e mostraram-
no como um agente antitumoral promissor, alternativo aos farmacos de platina.[123]
A sua acgado tem sido associada a geracdo de ROS e a extingcdo da glutationa
juntamente com a perda do potencial transmembrana mitocondrial. No entanto a
especiacao deste complexo em condi¢gdes mimetizando o meio fisiologico e em meios
de incubacgao celular foi estudada com maior detalhe num estudo de P. Lay.[124] e
seus colaboradores. A estabilidade do complexo foi avaliada nos mesmos meios e
revelou que em meio aquoso e a pH fisioldgico o ido sulfato é substituido pelo grupo
hidroxilo. No meio de cultura quando a concentragdo do complexo é superior a 50 uM,
as espécies predominantes sdo [VO(Mezphen)(citrH")]> e VO-Mezphen—proteina,
onde a espécie [VO(Mezphen)2(OH)]* perde um dos ligandos Mezphen e a espécie
resultante é transportada por uma proteina [albumina; transferrina ou hemoglobina
(HB)], pela ligagao a N-histidina, ou complexada com o citrato. Quando o estudo foi
realizado com eritrocitos, o complexo mostrou a capacidade de atravessar a
membrana formando a espécie VO-Mez2phen-HB. O mais interessante deve-se ao
facto deste estudo mostrar que novas espécies podem formar-se nas concentracoes
usadas em ensaios biolégicos. Quando a concentracdo de complexo Metvan inicial é
inferior a 10 uM, os dois ligandos séo perdidos e a espécie predominante é VO(hTf).
Para além disso em meio de cultura celular, cerca de 60% do centro metalico é
oxidado a VV apds 5 h. Estes estudos foram realizados também para o complexo
homologo [VO(SOa)(phen)2], tendo sido obtidos resultados similares.[125] Estas
observagbdes sdao muito relevantes sobretudo no estudo da atividade biolégica de
complexos de V(IV) ou V(V), particularmente se os ligandos usados forem bioativos e

labeis, tais como as diiminas aromaticas.
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1.5.2. Atividade antitumoral de complexos de oxidovanadio(lV)
contendo bases de Schiff derivados da vitamina Bs

Complexos de vanadio de SB formadas por vitamina Bs com aplicacdo
antitumoral sdo raros na literatura, no entanto foram reportados complexos com
atividade mimética da insulina,[126][127] antioxidante,[128] ou citotoxicidade foto-
induzida.[129]

Uma das inspiracdes para o desenvolvimento de complexos de vanadio com
SB com piridoxal nesta tese foi o trabalho publicado pelo grupo de Pellecchia et al.
onde avaliaram a atividade biologica do complexo de oxidovanadio(IV) com o ligando
pyrzen em linhas celulares tumorais e saudaveis humanas (Figura 1.13.).

N N
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_ / \ —
HO \_/ oH

Figura 1.13. Estrutura quimica de [VO(pyrzen)] com potencial atividade antitumoral.

Este complexo, inicialmente sintetizado por I. Correia et al.,[142] revelou bons
resultados, demonstrando seletividade entre linhas tumorais e saudaveis,
nomeadamente para as linhas celulares A375 (melanoma humano) e A549 (cancro
do pulmdo humano) com uma percentagem de mortalidade celular de 93 e 57 %
respetivamente, quando comparado com a mortalidade em células normais, inferior a
24 %. O mecanismo de morte celular foi também avaliado, tendo-se observado um
aumento de ROS que levou a despolarizagdo da membrana mitocondrial.[130] A
Figura 1.14. mostra dois complexos da mesma familia que revelaram uma
significativa regressao tumoral em tumores primarios com perturbagées no ciclo
celular. Estes complexos revelaram ter grande aptiddo para interagir com o ADN,

causando danos na presenga de agentes oxidantes.[131]
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Figura 1.14. Série de complexos de oxidovanadio(lV) derivados de pyrzen.
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Globalmente, os resultados relativos as propriedades antitumorais do complexo
de oxidovanadio(lV) sdo promissores no que diz respeito a sua possivel utilizagdo
terapéutica devido ao seu baixo ICso (na ordem dos uM, dependendo da linha celular

e do complexo), efeitos antiproliferativos e apoptéticos.

O facto de muitos compostos de vanadio serem capazes de modelar reacdes
enzimaticas revelam a possibilidade de exercem os seus efeitos antitumorais através
de diferentes mecanismos, tais como a indugao da fosforilagcdo dos residuos de
tirosina, principalmente inibindo proteinas tirosina fosfatases, que por sua vez
promovem a ativagcdo da via extracelular da quinase. Consequentemente, esta
hipotese pode dar origem a complexos com propriedades antitumorais distintas das

habitualmente encontradas em complexos com outros metais de transicao.
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2.1. Objetivos propostos

Este trabalho tem por objetivo desenvolver novos de ides de metal de transicéao,
para fins terapéuticos, mais eficazes e menos toxicos para o tratamento do cancro.
Uma das estratégias passou por desenvolver complexos de Cu(ll) e V(IV)O contendo
derivados da vitamina Bs, que € biologicamente relevante e pode interferir com
multiplas vias dos mecanismos celulares. Para isso o recurso a sintese de bases de
Schiff permitiu a conjugacado de piridoxal ou piridoxamina com outras moléculas

biologicamente relevantes tais como cromonas, aldeidos ou outras.

Pretende-se avaliar os complexos de ibes de metal como potenciais agentes
antitumorais. Neste contexto, a estabilidade dos complexos em solugao aquosa foi
uma caracteristica a considerar. A hidrélise em meios biolégicos € muito frequente e
extensa em varios complexos de ides de metal e precisou de ser avaliada para
assegurar que o complexo de i&o metalico atinge o seu alvo na forma pretendida, bem
como minimizar a eventual toxicidade sistémica com os consequentes efeitos
secundarios que surgem da decomposi¢cao dos complexos em meios biolégicos. As
bases de Schiff sdo geralmente suscetiveis a hidrolise, no entanto, quando
coordenadas a um centro metalico adquirem mais estabilidade. A introdugdo de um
co-ligando bidentado nos complexos teve por objetivo aumentar o potencial citotoxico

dos complexos sem comprometer a sua estabilidade.

Nos meios biolégicos os complexos de ides de metal podem interagir com
diversas macromoléculas, que podem ser cruciais para a atividade terapéutica. Sendo
os co-ligandos selecionados, derivados da 1,10-fenantrolina, esperamos que tenham
um papel relevante nestas interagdes, e por consequéncia, no modo de agao dos
complexos. Para avaliar esta hipétese e obter-se mais informacgao sobre o possivel
mecanismo de acado, foi avaliada a interagdo dos complexos com biomoléculas
relevantes, nomeadamente, a ligacdo de complexos de ides de metal as proteinas
séricas, que podem ter impacto na sua absorcao, transporte, metabolismo e excrecgao,
assim como fornecer uma entrega seletiva as células tumorais, uma vez que as
proteinas como a albumina do soro humano (HSA) podem acumular-se nos tecidos
tumorais. Paralelamente, o ADN é um alvo tipico de farmacos formados com ides de
metal, pelo que o estudo da ligacdo dos complexos ao ADN também foi visado. As
propriedades antioxidantes de compostos podem auxiliar na reducao da toxicidade e

consequentes efeitos colaterais provocados pelos agentes quimioterapéuticos, pelo
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que a capacidade dos compostos em inibir a formacao de radicais livres foi também
avaliada.

Pretende-se avaliar a citotoxicidade dos complexos em relagdo a um grupo de
linhas celulares tumorais humanas e comparar os resultados com linhas de células
humanas saudaveis para se avaliar a sua toxicidade/seletividade. O tipo de morte
celular induzido pelos complexos é um fator importante para determinar os
mecanismos de acdo, pelo que ensaios como a quantificacdo da externalizagao de
fosfatidilserina e 0 aumento de espécies reativas de oxigénio em células tumorais
humanas foram realizados.

Outro dos objetivos foi a compreensdo dos efeitos da citotoxicidade e
seletividade exercida pelos complexos de ides de metal homolépticos de ligandos
labeis, em particular, os heterociclos aromaticos (usados como co-ligandos nos
capitulos Ill, IV e V) em meio celular. Por conseguinte a avaliagdo da especiagéo
destes complexos em meio aquoso e celular é de extrema relevancia, pois os
mecanismos de acao dependem das espécies absorvidas e/ou formadas no interior
das células. Assim a estratégia de tentar corelacionar as informagdes obtidas dos
estudos biologicos com a determinagao de constantes de associagao nos sistemas de
albumina/heterociclico aromatico/metal € também de grande relevancia. O trabalho
desenvolvido nesta area pretende avaliar o potencial desta familia de compostos
como agentes terapéuticos eficazes.

A atividade bioldgica de complexos de Cu/VO contendo bases de Schiff
derivados da vitamina Bs tem sido pouco explorada e este trabalho pode contribuir

para a sua consolidagao como potenciais farmacos formados com ides de metal.
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» Capitulo lll - Complexos de cobre com bases de
Schiff derivados do piridoxal com potencial

terapéutico.
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3.1. Fundamentos

As propriedades dos complexos de i6es de metal sdo determinadas pela
natureza dos seus ligandos, que podem eles préprios serem bioativos. Foram
desenvolvidos varios complexos Cu(ll) com uma variedade de ligandos contendo N,
S, ou O, demonstrando diferentes mecanismos para a sua atividade
antitumoral.[1][2][3] Os ligandos neutralizam a carga positiva do ido de cobre e podem
originar complexos capazes de atravessar a membrana celular. Complexos que
envolvam a conjugacéao de saliciladeido com piridoxamina podem exibir propriedades
com interesse bioldgico relevante, com atomos coordenantes ONO. Neste ambito,
prepararam-se trés complexos de Cu(ll) com ligandos derivados da vitamina Be, bem
como dois complexos ternarios com a introducao de 1,10-fenantrolina. Nesta seccgao,
apresenta-se a sintese, caracterizagao e avaliagao biolégica desses novos complexos
de cobre. Os compostos foram caracterizados em solucéo e no estado sélido, tendo
a sua estabilidade sido avaliada, bem como realizados estudos de interagdo com a
albumina e com o ADN. A citotoxicidade dos compostos foi determinada em duas
linhas celulares tumorais humanas e a influéncia dos diferentes elementos estruturais

destes compostos no desempenho biolégico é aqui discutida.

3.2. Complexos contendo ligandos tridentados do tipo ONO derivados da

vitamina Be

Os pro-ligandos de SB H2L1 e HzL.2 foram obtidos com bons rendimentos por
condensacgao entre a piridoxamina e o salicilaldeido, ou o piridoxal e o 2-aminofenol
(Esquema 3.1.). A base de Schiff reduzida H3L3Cl foi obtida com rendimento
moderado (40%) recorrendo a reducado de H2L2 com NaBHs4. Todos os compostos
foram caracterizados por analise elementar e pelas técnicas espetroscépicas usuais
(ver secgao experimental para mais detalhes), que confirmaram as estequiometrias e

férmulas propostas.

37



N| St T W
= N

H,L1
HO

CHO

OH OH R
\
MeOH/CHCH; ‘
KOH, A =
R=CH,NH, N

OH NES HO

P
_—
MeOH
KOH. A
R=CHO ici
i
H,L2
] MeOH
NaBlly temp. amb.
OH
— HO
e T
CLHN /
HN
OH
H,L3Cl

Esquema 3.1. Esquema de reagao para a sintese das SB (HzL1 e H,L2) e da SB

reduzida (HsL3Cl).

Os pré-ligandos percursores reagiram com CuCl2 em metanol, produzindo os

complexos de Cu(ll) 1-3, com rendimentos moderados. Nas reagbes em que foi

adicionada fenantrolina, os complexos ternarios [Cu(Ln)(phen)] (4 e 5, com n =1 ou

3) foram também obtidos com rendimentos moderados. Todos os complexos sao

novos e foram caracterizados no estado solido e em solucdo pelas técnicas

espetroscopicas usuais, sendo esta caracterizagado discutida mais detalhadamente

nas secg¢des abaixo. As formulas propostas para os complexos encontra-se

representada na Figura 3.1.
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Figura 3.1. Férmulas moleculares propostas para os complexos Cu(ll) preparados.

Todos os compostos foram caracterizados por espetrometria de ESI-MS, tendo
sido na maioria dos casos possivel identificar os picos dos ides moleculares no modo
positivo, [L+H]" ou [M+H]*, ou no modo negativo, [L-H] ou [M-H]", bem como o padrao
isotopico de cobre tipico nos aductos dos complexos. A presenca de ides cloreto em
complexos e pro-ligandos foi confirmada por cromatografia de troca anionica. Para os
complexos 1, 3 e 5, apenas um ido cloreto foi detetado, enquanto que dois ides CI-
foram determinados para HsL3Cl. Para os restantes complexos e precursores de
ligando nao foi possivel fazer a determinacdo de cloretos devido a sua baixa
solubilidade e, portanto, as estequiometrias e féormulas foram propostas com base em

analise elementar e espetrometria de massa.

Os espetros 1D e 2D de 'H RMN e 3C RMN dos pro-ligandos foram obtidos a
temperatura ambiente em DMSO-ds ou D20 (Tabela 3.1.). O sinal do protdo da
azometina para HzL1 aparece como um singleto a 8.61 ppm, enquanto que para HzL2
este protdo é muito mais desblindado, sendo observavel a 9.30 ppm. Contudo, ao
comparar o carbono azometina correspondente, o desvio quimico do carbono H2L1
encontra-se mais blindado, possivelmente devido a conjugagédo adicional com o
sistema aromatico piridinico em HzL2. Para H3L3Cl, o sinal do protdo da azometina
nao é detetado, como esperado, assim como também nao foi possivel identificar a
ressonancia do do grupo amino alifatico. Além disso, o aparecimento de um sinal a
4.79 ppm, atribuido ao CHz resultante da redugédo da azometina, foi dificil de distinguir
no espetro "H RMN devido a sobreposigdo com o sinal dos protdes da agua residual.
No entanto, esse sinal foi claramente identificado na experiéncia de HSQC (Figura
3.2.), que mostrou um pico cruzado a 4.79 ppm ("H RMN) e 45.03 ppm ('3C RMN).
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Figura 3.2. Espetro de RMN da experiéncia de HSQC de Hs3L3Cl em D20 a
temperatura ambiente. O grafico inserido mostra a expansao da regidao aromatica

do espetro.

Os sinais largos observados a campo baixo para os proé-ligandos em DMSO-ds
(H2L1 e H2L2) foram atribuidos aos protdes hidroxilo. Estes protdes permutaveis foram
identificados pelo seu desaparecimento apds a adicdo de pequenas quantidades de
D20 (dados n&o apresentados). Para HzL1 os dois sinais mais desblindados (~ 13.30
e 9.05 ppm) foram atribuidos aos protdes dos grupos hidroxilo dos anéis aromaticos,
enquanto que o pico a 5.20 ppm foi atribuido ao protdo do grupo hidroxilo alifatico. No
entanto, para H2L2 as ressonancias dos protbes permutaveis desaparecem apos a

adicado de uma gota de D20, seguida de hidrdlise.
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Tabela 3.1. Picos selecionados e as respetivas atribuicbes dos protdes e carbonos

dos espetros de RMN (desvio quimico / ppm).

Composto / solvente CH=N CH:N CHyiridoxa CHs Haromatico
H 8.61 - 7.96 2.38 6.82-7.45
H.L1/ DMSO-ds
3C  166.14 - 139.68 19.87 116.53-149.46
H 9.30 - 7.98 2.55 6.95-7.71
H.L2 / DMSO-ds
3C  156.28 - 129.43 16.15 116.82-151.98
1 - 4.79 8.17 2.67 6.86-7.29
Hs;L3Cl/ DO
13C - 4503 130.95 1542 116.86-153.63

As atribuicbes das bandas de FTIR dos compostos, apresentadas na Tabela
3.2., foram estabelecidas com base em dados recolhidos da literatura[4] e pela
comparacgao dos espetros dos complexos com os respetivos pro-ligandos precursores,
com vista a determinar os grupos envolvidos na coordenag¢do, uma vez que apos a
coordenacdo ao iao metalico, € esperada uma mudanga na energia das vibragdes
e/ou na sua intensidade.

Todos os compostos apresentam bandas largas na regiao entre 2700-3500 cm-
', correspondendo as bandas de absorgdo dos grupos O-H, as ligagbes vibracionais
simétrica e assimétrica CH e as vibragdes relacionadas com as bandas de absorg¢ao
de N-H. Os espetros de FTIR das SB possuem a banda forte e caracteristica v(C=N)
em redor de 1643 e 1597 cm™, para HzL1 e H2L2, respetivamente. Nos espetros dos
complexos, as energias de absor¢do destas bandas v(C=N) sdo ligeiramente
inferiores, indicando que o atomo de nitrogénio estara a formar uma ligagcdo com o iao
de cobre(ll). Comportamento semelhante foi observado para as bandas atribuidas ao
v(C-O)fenolato (@prox. 1250 cm-), resultado que é compativel com o envolvimento desse
grupo na coordenagao ao Cu(ll).[5] A vibragdo de estiramento dos grupos fendlicos
v(O-H) das moléculas de piridoxal, salicilaldeido ou 2-aminofenol sdo observadas nos
pré-ligandos livres entre 3140 e 3427 cm. Com a complexagdo é esperado o
desaparecimento da absorgdo associada a vibragdo de estiramento deste grupo,
devido a desprotonagao e coordenacido ao centro metalico. No entanto, a presenca
do grupo O-Haiifatico da fragdo do piridoxal, juntamente com a presenga de moléculas
de agua nos complexos, dificulta o reconhecimento do envolvimento na coordenagéo
dos ligandos pelo grupo do doador fendlico ao centro metalico. As duas bandas de
absorgdo a 3220 e 3376 cm™' do H3L3Cl podem ser atribuidas a vibragdo dos modos
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de estiramento assimétrico e simétrico do v(N-H).[6] A banda a 3429 cm™ (que

aparece parcialmente sobreposta) pode ser associada a vibragdes v(OH). Além disso,

o pro-ligando HsL3Cl apresenta duas bandas fracas em torno de 2700 e 2600 cm™",

associadas ao grupo funcional do sal de amina da base de Schiff reduzida,[4] o que

corrobora com as estequiometrias e formulas proposta. Esses picos desaparecem

quando o ligando coordena o Cu(ll).

Tabela 3.2. Principais atribuicbes das bandas dos espetros de FTIR dos pro-

ligandos e complexos Cu(ll) sintetizados (cm-).

Composto v(O-H) v(C=N)inina

H2L1

HaoL2 3362

HsL3ClI 3429

1 3340
3341
2
3218
3429
3
3350
3428
4
3164
3447
5
3277

1642

1597

1628

1587

1635

1583

V(N-H) V(C'o)fenollfenolato

1235

1232

1286

1241

1241

1298

1244

1223

V(C'O)élcool

1035
1023

1032
1010
1039
1020
1040
1049
1019
1047
1017

1031

1040
1014

A caracterizagao dos compostos por espetroscopia de absorgdo no UV-Vis. foi

realizada através da obtencao de espetros em diferentes concentragbées, em DMSO.

A Figura 3.3. ilustra os espetros obtidos para todos os compostos.
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Figura 3.3. Espetros de absorgéo eletrénica dos: a) pro-ligandos precursores e b)

complexos, obtidos em DMSO.

Para as bases de Schiff H2L1 e H2L2, é observada uma banda forte entre 315
e 360 nm, que pode ser atribuida a transigdo n-n*, associada a ligagao da azometina,
sendo que esta banda nao é detetada no espetro da base de Schiff reduzida HsL3CI.
As bandas centradas a cerca de 285 nm, presentes nos espetros de todos os
compostos, sdo devidas a transi¢des intra-ligandos. Os complexos 4 e 5 apresentam
bandas muito fortes na regido UV devido a presenca do ligando aromatico N-
heterociclo 1,10-fenantrolina. Os espetros dos complexos de Cu mostram a presenca
de bandas de transferéncia de carga do ligando para o metal (LMCT) a ca. de 450 nm,
devido as transi¢ées do grupo fenolato para o centro metalico. Foram observadas
bandas no visivel para solugbes dos complexos 1 e 4 por volta de 670 nm (Figura
3.4.), devido as transi¢des d-d.[7][8]

43



aa

Abs

560 660 760
i/ nm

560 660 760

L/ nm

Figura 3.4. Espetro UV-Vis. medido em DMSO para solugbes de: a) 1 com
concentracoes entre 1.1 x 10° a 4.2 x 103 M. b) 4 com concentragdes entre 1.9 x
10%e 1.9 x 103 M.

Os espetros de RPE (banda X) dos complexos de Cu(ll) foram obtidos a 77 K
em DMSO, DMF ou MeOH. Apenas 1, 4 e 5 apresentam espetros bem resolvidos,
com simetria axial e quatro bandas de acoplamento hiperfino na regido de campo alto
e uma banda mais intensa a campo baixo com g > g. > 2.0, indicando a presenga de
um estado fundamental dxz-y2 localizado numa geometria de base quadrada. Nenhum
acoplamento superhiperfino foi detetado nos espetros adquiridos. A Figura 3.5 mostra
o espetro do complexo 1 com a correspondente simulagdo obtida com recurso a um
programa desenvolvido por Rockenbauer, et al.[9] que originou os parametros do
Hamiltoniano de spin incluidos na Tabela 3.3. A razdo g-/A: calculada para os
complexos 1 e 5 é de 134 e 130 cm™', respetivamente, dentro do intervalo 100 - 135
cm', que segundo Addison et al.,[10] indica a presenga de pequenas distorgdes nas

geometrias de coordenacéo de base quadrada.
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Figura 3.5. Espetro de RPE medido para 1 em DMSO (aprox. 3 mM) e respetivo

espetro simulado que originou os paradmetros listados na Tabela 3.3. Os espetros

foram calibrados para cada ensaio considerando os espetros de DPPH.

Tabela 3.3. Parametros do Hamiltoniano de spin obtidos a partir dos espetros de
RPE dos complexos Cu(ll) 1,4 e 5.

Complex g g Aj(x10*cm™) AL (x10*cm™) g)/A;(cm) Solvent
1 2.280 2.071 180.7 16.5 134 DMSO
1 2.278 2.058 176.9 16.8 129 MeOH
4 2.268 2.080 167.9 36.9 135 MeOH
5 2.247 2.058 181.0 32.0 130 DMF

Os restantes complexos (2, 3 e 4) apresentam bandas largas e espetros com
baixa resolugdo e g~2.1 (Figura 3.6), o que pode ser causado pela reduzida

solubilidade ou formag&o de agregados e espécies oligoméricas.

st b

2.60 2.40 2.20 2.00 1.80
g

Figura 3.6. Espetro de RPE adquiridos a 77 K para 4 dissolvido em DMSO
(amarelo); 2 em DMSO (laranja); 3 em DMSO (verde); 1 em DMSO (azul) e 5 em
DMF (cinzento).
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E razoavel supor que a geometria molecular dos complexos 1, 2 e 3 é
quadrangulares planas, enquanto que os complexos 4 e 5§ assumem uma geometria
piramidal de base quadrada, em concordancia com estruturas propostas para

compostos similares.[11][12]

3.3. Atividade da inibicao da formacao de radicais livres
2,2-Difenil-1-picril-hidrazil (DPPH) € um radical livre estavel que tem um eletrao
desemparelhado deslocalizado. O radical produz solugdes de cor purpura intensa em
solventes organicos (Amax = 517 nm) que, por reagao com outros radicais, eletrées ou
atomos de hidrogénio, conduzem a formagdo de uma espécie incolor. A
monotorizacdo da diminuicdo da absorvancia a 517 nm das solucdes preparadas com
diferentes proporgdes de composto/DPPH permite a avaliagcdo da sua capacidade
para inibir a formagao de radicais livres. Portanto, o ensaio DPPH foi realizado para
avaliar o potencial antioxidante dos complexos e dos seus respetivos pro-ligandos

precursores (Figura 3.7).
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Figura 3.7. Absorcdo a 517 nm (em %) em metanol e para varias concentra¢des
dos compostos (1.4-83.5 uM) e DPPH (12.4 uM). Onde HzL1 (e); HoL2 (m); H3L3CI
(A);1(o);2(A); 3 (0); 4(0); 5(X).

A Tabela 3.4. mostra a concentragao efetiva (ECso) obtida para todos os
compostos. Os complexos 1, 4 e 5 apresentam atividade moderada, abaixo de 100
uM. O Hz2L2 evidenciou, inesperadamente, uma capacidade de inibir a formagao de

radicais livres muito elevada, comparavel com a atividade do controlo positivo, o acido
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ascorbico. No entanto, a reducdo da ligagdo C=N (em HsL3Cl) resultou na perda total
da atividade de inibicao de formacgao de radicais livres. Enquanto a coordenacgao de
H2L1 com o Cu(ll) leva a um aumento consideravel da sua atividade (comparando os
valores de ECso entre HzL1 e 4), no caso de HzL2 e H3L3Cl o mesmo nao se verificou,
pois os dois respetivos compostos de Cu mostram escassa atividade antioxidante. Os
complexos 4 e 5, que contém phen, apresentaram um potencial antioxidante superior

ao dos complexos homoélogos 1 e 2, que ndo possuem os heterociclos aromaticos.

Tabela 3.4. Valores de ECso (UM) da atividade de inibicao de formagéo de radicais
determinada pelo método de DPPH para os compostos sintetizados. Foram

efetuadas 3 replicas para cada composto e o desvio padrdo encontra-se incluido.

Compostos ECso /UM

H.L1 704£172
H2L2 14+4
HsL3ClI 417+36
1 83+4
2 172126
3 44317
4 85+14
5 83+11

Acido Ascérbico 11.6

3.4. Ensaios de citotoxicidade

A atividade citotoxica in vitro dos complexos e dos pré-ligandos precursores
(Tabela 3.5.) foi avaliada em linhas celulares tumorais humanas do ovario (A2780) e
da mama (MCF7), apos 24 h de incubagado. Os valores de ICso foram determinados
pelo método MTT, que avalia a atividade da desidrogenase mitocondrial em células
vivas.

Todos os complexos exibiram citotoxicidade contra ambas as linhas de células
neoplasicas (com valores de ICso compreendidos entre 0.7 e 86 uM), enquanto os proé-
ligandos precursores ndo demonstraram atividade (ICso > 100 pM) no tempo de
incubacao estudado, 24 h. A comparagao entre tipos de células mostrou que os
complexos com o ligando phen exibem maior citotoxicidade contra as células do
cancro do ovario, enquanto os restantes complexos mostraram mais eficacia contra

as ceélulas da mama. O complexo composto pela SB reduzida (3) revelou menor
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atividade que o complexo homdlogo com a SB (2), em ambas as linhas celulares. A
atividade da maioria dos complexos € comparavel, ou muito mais elevada do que a
da cisplatina, que mostrou uma atividade moderada para estas células nas 24 h de
incubacdo. Para ambas as células tumorais, os complexos ternarios com phen,
mostraram valores de ICso muito inferiores aos da cisplatina. Em geral, os dados
mostram que ha um aumento relevante da atividade antiproliferativa devido ao efeito
sinergético da combinagao de Cu(ll) e das SB, que € ainda refor¢gado pela presenca
de phen coordenada ao centro metalico, aumentando significativamente a
citotoxicidade, particularmente na linha celular do cancro do ovario, com uma

diminuig&o do ICso superior a 30 vezes.

Tabela 3.5. Citotoxicidade (ICso em yM + DP*) dos pré-ligandos e co-ligando
precursores e complexos de cobre(ll) em duas células neoplasicas humanas (A2780
e MCF7) apés 24 h de incubagao. Ensaios realizados pela Dra. Fernanda Marques

do Instituto Superior Técnico, Universidade de Lisboa. *Desvio padrao

Compostos A2780 MCF7
1 86+38 3411
2 23+85 6.8+35
3 49+18 1957
4 1.8+06 9.3+3.0
5 0.7+01 26%1.0
phen, H:L1, H2L2 and H3L3CI  >100 >100
[Cu(phen)2]NO3 04+02 1504
cisplatina[12] 36+8.0 59 +12

3.5. Estudos de estabilidade

A estabilidade das SB (Hz2L1 e H2L2) foi avaliada com recurso a espetroscopia
de absorcao UV-Vis. e '"H- RMN em meio aquoso tamponizado, uma vez que este tipo
de pro-ligandos tipicamente hidrolisa na presenga de solventes que contém agua. Os
estudos confirmam que as SB HzL1 e H2L2 hidrolisam na presenca de agua (Figura
3.8.), em oposigao a base de Schiff reduzida H3L3CIl que n&o revelou qualquer sinal

de hidrdlise, como esperado.[13]
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Figura 3.8. Espetros de "H-RMN medidos em PBS (10 mM, pH 7.4) / D20 com a)
HsL3Cl (4 mM) a diferentes tempos; b) | - piridoxal (1 mM, 5% DMSO-ds (v/v)); Il -
2-aminofenol (1 mM, 5% DMSO-ds (v/v)); Il - H2L2 (1 mM) at= 10 min.; IV - de H2L2
(1mM)at=1min.

A estabilidade dos complexos em solventes organicos foi acompanhada
também por espetroscopia de absorgcédo no UV-visivel em DMSO. Todos os complexos
de Cu(ll) sdo estaveis neste solvente, havendo conservagao dos espetros originais,
que apresentam apenas ligeiras alteragbes apos cerca de 24 h. Para mimetizar
condigdes fisioldgicas, a estabilidade também foi avaliada em meio tampao a pH 7.4
(PBS ou NH4HCOs), contendo uma quantidade minima de solvente orgénico. O
comportamento dos compostos em solventes aquosos ao longo do tempo € muito
semelhante para ambas as solugdes tampdo. Nas amostras com os complexos 2 e 3
observou-se precipitagao apos 30 minutos em concentragdes de aprox. 25 uM. Estes
precitados poderdo ser atribuidos a hidréxidos dos metais. O mesmo problema de
solubilidade ocorreu para 5 (ap6s 2 h), com a diminuigao dos valores de absorgéo, em

praticamente todas a gama espetral, ao longo do tempo, mas sem mudangas
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evidentes na posi¢ao das bandas de absorgdo. O complexo 1 € estavel durante pelo
menos 24 h e 4 apresenta apenas variagdes espetrais muito reduzidas ao longo do
tempo (menos de 10 % de diminuicdo da absorvancia a = 356 nm apdés 24 h) (Figura
3.9.). As alteragbes ligeiras observadas na maioria dos espetros podem dever-se

simplesmente a troca de solventes (H20 e DMSO) ou de ides.
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Figura 3.9. Espetros de absor¢ao electrénica do complexo 4 medido ao longo do
tempo em: a) DMSO a 24 uM durante 24 h; b) "tamp&o" NH4HCOs3 (25 uM, pH 7.4)
com 2.3% DMSO (v/v) a 25 uM, com o tempo total de 319 min; ¢) em tampéao PBS
(10 uM, pH 7.4) com 3.6% DMSO (v/v) a 67 uM, durante 360 min. As setas indicam

mudangas com o tempo.

Como conclusdo geral, os pro-ligandos base de Schiff sofrem hidrdlise em
solugdo aquosa sob condigbes que mimetizam o meio fisiolégico, embora a sua
estabilidade aumente consideravelmente quando coordenados ao Cu(ll). Os
complexos mantiveram a sua estrutura durante o periodo de tempo geralmente

necessario para a realizacao de estudos de interacbes com biomoléculas.

3.6. Interagdo com a BSA

As albuminas séricas sao as proteinas mais abundantes no sangue. A albumina
sérica humana (HSA) representa cerca de 60% do plasma e estd envolvida no
transporte de substancias para as células.[14] E geralmente aceite que a forga de

ligacdo entre um farmaco e a albumina pode influenciar a sua absorgéo, distribui¢ao,
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metabolismo e excreg¢do, o que pode levar a perda ou ao aumento da eficacia do
farmaco.[12][15] Nos estudos que se seguem, a BSA (albumina sérica bovina) foi
escolhida como proteina modelo, devido a sua semelhanga estrutural com a homadloga
HSA,[16] e a sua importancia nos ensaios em meios de cultura celular com células de
mamiferos, uma vez que esta proteina esta presente em concentracoes relativamente
elevadas. Em ensaios de citotoxicidade in vitro a capacidade das células em
internalizar os complexos pode também depender da forgca de ligagdo entre o
composto e a BSA e/ou outras espécies complexas formadas em solugao, que podem
apresentar diferentes afinidades com essa proteina. Além disso, varios recetores
celulares especificos para a albumina foram reportados na literatura[12][17], o que
pode facilitar a entrada de complexos nas células. Logo, entender a interacao entre
esta proteina e os novos complexos €& extremamente relevante para avaliar
adequadamente o seu potencial terapéutico. Sabe-se ainda, que a albumina
desempenha um papel importante no transporte do cobre livre na corrente
sanguinea[18][19].

Para além de possuirem uma posicdo de coordenagao ocupada por uma
molécula labil, os complexos 1-3 tém outras posi¢cdes de coordenagao que podem ser
utilizadas para formar espécies ternarias do tipo [Cu(Ln)(BSA)]. Nos complexos 4 e 5,
a coordenacao a BSA, caso se venha a verificar, pode ocorrer na posicao livre apical,
com formacao de uma espécie octaédrica, [Cu(Ln)(phen)(BSA)], ou por perda de um
dos ligandos formando [Cu(Ln)(BSA)] ou [Cu(phen)(BSA)]. Outra possibilidade, para
todos os complexos, € a perda de todos os ligandos e a ligacdo sob a forma de
[Cu(BSA)] e [Cu2(BSA)], ja que o Cu(ll) tem muita afinidade para a BSA. Assim, foram
realizados diferentes estudos espetroscopicos com o objetivo de compreender a

ligagcao entre os complexos preparados e a BSA.

3.6.1. Avaliacao dos espetros de UV-Visivel

Como a estabilidade hidrolitica dos complexos pode aumentar pela ligagao a
albumina, esta foi avaliada na presengca de BSA, sob as mesmas condi¢cdes
experimentais utilizadas na sua auséncia. Em nenhum caso se observou precipitacao
a olho nu, porém os espetros obtidos nos sistemas com 2 e 3 mostram evidéncias de
precipitacéo, tais como valores de intensidade de absorgao inferiores registados ao

longo do tempo (Figura 3.10.).
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Figura 3.10. Espetros de absor¢ao no UV-Vis. de 2 (24 uM, 4.5% DMSO (v/v)) com
24 uM de BSA adquirido em NH4HCO3 (25 uM, pH 7.4) com o tempo. As setas
mostram as variagdes com o aumento do tempo. O grafico inserido mostra a

variagao da absorbancia a Amax = 440 nm em fungéo do tempo.

Todos os complexos revelaram alteracdes espetrais na presenca de BSA. Para
o complexo 1 (Figura 3.11.) foi necessario cerca de 1 h para que o sistema atingisse
o equilibrio; algumas bandas apresentaram desvios para valores de energia mais
baixos, surgiram novas bandas e observaram-se pontos isosbésticos a 310, 340 e 395
nm. Todas estas observacdes sdo consistentes com a transformagao do complexo

original [Cu(L1)CI]- numa nova espécie, possivelmente [Cu(L1)(BSA)].
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Figura 3.11. Espetros de absorvancia eletronica de 1 (24.9 uM, 4.6 % DMSO (v/v))
com cerca de 25 uM de BSA adquiridos em PBS (10 mM, pH~7.4) ao longo do

tempo. O grafico inserido mostra a variagdo da absorvancia com o tempo a A= 403
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nm (m); 363 nm (0); 321 nm (A); 287 nm (e); 270 nm (o). As setas mostram

variagbes de absorvancia com o tempo.

O complexo 3 mantém o espetro original por pelo menos 3 h, na presenga de
BSA, sem sinais de interacao, hidrdlise ou precipitagao, sendo que apos este tempo
a absorgao diminui ligeiramente. O complexo 4 manifesta um desvio hipocromico da
banda centrada a 267 nm de aprox. 3 nm, apds 24 horas, com o aparecimento de dois
pontos isosbésticos a 337 e 383 nm, indicando que o complexo interage com a BSA,
ocorrendo a formagdo de uma nova espécie. Curiosamente, existem algumas
semelhancgas nos espetros de absorcao electronica finais obtidos para os complexos
1 e 4 na presenga de um equivalente molar de BSA, como o aparecimento de novas
bandas em torno de 320 e 410 nm. Isto indica a formacéo hipotética do mesmo tipo
de espécie, (p.e. [Cu(L1)(BSA)]), embora n&o se consiga afirmar com certeza, apenas
com base em experiéncias de absorcdo no UV-Vis.

No caso do complexo 5, observam-se apenas alteragdes minimas nos
primeiros 100 min.; p.e., a banda situada a 440 nm diminui de intensidade e um ponto
isosbéstico esta presente a 336 nm. Estas alteragdes sao consistentes com a
formacao de uma nova espécie, embora o ligando phen deva permanecer na esfera
de coordenacao do iao metalico, uma vez que nao se observam alteragdes na banda
a 267 nm.

3.6.2. Dicroismo circular

Uma vez que os complexos de Cu(ll) 1-3 sintetizados n&o sao quirais (3 e 4
podem ser considerados misturas racémicas com quiralidade no centro metalico), as
solucdes destes complexos nao exibem bandas nos espetros de dicroismo circular
(DC). Ap6s a ligagao a uma molécula quiral, como a BSA, pode ocorrer a transferéncia
de quiralidade entre a biomolécula e o complexo de Cu(ll). As transigdes d-d de cobre
sao particularmente interessantes, pois podem aparecer nos espetros de DC e
fornecer informagdes uteis sobre o ambiente de coordenagao do idao metalico.

Os espetros de DC da BSA (388 uM) apds a adigdo de quantidades crescentes
de 1 sdo apresentados na Figura 3.12. O complexo 1 n&o é oticamente ativo, e a BSA
nao apresenta bandas de absorgéo na regido do visivel; portanto, as bandas de DC
induzidas observadas na Figura 3.12. sdo uma prova clara da ligagdo do complexo

proximo aos grupos quirais da BSA. A banda positiva em torno de 490 nm e a banda
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negativa a cerca de 560 nm, assemelham-se as bandas de DC presentes nos espetros
da BSA quando é adicionado Cu?* livre (ver Figura A4.2. em anexo). No entanto, a
presenga de uma nova banda negativa a aprox. 400 nm, confirma que esta é uma
nova espécie, provavelmente [Cu(L1)(BSA)]. Para razdes molares complexo/BSA
mais elevadas ocorre precipitacdo, o que impede a observagcao de novas espécies de

Cu-BSA para proporgdes superiores.
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Figura 3.12. Espetros de DC da titulagdo de BSA (388 uyM) com uma solugao de 1
(ca. 3.4 mM) em tamp&o PBS (pH 7.4, 10 mM, < 5% DMSO). As razbes molares

1/BSA encontram-se indicadas na figura.

Para uma solucdo de complexo 1 e BSA com uma razao molar de aprox. 0.5
nao se observaram alteragdes espetrais relevantes ao longo do tempo (até 22 h).

Espetros de DC muito semelhantes, com a mesma forma e intensidades
analogas, foram observados quando o complexo 4 foi adicionado a BSA (Figura 3.13),
indicando que as espécies de BSA-4 formadas provavelmente partiiham do mesmo
tipo de ligagdo, quando comparadas com 1 e sugerindo que ambas as espécies ativas

no DC sio idénticas.
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Figura 3.13. Espetros de DC da titulagdo de BSA (400 uM) com uma solugéo do
complexo 4 (aprox. 8.9 mM) em tampao PBS (pH 7.4, 25 mM, < 5 % DMSO). As
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razbes molares 4/BSA estéo indicadas na figura. As setas mostram variagbes com

0 aumento da concentragao de complexo.

Para 2, apenas uma banda positiva a 420 nm surgiu apés a adi¢gao de pequenas
quantidades do complexo (Figura 3.14.). No entanto, a precipitagdo para proporgdes

superiores a 0.2 ndo permitiu a realizacido de um estudo completo.
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Figura 3.14. Espetros de DC da titulagdo de BSA (ca. 388 yM) com aprox 3.3 mM
de 2 em tampé&o PBS (pH 7.4, 10 mM, < 2.3 % DMSO (v/v)). Os racios molares
2/BSA estado indicados na figura. Para razbes mais elevadas houve precipitagédo. As

setas mostram variagdes com o aumento da concentragdo de complexo.

3.6.3. Fluorescéncia

A espetroscopia de fluorescéncia é uma técnica muito usada para avaliar o
papel da BSA no transporte de farmacos, uma vez que a BSA possui fluorescéncia
intrinseca, devido a presenca de aminoacidos fluorescentes, sendo que a principal
contribui¢do para a fluorescéncia da proteina é atribuida a dois triptofanos localizados
nas posigcdes 134 e 212.[20] Trp-134 localiza-se a superficie da albumina no
subdominio IB e o Trp-212 encontra-se posicionado no interior de uma bolsa
hidrofébica no subdominio 11A.[21]

Quando a BSA é excitada a 295 nm surge uma banda de emissdo com um
maximo a aprox. 340 nm. Nas mesmas condicdes, 1 possui fluorescéncia intrinseca e
exibe uma banda com um maximo centrado em 401 nm. Assim, os dados obtidos nas
experiéncias de extingdo da fluorescéncia foram corrigidos com a subtracdo dos
espetros do complexo. A intensidade da emissdo diminui com a adicao de 1 a BSA
(Figura 3.15.), indicando alteragbes conformacionais da proteina ou uma ligagao entre
a proteina e o complexo.[20] O aumento da concentragdo do complexo de ido de metal

leva a extingdo progressiva da intensidade de emissao da fluorescéncia a 340 nm, até
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64%, e simultaneamente ao aparecimento da emissdo do complexo a 401 nm,
formando um ponto isoemissivo a 379 nm. Além disso, € observado um pequeno
desvio para o azul de cerca de 3 nm. Essa mudanga de energia pode indicar que a
polaridade no local de ligagao proxima do triptofano diminui[21], sugerindo que fica
localizado num ambiente mais hidrofobico. Um desvio energético semelhante foi
observado na presencga de outros complexos de cobre, como por exemplo o 2,4-
dinitrofenol (DNP). Esta alteragao foi atribuida a ligagédo do DNP a proteina no local |,
no subdominio 11A.[21]

A determinacédo das constantes de ligagdo € muito importante no
desenvolvimento de um novo farmaco, uma vez que a maioria dos farmacos no
mercado ligam-se reversivelmente e com afinidades moderadas a albumina (as
constantes de ligagdo encontram-se geralmente entre o intervalo (1-15) x 104 M~1).[22]
No caso particular de 1, as constantes foram calculadas pela aplicagdo dos modelos
de Stern-Volmer (eq. 8.6) e de Scatchard (eq. 8.7) (ver capitulo 8 - secgao 8.6.5.
Fluorescéncia)’. Foi obtido um grafico linear de Stern-Volmer sugerindo um
mecanismo unico de extingdo estatico.[23] As constantes determinadas mostram que
a ligagdo entre 1 e a BSA é moderada: Ksv = 9.9 x 10% e Ksch = 9.2 x 10*. Ao comparar
a forga de ligagao entre a BSA e os complexos do tipo [Cu''(L")] ndo foram encontradas
diferengas significativas (Tabela 3.6.). Contudo, quando o co-ligando phen se
encontra coordenado ao centro metalico, a afinidade de ligagdo aumenta 3 a 4 vezes.
Sabe-se que a planaridade dos ligandos coordenados ao centro metalico desempenha
um papel importante em termos da afinidade de ligagao a BSA.[24] Os complexos com
maior afinidade pela albumina sdo os compostos 4 e 5, o que pode ser explicado pela
planaridade intrinseca dos ligandos phen.

Tabela 3.6. Constantes de ligagao (Ksc) e Stern-Volmer (Ksv) dos complexos a BSA
obtidas por ajuste dos dados experimentais com aos modelos de Scatchard e Stern-
Volmer. Os resultados foram obtidos por ensaios de extingao de fluorescéncia.

Scatchard Stern-Volmer

Complexo Kac (x 10%)  Ksv (x 10%)

1 9.3 9.9
2 9.7 7.9
3 8.1 8.0
4 37.1 13.5
5 30.2 34.1
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Como a BSA € um dos principais componentes do meio celular utilizado nos
ensaios de citotoxicidade e sabendo que, no sangue, a albumina € o segundo maior
transportador de ides de Cu(ll), esses resultados indicam que a ligagao entre 1 e a

BSA é reversivel e que o complexo 1 é passivel de ser transportado pela proteina
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Figura 3.15. Espetros de emissao de fluorescéncia (Lex = 298 nm) de BSA (0.7 uM)
com concentragdes crescentes de 1 (aprox. 0.2-13.9 uM) em tampéo HEPES (10
mM, pH 7.4) com menos de 4 % de DMSO (v/v). O grafico inserido mostra a variagao
de Aem™3* = 340 nm em funcgéo de 1/BSA em equivalentes molares. Os dados foram

corrigidos para absorgéo e efeitos de filtro interno.[25]

3.7. Estudos de ligagao ao ADN

A avaliacdo das interacdes dos complexos com o ADN foi feita recorrendo a
titulagdes que foram seguidas por espetroscopia de absor¢gédo no UV-Vis. e dicroismo
circular. A Tabela 3.7 mostra as constantes de ligagdo ao ADN obtidas apds ajustar
os dados experimentais ao modelo de Scatchard. Em geral, concluiu-se que os

complexos interagem com o ADN.

3.7.1. Espetroscopia de DC

Beneficiando da sua quiralidade, é possivel obter informacdes relevantes sobre
alteracdes estruturais do ADN por espetroscopia de DC, tais como: conformacao,
possivel clivagem e danos. O espetro de DC do ADN, na sua forma B, mostra uma
banda positiva (Amax. = 275 nm) correspondente ao empilhamento das suas bases e
uma banda de absor¢do negativa centrada no a 245 nm atribuida a helicidade no
sentido dos ponteiros do relégio. E de salientar que os complexos em estudo ndo

apresentam quaisquer espetros de DC, o que significa que qualquer alteragdo nos
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espetros de DC, que ocorram ao longo da titulagao estara relacionada com a interagéo
do complexo estudado com o ADN.

A interacdo do ADN com os complexos Cu(ll) ternarios (contendo phen e
H2L1,2) 4 e 5 foi avaliada por espetroscopia de DC. Uma solu¢ao de ADN em tampao
HEPES foi titulada com pequenas aliquotas dos complexos 4 ou 5 (~1 mM em DMSO)
de forma a obter os racios molares de Cu(ll))ADN 0.02 e 1. Os espetros de DC
resultantes s&o apresentados na Figura 3.16.

As alteragbes espetrais observadas em ambos os sistemas (4 e 5) s&o
semelhantes, com o aparecimento de duas bandas positivas de sinal de DC induzido
(DCI) a Amax. = 279 e 300 nm (ombro) apos a primeira adicdo do complexo ao ADN,
seguida de um aumento de intensidade apds as adi¢cbes seguintes. O aumento é
observado até racios molares complexo/ADN de cerca de 0.5 e 1 para os complexos
4 e 5, respetivamente. Na regido da banda negativa do ADN (aprox Amax. = 245 nm)
as alteragdes néo sao tao evidentes, particularmente quando comparadas com o sinal
positivo de DCI, que € muito intenso. O aumento da intensidade indica que os
complexos se ligam ao ADN de tal forma que a hélice do ADN se expande. Resultados
semelhantes foram obtidos ao titular ADN com o co-ligando phen.[24] Essas
alteracdes sao atribuidas a intercalagao dos anéis aromaticos entre os pares de bases
do ADN. Para 4 e 5, 0 Ac para o racio Cu(ll)/ADN de 0.5 foi cerca de 6 e 12 M-'cm™,
respetivamente, enquanto que para a phen o valor obtido foi de cerca de 6 M-'cm-'.
Assim, a interagao de 5 com o ADN parece ser mais forte (efetuando uma apreciagéao
exclusivamente com base na intensidade das bandas do DCI).
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Figura 3.16. Espetros de dicroismo circular (percurso ético de 10 mm) de ADN (76.6
pM) em tampao HEPES (10 mM, pH 7.4) com adigdes de a) complexo 4, b)
complexo 5; ¢) variagdo do A¢(M-'cm-') com a razdo molar do composto: ADN para
4,5 e phen.

A comparacao dos espetros de DC dos sistemas contendo 4 e 5 com
[Zn(phen)z] incubado com ADN[24] mostra semelhangas na forma, intensidade,
maximos e na raz&o molar apds a qual ndo sao detetadas mais alteragdes, sugerindo

que, muito provavelmente, a ligacdo ao ADN é através do co-ligando phen.
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3.7.2. Titulagoes por espetroscopia de absorgao no UV-Vis.

Como todos os complexos sao estaveis pelo menos durante uma hora em meio
aquoso, as titulagdes foram também seguidas por espetroscopia de UV-Vis., uma
técnica simples e adequada para estudar a interacdo entre compostos e o ADN. A
mesma quantidade de ADN foi adicionada na amostra e na célula de referéncia e,
portanto, as alteracdes observadas séo resultantes exclusivamente das interagcdes
entre os complexos e o ADN.

Os complexos 2 e 3 apresentam comportamentos semelhantes quando
titulados com ADN (Figura 3.17.a) e 3.17.b), respetivamente). A titulacdo de 3
apresenta um efeito de hipocromismo (desvio de 5 nm para a regido do vermelho no
Amax. = 283 nm), enquanto que 2 apresenta uma diminuicdo das intensidades de
absorgao associadas a um desvio para menor energia de 5 nm a Amax. = 283 nm e de
7 nm a Amax. = 445 nm. O hipocromismo e o desvio das bandas para a regido do
vermelho sao geralmente associados ao modo de ligagao por intercalagao, devido as
interagdes n—n entre grupos aromaticos planares com os pares de bases do ADN.[26]
Assim, podemos concluir que as alteragdes observadas sao caracteristicas da ligagéao

intercalativa do complexo a dupla hélice do ADN.[27]
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Figura 3.17. Espetros de absorgéo eletrénica de UV-Vis. adquiridos em tampao
PBS (10 mM, pH 7.4) apés adigao de ADN ([ADN] = 2.4 - 10 uM) a uma solugéo de:
a) 2 (36 uM) e b) 3 (16 uM). Os graficos inseridos correspondem ao ajuste dos
dados obtidos com o modelo de Scatchard para determinar as constantes de ligagéo
dos complexos ao ADN. As setas mostram variagbes com o aumento da

concentragao de ADN.

A Figura 3.18 mostra o resultado da titulagdo de 4 com ADN monitorizada por
espetroscopia de absorgao UV-Vis. A diminuicao gradual da intensidade da absorgao
(hipocromismo) a A = 266, 290 e 360 nm; o aumento da intensidade de absor¢gdo em
torno de 320 nm; bem como a presencga de dois pontos isosbésticos a 300 e 341 nm
estdo muito provavelmente associados ao co-ligando phen, ja que o complexo 1 ndo

apresenta qualquer alteragao no espetro de absor¢cédo com a adicdo de ADN.
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Figura 3.18. Titulacdo de 4 (aprox. 25 yM em tampé&o PBS, 25 mM, pH 7.4, 1.2 %
de DMSO) com quantidades crescentes de ADN (3.3 mM em tampéo PBS, 25 mM,

pH 7.4). As razbes molares ADN/4 sdo indicadas na figura.

Os valores das constantes de ligagdo (Ksc) incluidos na Tabela 3.7. mostram
afinidades semelhantes pelo ADN para todos os complexos, sem diferencas
significativas entre complexos com ligandos mistos (que contém phen) e complexos
do tipo [Cu'(Ln)]. Assumindo a formagdo de um complexo com estequiometria 1:1
(entre ADN e composto), a constante de ligagao entre 4 e o ADN foi avaliada através
do ajuste dos dados da absortividade molar a dois comprimentos de onda
selecionados ao modelo de Scatchard de acordo com as equagdes na secgao
experimental 8.5.1. O valor obtido foi de 9.3 x 10°, que é da mesma ordem de grandeza

das constantes calculadas por outros métodos mostrados na Tabela 3.7.

Tabela 3.7. Constantes de ligagdo (Ksc) entre os compostos e o ADN obtidas por
ajuste dos dados experimentais aos modelos de Scatchard e Kaminoh. Os
resultados foram obtidos por ensaios de titulagdo monitorizados por UV-Vis.

Scatchard Kaminoh

Complexo  Kegc (x 10°9) Ksc (x 109)

1 Sem interagdo Sem interagao
2 2.2+0.7 4.2+0.8

3 1.540.3 1.710.6

4 1.410.2 1.5+03

5* 26+31 -

*valor de constante de ligagdo sem significado devido a dispersdo da radiagdo observada

imediatamente apds a adicdo de ADN.
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3.8. Conclusoes

Foram sintetizados e caracterizados por técnicas analiticas e espetroscopicas
cinco novos complexos de Cu(ll), obtidos com rendimentos moderados. Estes
complexos s&o formados por SB (H2L1 e H2L2) e uma base de Schiff reduzida
(H3L3Cl), derivados de piridoxal. Estudos espetroscépicos mostraram que as bases
Schiff Hz2L1 e H2L2 sdo suscetiveis a hidrolise em solventes aquosos, enquanto que
a versao reduzida HsL3Cl é muito mais estavel em meios aquosos, bem como os
complexos Cu(ll) obtidos, que sao estaveis por pelo menos 1 h. Um dos pro-ligandos
precursores Hz2L2, apresentou uma atividade de inibigao de formagéo de radicais livres
excecionalmente alta, avaliada pelo ensaio de DPPH, comparavel ao controle positivo
(acido ascorbico), enquanto que a verséao reduzida do pro-ligando HsL3Cl n&o revelou
atividade significativa.

Os compostos de Cu(ll) correspondem a complexos tetra- (1-3) ou penta-
coordenados (4 e 5) em geometrias de base quadrada. HzL1 e H2L2 s&do bastante
semelhantes em termos de atomos de doadores, formando quelatos tridentados ONO,
no entanto, HzL1 forma um sistema de quelato (6+6) enquanto HzL2 forma um quelato

com tensao superior (6+5).

Em relagéo a atividade biologica, os complexos 2 e 5, constituidos por HzL2,
apresentaram maior potencial antioxidante, maior citotoxicidade em relacdo as duas
linhas celulares oncoldgicas testadas e maior capacidade de ligagao ao ADN, quando
comparados com 1 e 4, respetivamente. O complexo 2, apresenta maior potencial
antioxidante que 3, que envolve uma versdo da base de Schiff reduzida (3).
Curiosamente, 3 tem maior atividade antiproliferativa, pelo menos duas vezes
superior, do que o 2. Considerando a semelhanca estrutural existente entre os pro-
ligandos, tais diferengas podem ser explicadas pela lipofilicidade dos compostos.
Espera-se que H2L2 seja mais lipofilico que Hz2L1, sendo a ordem de logP H2L2 >
H2L1> HsL3Cl,[27] e desta forma, uma ordem semelhante é esperada para os seus
complexos de cobre. Os complexos 4 e 5 que contém os heterociclos aromaticos como
co-ligando apresentam atividade antioxidante moderada e semelhante (mas maior que
a observada para os complexos 1-3) e os melhores desempenhos em termos de
citotoxicidade, com valores de ICso < 10 uM, sendo notavelmente baixo contra células
tumorais do ovario para 5, com valores de ICs0 = 0.7£0.1 uM. Destaca-se ainda que

este composto € o que apresenta maior capacidade de ligagdo ao ADN.
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» Capitulo IV - Complexos de idoes de metal
constituidos por bases de Schiff de cromonas e

piridoxal como potenciais agentes antitumorais

67



68



4.1. Fundamentos

Cromonas sao compostos da familia da benzopirona que apresentam diversas
atividades biolégicas e farmacolégicas tais como: antioxidantes, antimicrobianas,
antimicrobacterianas, antifungicas, anti-inflamatérias e antitumorais.[1]-[3] Alguns
compostos derivados das cromonas demonstraram ter propriedades antioxidantes,
uma vez que sao agentes quelantes de idbes metalicos envolvidos na producéo de
espécies reativas de oxigénio ou sdo capazes de reagir diretamente com radicais
livres.[2] As SB derivados de 3-formil-cromona demonstraram atividade inibitéria da
timidina fosforilase[4] e da ADN topoisomerase lla.[5] Este facto é pertinente uma vez
que a timidina fosforilase € sobreexpressa em varios disturbios patolégicos e foi
identificada como um alvo potencial para farmacos antitumorais.[4] Estes compostos
evidenciaram ainda forte atividade anti-inflamataria in vitro e in vivo[3] e citotoxicidade
significativa contra células tumorais da prostata (PC3) quando comparadas com o
farmaco de referéncia.[5]

Os complexos de ides de metal de cromonas e seus derivados tém sido pouco
explorados, apesar das interessantes atividades antimicrobianas e anticancerigenas
relatadas. Os ligandos derivados de 3-formil cromona hidrazona e os correspondentes
complexos de niquel(ll), cobre(ll) e zinco(ll) foram testados para avaliar a sua
atividade antimicrobiana contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, exibindo
elevada inibicdo microbiana contra todos os microrganismos testados.[6] Os
complexos de cobre(ll) contendo 7-hidroxi-4-oxo-4H-cromeno tiosemicarbazonas
também mostraram atividade inibitéria significativa contra varias bactérias
patogénicas e fungos. Estes complexos tal como os seus ligandos exibiram potencial
atividade antitumoral contra as linhas celulares neoplasicas A549 e MCF7, sendo que
os complexos apresentaram melhor performance que os ligandos[7]. Um complexo de
Cu(ll) contendo cromona semicarbazona apresentou atividade bioldgica in vitro
superior a cisplatina, nas mesmas linhas de células tumorais, além de boa atividade
antimicrobiana em agentes patogénicos bacterianos e fungicos[8]. Outros complexos
de ides de metal com diferentes derivados de cromonas foram preparados,
caracterizados[9]-[16] e testados quanto as suas propriedades antioxidantes[13][14]
[16], antimicrobianas[12][15][16] e antitumorais[15].

Considerando a sua elevada relevancia biolégica, neste capitulo serdo

apresentadas as sinteses e caracterizacbes de trés SB obtidas a partir da
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condensacao de piridoxal e 3-formil cromonas substituidas na posi¢éo 6, assim como
os correspondentes complexos de Cu(ll). Para a SB derivado da 3-formil-6-metil-
cromona, o complexo de oxidovanadio(lV) foi também preparado, assim como os
complexos Cu" e VVO ternarios com o co-ligando phen. Os compostos sintetizados
foram submetidos a testes da capacidade antioxidante in vitro usando o ensaio de
DPPH; ensaios de ligagao ADN/proteina e determinagdo da atividade antitumoral

testando os compostos contra varias células tumorais e saudaveis.

4.2. Pré-ligandos tridentados ONO a base de pyridoxal e 3-formil-

cromonas substituidas

Um dos métodos mais comuns e diretos para a conjugagdo de moléculas
bioativas é recorrendo a formacgao de SB, sendo necessario para isso uma amina e
um grupo cetonico ou aldeido. Nao existem muitos derivados de cromonas disponiveis
comercialmente que possam ser usados diretamente para este tipo de reacao, com a
finalidade de obter um ligando tridentado para posterior complexagao. Escolheram-se
derivados da 3-formilcromona, que contém o grupo aldeido bem posicionado, com
diferentes substituintes para condensar com a piridoxamina. A escolha dos grupos
substituintes pode ser crucial para a reatividade biolégica dos complexos formados
(tais como as propriedades redox), uma vez que a densidade eletronica em redor do
centro metdlico pode ser moduladas com a inser¢do de diferentes grupos
doadores/eletroatratores nos ligandos. Para além disso os grupos substituintes

poderéo ter caracteristicas que permitem interagdes com biomoléculas.

Trés novos pro-ligandos de SB foram sintetizados em meio basico e solvente
alcodlico através da condensacéo de quantidades equimolares de piridoxamina e trés
3-formilcromonas substituidas na posi¢cao 6 (HL4-HL6). Os ligandos foram obtidos
com bons rendimentos e as suas formulas estruturais foram determinada com base
nos resultados obtidos por analises elementares, FTIR, MS, UV-Vis. e RMN. As
analises elementares assim como a identificacdo dos ides moleculares sustentam as

férmulas estruturais dos ligandos apresentadas (ver sec¢ao experimental 8.2.1.).
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Esquema 4.1. Esquema de reagdo dos ligandos base de Schiff HL4-HL6
sintetizados.

As estruturas moleculares propostas para os pré-ligandos (HL4-HL6) foram
confirmadas pelas informagdes obtidas a partir das experiéncias de 1D-RMN ("H RMN
e "°C RMN) e 2D RMN (HSQC e HMBC) em solugbes de metanol-d4 ou DMSO-de. Os
desvios quimicos de picos selecionados, assim como as suas atribui¢des encontram-
se listados na Tabela 4.1, enquanto dados mais detalhados sao fornecidos na secg¢ao
experimental - 8.2.1. Nos espetros de 'H-RMN, os picos dos protdes da azometina
(HC=N) para HL4, HL5 e HL6 foram encontrados a campo baixo como singuletos,
entre 7.45 e 7.49 ppm, enquanto que nos espetros de '*C RMN estes picos
apareceram entre 153.2 e 156.5 ppm, indicando claramente a formag¢ao das SB. O
carbono ligado ao protdo aromatico no anel piridinico foi dificil de identificar nos
espetros '3C-RMN para HL6, mas a sua presenca foi detetada no espetro de HSQC,
com um pico cruzado a 7.87 ppm ('H-RMN) e 137.7 ppm (*C-RMN). Os protdes
hidroxilos ndo aparecem no solvente metanol-d4 devido a troca rapida com os
deutérios, por acao de formagao de pontes de hidrogénio, porém quando HL4 e HL5
foram dissolvidos em DMSO-de, os seus espetros de 'H-RMN exibiram dois sinais
largos em torno de 9.35-9.36 ppm e 10.47-10.29 ppm atribuidos aos protdes hidroxilos
(dados nédo apresentados).
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Tabela 4.1. Desvios quimicos dos principais picos atribuidos aos protoes e
carbonos dos proé-ligandos HL4 - HL6. Os espetros de RMN foram adquiridos em
metanol-ds. 2Desvios quimicos de HL5 em DMSO-ds.

6 HC=N 6 HC'Ocrom_ 6 Cﬂpir, 6 CHS
pré-ligando 6 Ar-H
1H 13C 1H 13C 1H 13C 1H 13C

HL4 745 1562 562 103.1 7.88 1357 247 188 'H 6.98-8.08
-—-- -—-- 3C  118.8-156.2

HLS 744 153.92 558 101.52 7.88 139.92 247 19.92 'H 6.87-7.88
230 20.32 BC 117.4-153.9°

HL6 749 1565 564 103.3 7.87 1377 247 188 'H 6.93-7.87

— - BC 115.1-156.5

Os espetros de FTIR dos pro-ligandos apresentam bandas largas
caracteristicas das vibragdes dos grupos v(O-H) em redor de 3360 e 3242 cm', sendo
que estas bandas aparecem com alguma sobreposi¢gdo. Entre 3100-2900 cm™, é
possivel identificar as bandas tipicas associadas ao estiramento C-H dos grupos
alifaticos e aromaticos. A formacao das SB foi também confirmada por esta técnica,
com a identificacdo das bandas entre 1600-1617 cm™' associadas as iminas. Na
Tabela 4.2 ¢é possivel ver a atribuigcdo das restantes bandas mais relevantes.

Em resumo, os pro-ligandos foram sintetizados com bons rendimentos, elevada
pureza e caracterizados em estado sélido e solugdo. Estes pré-ligandos foram
utilizados para sintetizar os respetivos complexos de ides de metal apresentados de
seguida.

4.3. Complexos de Cu(ll) e V(IV)O

Quatro novos complexos com estequiometrias do tipo [M(Ln)] e dois
[M(Ln)(phen)] (com n = 4 a 6) foram obtidos com rendimentos entre moderados e
bons, pela reagao dos proé-ligandos desprotonados com quantidades estequiométricas
de VOSO4 ou CuCl2em metanol a temperatura ambiente. Os complexos 9 e 11, que
conttm o co-ligando phen, foram sintetizados em condigbes experimentais
semelhantes, seguidos da adicdo de phen e foram isolados com rendimentos
razoaveis a bons. Os complexos foram caracterizados no estado sélido e em solucéo
utilizando técnicas analiticas e espetroscopicas, incluindo analise elementar,

espetrometria de massa, espetroscopia de UV-Visivel, espetroscopia de FTIR, RPE e

72



fluorescéncia para os complexos 9 e 11. A Figura 4.1 mostra as suas estequiometrias

e formulas estruturais.

Na[Cu(L5)Cl:] (7) Na[Cu{L6)Cl:] (8)
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Figura 4.1. Férmulas moleculares propostas para os complexos preparados

Os compostos foram caracterizados por espetrometria ESI-MS. Na maioria dos
casos foi possivel identificar os picos dos ides moleculares no modo positivo, [M+H]",
ou no modo negativo, [M-H]-, bem como o padréao isotépico de cobre tipico nos adutos
dos complexos. A presenca de ides cloreto nos complexos foi confirmada por estudos
efetuados com cromatografia de troca anionica. Para os complexos 7, 8 e 10, foram
detetados dois ides CI', enquanto que 6 ndo apresentou a presenca de cloretos. Para
os restantes complexos e pré-ligandos precursores nao foi possivel fazer a
determinacdo da quantidade de cloreto devido a sua baixa solubilidade em meio
aquoso e/ou dificuldade na sua hidrdlise, portanto, as estequiometrias e féormulas
foram propostas com base em analise elementar, técnicas espetroscopicas e dados
de espetrometria de massa.

A comparagao dos espetros de FTIR dos complexos com o respetivo pro-
ligando livre permite confirmar a estrutura do complexo de ido metalico, principalmente
em relacdo ao modo de coordenagao do ligando. As frequéncias de vibragao mais

relevantes foram atribuidas por comparagcdo com outros complexos semelhantes

73



constituidos por ligandos de base de Schiff derivados de piridoxal ou de cromonas
(Tabela 4.2).[17]-[24]

Tabela 4.2. Bandas de FTIR selecionadas (cm™') dos espetros dos pro-ligandos HL4
- HL6 e dos correspondentes complexos de ides de metal. Intensidade das bandas

de FTIR: br-larga, sh-ombro, s-forte, m-medio e w-fraca. 2Banda emerge de uma

banda larga.
Composto  v(O-H)ensagua V(C=0) V(C=N)imina V(C-O)tenciato V(C-O)aic. V(C=N)pirim. v(V=0)
3371 br, sh
HL4 1649 s 1609 s 1235 m 1063 m 1386 m -
3242 br
3353 br, sh
HLS 1649 s 1617 s 1232 m 1067 m 1382m -
3240 br
3373 br, sh
HL6 1649 s 1600 s 1286 m 1069 m 1385 m -
3242 br
6 3328 bra 1626 m 1605 s 1241 m 1062 w 1385 m -
7 3373 bra 1628 m 1610 s 1241 m 1061 w 1384 m -
8 3397 bra 1621 m 1596 s 1298 m 1058 w 1384 m -
9 3402 bra 1626 w 1606 s 1244 m 1059 w 1384s -
10 3397 bra 1632 m 1614 s 1223 m 1042 w 1385 m 957 s
11 3381 bra 1615 m 1603 s 1235 m 1052 w 1387 s 977 s

As bandas caracteristicas que aparecem na regido entre 1600-1617 cm™' nos
espetros de FTIR dos pré-ligandos foram atribuidas a v(C=N) do grupo azometina.
Essas bandas aparecem desviadas de 2-14 cm™' para frequéncias inferiores nos
complexos V(IV)O e Cu(ll), indicando que o nitrogénio da imina participa na
coordenacgdo. As bandas fortes e caracteristicas (V=0) a aprox. 957 e 977 cm,
confirmam a presenca de complexos de mono-oxidovanadio(lV).

As bandas fortes observadas em todos os pro-ligandos em redor de 1649 cm-!
sdo consistentes com a banda de estiramento de v(C=0) pertencente as cromonas.
Nos complexos esta banda diminui de intensidade e em numero de onda,
apresentando um desvio entre 21 e 34 cm™'. Estas observagdes estéo relacionadas
com a diminuigdo da densidade de eletrénica, enfraquecendo a ligagdo C=0 apoés
complexacdo, demonstrando que o grupo carbonilo se encontra envolvido na
coordenagéo. A banda larga forte em torno de 3240-3242 cm" nos pro-ligandos livres
€ atribuida a v(O-H)fenolato, que nao aparece nos complexos. Além disso, a diminuigao

da intensidade dessas bandas em todos os complexos torna mais visivel uma nova
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banda na regi&o entre 3328-3402 cm-", atribuida ao v(O-H)aicooi do anel piridinico. Além
disso, o desvio para frequéncias maiores ou menores (3-12 cm') da banda de
estiramento de v(C-O)renclato NOS complexos confirma a participagdo do atomo de
oxigénio do O-H fendlico na coordenagé&o com o i&o metalico. A presencga de phen nos
complexos 9 e 11 foi confirmada pela sobreposicdo das bandas de 727 e 846 cm™' e
bandas caracteristicas na regido dos espetros de FTIR entre 1400 e 1600cm-"1.[23][24]

A espetroscopia de absorcdo UV-Vis. € uma técnica util para avaliar
informacdes estruturais obtidas por outras técnicas analiticas, pois as diferengas entre
0s espetros pro-ligando e complexo ajudam a avaliar quais os grupos funcionais
envolvidos na quelacdo. Os desvios das bandas de energia do pré-ligando livre apos
complexacéao, juntamente com a observacdo de bandas emergentes associadas a
transferéncia de carga que ocorre entre o0 metal e o ligando, s&o algumas evidéncias

do modo de coordenagéo do ligando.

270 370 470 570
A/ nm

Figura 4.2. Espetro de UV-Visivel dos a) pré-ligandos base de Schiff e b)
complexos, obtidos em DMSO. Grafico inserido: expansao da regido visivel de

menor energia.

Os espetros de absorgédo eletronica dos pro-ligandos e complexos foram
medidos a temperatura ambiente em DMSO (Figura 4.2). Todos os pro-ligandos
75



exibiram uma banda UV de alta energia em torno de 290-292 nm, atribuida as
transigbes n-n* dos anéis aromaticos. As duas bandas fortes que aparecem em parte
sobrepostas em torno de 354 e 366 nm sao frequentemente atribuidas a transi¢cdes n
— 7* do grupo azometina e a transigbes n — n* associado ao oxigénio dos grupos
fendlicos.[21][25] Estas bandas encontram-se ligeiramente desviadas para energias
mais baixas em HL6 devido ao caracter electroatrator do halogéneo, enquanto que as
propriedades doadoras do grupo metilo ndo afetam o hiato energético da transi¢cao
eletronica associada a estas bandas. Nos complexos de cobre estas bandas sofrem
um desvio para o vermelho de cerca de 10 nm, que se sobrepde a banda associada
as transi¢cdes de transferéncia de carga do ligando para o centro metalico (LMCT).
Enquanto que para 10 e 11, os desvios das bandas associados as transicoes LMCT
sdo mais distintas, com estas a desviarem para valores de energia mais baixos (388
e 470 nm, respetivamente), assim como as bandas atribuidas as transi¢ées n-n*. Os
grupos substituintes na posicdo 6 das cromonas n&do mostram influéncia na energia
das bandas LMCT, em concordancia com os resultados obtidos por espetrometria de
RMN. Porém, quando comparada com a banda a 388 nm, atribuida a transicdo LMCT
de 10, a coordenagédo do co-ligando phen em 11 resulta num forte desvio para
frequéncias mais baixas (aprox. 470 nm). Os dois compostos que contém phen
exibem uma banda intensa em torno de 260-270 nm, devido a transicbes n—n* dos
anéis aromaticos da molécula de phen. As bandas largas observadas na regido visivel
em torno de 641 e 680 nm correspondem a transi¢cdo d-d do Cu(ll), previsivel para a

configuragao d°.

2_46 2_26 2_D6 1_:86 165 185 205 225 245

Figura 4.3. Espetros de RPE de 12 derivada a frequéncia da banda X medido a 77K,
em DMSO para os complexos:a)6a 3.1mM;7a3.0mM;8a3.0mMe9a29mM
eb)10a3.1mMe 11 a 3.0 mM.
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Os espetros de RPE (banda X) dos complexos de Cu(ll) e V(IV) foram obtidos
a 77 K em DMSO. Com a excessao do complexo 8, todos os restantes complexos
apresentaram espetros bem resolvidos. Os complexos de Cu(ll) indicaram a presenca
de um estado fundamental dx2y2 localizado numa geometria de base quadrada uma
vez que os espetros revelaram quatro bandas de acoplamento hiperfino na regido de
campo alto e uma banda mais intensa a campo baixo com g > g1 > 2.0. N&o foi
observado nenhum acoplamento superhiperfino como se pode observar na Figura
4.3. Em relagao aos espetros de V(IV)O, estes apresentam estrutura hiperfina com
simetria axial e os espetros de 6, 7, 8, 10 e 11 foram simulados usando o programa
desenvolvido por Rockenbauer et al.,[26] que originou os parametros do Hamiltoniano
de spin incluidos na Tabela 4.3. A raz&o g-/A: calculada para os complexos 6, 7 e 9
encontra-se dentro do intervalo intervalo 100 - 135 cm!, que segundo Addison et
al.,[27] indica a presenga de pequenas distorgdes nas geometrias de coordenagao de
base quadrada. Apesar do espetro 8 n&o ter resolugcao suficiente para ser simulado é
de esperar que tenha a mesma geometria devido a similaridade com os restantes

espetros de Cu(ll).

Tabela 4.3. Parametros do Hamiltoniano de spin obtidos a partir da simulagdo dos
espetros de RPE dos complexos de Cu(ll) e V(IV)O: 6, 7, 9, 10 e 11. Os espetros

foram calibrados de acordos com os espetros de DPPH medidos em paralelo.

Complexo |g| Ixy |Az]| Axy 9xy/|Az|
(x10*cm™)  (x10%4cm™) (cm)
6 2.268 2.056 176 17 129
2254 2.04 169 24 133
9 2259 2.042 168 19 134
10 1.972 1.989 167 63 -
11 1.974 1.983 163 5 -

4.3.1. Estabilidade hidrolitica

A estabilidade dos complexos em meio aquoso € uma caracteristica importante
que necessita ser avaliada, uma vez que a interacdo entre os complexos e

biomoléculas, bem como a sua atividade citotdxica, serdo avaliadas em meio aquoso.
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Figura 4.4. Espetros de absorgao eletrénica ao longo do tempo até as 24h de: a) 6
em tampao NH4HCOs3, (25 mM, pH~7.4) com 2.3% DMSO (v/v) a 25 uM; b) 7, em
tampéo PBS (10 mM, pH~7.4) com 4.8 % DMSO (v/v) a 91 uM; ¢) 8 em tampéo
PBS (10 mM, pH~7.4) com 2.5 % DMSO (v/v) a 61 uM; d) 10 em tampao PBS (10
mM, pH~7.4) com 2.4 % DMSO (v/v) a 120 uM, e) 9 em tampéo PBS (10 mM,
pH~7.4) com 1.8 % DMSO (v/v) a 61 uM e f) 11 tampao PBS (10 mM, pH~7.4): com
107uM, 3.4 % DMSO durante 22h, com precipitagio a ocorrer apds cerca de 1h30.

As setas indicam as alteragdes espetrais com o tempo.

Foram realizados estudos por espetroscopia de UV-Vis. com solugdes dos
complexos em meio aquoso tamponizado a pH 7.4 para avaliar a sua estabilidade ao
longo do tempo. Em geral, os complexos que contém o co-ligando phen mostraram
ser mais estaveis, uma vez que apenas pequenas alteragdes foram observadas. No
entanto, os complexos do tipo [Cu(L1-3)]*, exibiram mudangas com o decorrer do
tempo. Para os complexos de cobre as bandas a cerca de 285 nm sdo as mais
afetadas, mostrando uma diminuigéo da intensidade entre 17 e 40 %, enquanto que a
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diminuicdo da absorvancia a 360 nm varia cerca entre 26 e 35 %. Além disso, as
bandas em torno de 302 e 306 nm exibem um desvio para o vermelho enquanto as
bandas de LMTC nao sofrem alteragdes significativas. Em relagdo ao complexo de
vanadilo 10, foram observadas alteracdes semelhantes, incluindo uma diminuicdo na
intensidade da banda LMTC e um desvio para menores energias de 8 nm a 307 nm
(Figura 4.4). Em contrapartida, o complexo de cobre 9, que contém o phen & mais
estavel, sem nenhuma modificagao significativa nos espetros adquiridos em PBS
durante pelo menos 24h, ocorrendo apenas alguma precipitagao apés cerca de 1h30
em meio de cultura celular (Figura 4.4e). Desta forma a sua estabilidade foi avaliada
na presenca de BSA em quantidades equimolares em meio celular e em meio aquoso
tamponado a pH 7.4 e ndo se observou precipitagdo nem alteragdes significativas.
Resultados semelhantes foram observados quando o complexo 9 foi estudado em

meio celular contendo 10% de FBS (Figura 4.5).
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Figura 4.5. Espetros de absorcéo eletronica de 9 a 25 uyM com 0.8 % DMSO
adquirido em a) meio celular durante 24h, b) mesmas condi¢gdes com 10% de FBS.

As setas indicam as alteragdes com o tempo.

Estudos complementares foram também realizados para avaliar a estabilidade
de 6 em meio aquoso tamponizado a pH 7.4 na presenca de BSA em quantidade
equimolar. Verificou-se que neste sistema as alteragdes nos espetros diminuiram na
presenga da albumina (Figura 4.6). Verificou-se também a existéncia de pontos
isosbésticos a 298 e 351 nm, que comprovam a interagcédo entre BSA e 6 sendo este
equilibrio é atingido apds cerca de 30 min. Estas observagdes indicam claramente a
formacado de uma nova espécie entre 6 e BSA, provavelmente com a estequiometria
BSA:6 ou BSA:Cu.
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Figura 4.6. Espetros de absorgao eletrénica de 6 (25uM) obtidos em “tampéo” a)
NH4HCOs (25 mM, pH=7.4, 2.3% DMSO (v/v)) ao longo de 20 h e b) na presenca

de 25 uM de BSA.

4.3.2. Atividade de inibicao de formacgao de radicais
A capacidade de inibicdo da formacao dos radicais livres por parte dos pro-
ligandos e dos complexos foi avaliada através da aplicagdo do método do radical de

DPPH (Figura 4.7), ja apresentado no capitulo anterior.
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Figura 4.7. Diminuigdo (em percentagem) da absor¢édo a 517 nm das solugdes de

DPPH em metanol obtidas com varias concentragdes dos compostos estudados

(1.4 — 83.5 uM).

Os proé-ligandos livres néo exibem capacidade para inibir o radical de DPPH,
porém apos a complexagao essa atividade aumenta significativamente para todos os
complexos (Tabela 4.4). Os complexos 7-10 (complexos que contém a cromona
substituida) apresentaram valores de ICso semelhantes e moderados. No entanto, o
complexo 6, demonstrou capacidade de inibir o radical DPPH com valores de ICso

aproximadamente 4 vezes superior aos restantes complexos do tipo [M(L")],
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sugerindo que pequenas diferengcas na densidade eletronica (grupos funcionais
eletrodoadores ou aceitadores) podem ter grande influéncia na capacidade
antioxidante. Comparando 7 e 9, ndo foram observadas diferengas significativas nos
valores de ECso, no entanto, a introdugéo de phen nos centros metalicos de Cu(ll) e
V(IV)O (complexos 9 e 11, respetivamente) originou um aumento na sua atividade de
inibicdo de formacgé&o de radicais livres sendo este aumento de aproximadamente uma
ordem de grandeza para 11, com valores muito préximos do controlo positivo: acido

ascorbico.

Tabela 4.4. ECso (uM) da atividade de inibir o DPPH para os compostos
sintetizados. O controle positivo foi o acido ascérbico (AC) e n.a. significa que o

composto nao tem atividade.

HL4-6 6 7 8 9 10 11 AC
ICso (uM) n.a. 353 1628 131.1 179.0 1457 16.6 11.6

4.3.3. Estudos de citotoxicidade

A estabilidade dos compostos € relevante para evitar efeitos toxicos
provocados pela sua decomposigdo precoce (antes de serem internalizados pela
célula) e de modo a avaliar corretamente os resultados obtidos nos ensaios bioldgicos.
Com base nos estudos de estabilidade hidrolitica, 9, 10 e 11 revelaram ter estabilidade
suficiente para prosseguir os ensaios, apesar de 10 mostrar alguns indicios de
especiacao, a sua extensdo nao € consideravel. Semelhante afirmacédo pode ser
atribuida para 8, sendo que as maiores alteracbes podem dever-se a agregagdes,
pela observacdo da diminui¢do global dos espetros de absorbancia ao longo do
tempo. Desta forma os complexos e respetivos pro-ligandos foram incubados em trés
linhas celulares humanas tumorais diferentes: (HeLa-cervical, LN229-glioblastoma e
da MDA-MB 231-mama) e uma linha celular saudavel (EPRcel.)- epitélio pigmentar da
retina) para avaliar sua citotoxicidade (Tabela 4.5). Em geral, os complexos sao mais
citotoxicos do que os respetivos pro-ligandos, apesar dos pré-ligandos também
apresentarem atividade citotoxica, principalmente para tempos de incubagdo mais
elevados. Os complexos apresentaram praticamente a mesma atividade as 48 e 72
horas, com excecédo do 8, que € menos ativo em todas as linhagens celulares. O

complexo 9 mostrou ser o complexo mais ativo contra todas as linhas celulares.

81



Esta familia de complexos demonstrou maior atividade citotoxica para a linha
celular MDA-MB 231, revelando a falta de seletividade. As 24h quase todos os
complexos e pro-ligandos tém atividade citotdxica em todas as linhas celulares com a
excecgao dos pro-ligandos e do complexo 8 para a linha celular normal (EPRcel.) € do
complexo 11 para a linha celular Hela e dos pré-ligandos para a linha celular LN229,
revelando ter alguma seletividade para este periodo de incubagdo. No entanto esta
seletividade as 24h é patente para todos os complexos com exceg¢ao do complexo 9,
que é de facto muito citotdxico quando comparado aos outros complexos. A introducao
do co-ligando phen nos complexos aumenta a atividade biolégica em todas as linhas
celulares.

Tabela 4.5. Citotoxicidade (ICso em uM = DP) dos pré-ligandos e complexos em trés
linhas celulares tumorais humanas da cervical (HelLa), glioblastoma (LN229) e da
mama (MDA-MB 231) e linha celular humana normal epitélio pigmentar da retina
(EPRcel.) apos trés diferentes tempos de incubagéo (24, 48 e 72h). Em que l.c.
significa linhas celulares e t. i. tempo de incubac&o. Ensaios realizados pela Dra.
Ceyda Acilan da School of Medicine, Kog University, Sariyer, Turkey.

l.c. t.i. (h) HL5 HL6 8 9 10 11
24 33.12+1.08 32.61+5.32 41.29+5.63 3.99+0.96 41.17£12.7 >50
HelLa 48 10.85+0.53 12.31+0.81 29.76+8.23 1.88+0.03 4.57+0.30 2.93+0.42
72 11.93+2.64 11.41+1.66 10.35+0.17 2.15+0.04 4.28+0.30 2.92+0.66
24 >50 47.87£1.56 41.34+4.70 7.42+0.49 20.48+4.95 12.30+0.40
LN229 48 41.69+1.36 36.85+4.19 42.23+9.54 4.62+0.07 7.54+1.10 4.22+0.34
72 36.85+4.19 30.71+4.48 46.39+5.28 3.43+0.16 6.09+0.30 3.43+0.28
24 21.39+1.39 15.86+£1.03 12.64+1.64 2.82+0.18 14.68+2.17 8.82+0.72
MMBD:; 48 13.50+0.88 11.63+0.95 8.30+1.756 1.97+0.10 7.27+0.95 4.12+0.20
72 14.62+0.24 11.79+0.80 15.22+8.03 2.32+0.27 6.94+0.91  3.85+0.31
24 >50 >50 >50 4.96+1.51 41.6+0.00 31.65+2.06
RPE 48 28.01+4.09 17.38+0.57 32.39+2.11 1.21+0.01 4.74+1.81  3.59+0.06
72 33.33x5.4  14.9+4.07 27.31x3.11 1.0720.05 2.41+0.47 1.60+0.04

4.3.4. Estudos de interagao com o ADN
A avaliagdo da interacdo dos complexos com o ADN foi realizada por
espetroscopia de absor¢do no UV-Vis., incluindo a determinagcdo da constante de
ligacdo para 9, uma vez que este complexo possui maior citotoxicidade contra as
linhas de células tumorais estudadas e mostrou ser o composto mais estavel em meio

aquoso tamponizado a pH fisiolégico.
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Figura 4.8. Espetros de absorgao electronica do complexo 9 (17.4 uM) em tampéao
PBS (10 mM, pH 7.4) e apds adicdo de ADN ([ADN] = 2.6 — 64.7 uM). Grafico
inserido: Expanséao da regido dos espetros entre 330 e 390 nm. As setas indicam o

sentido das alteragdes com aumento da concentragao de ADN.

O aumento da concentragdo de ADN numa solugcdo contendo 9 origina a
diminui¢cdo da absorvancia em todas as bandas de transigao associadas ao complexo
(Figura 4.8), mas é mais percetivel na regido em torno de A = 360 nm (aprox. 23% de
diminuicdo da intensidade da absorvéncia) associada a banda LMCT de carga. A
constante de ligacao entre o ADN e 9 foi calculada de acordo com o modelo de
Scatchard (Figura 4.9) obtendo-se um valor elevado (5.2 + 3.4 x 10%). Embora ndo se
tenha observado nenhum efeito de hipocromismo em nenhum dos sistemas
complexo:ADN, o efeito batocromico foi observado para os complexos 7 e 11. Como
7 apresentou um efeito semelhante quando estudado em meio aquoso ao longo do
tempo, é dificil distinguir qual a influéncia do ADN. O complexo 11 apresenta
claramente um desvio para a regido do vermelho do espetro eletromagnético com
aumento da concentragdo de ADN (Figura 4.10), sendo esse desvio de cercade 5 e

2 nm para as bandas a 264 e 291 nm, respetivamente.
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Figura 4.9. Grafico de Scatchard obtido dos dados experimentais da titulagao de 9

com ADN, sendo a constante de ligagao obtida pela relacdo [ADN]/Aeap vs [ADN].
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Figura 4.10. Espetros de absorgéo eletronica de 11 (25,3 uM) em tampao PBS (10
mM, pH 7.4) e ap6s adigdo de ADN ([ADN] = 2.6 — 77.3 uM). As setas mostram as

alteragdes nas bandas de absor¢ido com o aumento da concentragao de ADN.

4.4. Interagao com a BSA
4.4.1. Estudos de conformagao da BSA

A medicdo da absor¢cdao UV-Vis. € um método simples e pertinente que é
frequentemente usado para investigar mudancgas estruturais da proteina. E relevante
compreender o comportamento dos complexos no meio de incubacéo celular e em
especial as possiveis interagdes com as macromoléculas nele existente. Tendo em
conta a afinidade da BSA (existente nos meios de incubagao celular) por alguns ides
metalicos, incluido de cobre, realizaram-se ensaios para apreciar a interagdo de 9 a
proteina.

As alteragcbes de conformagdo da BSA foram investigadas por analise dos

espetros de UV-Vis. e DC da BSA isolada e apds adicdo de 9. Os espetros de
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absorcao no UV-Vis. da proteina mostraram um pequeno desvio em torno de 278 nm
para o vermelho apos adicdo de 9 (Figura. 4.11). Este esta relacionado com
perturbacdes no microambiente dos residuos de aminoacidos aromaticos.[28][29]
Também foi observado um desvio da banda de absor¢ao a cerca de 220 nm, que
indica disturbios do microambiente das ligagbes das amidas do "backbone" da BSA.
Uma vez que a contribuigdo dos espetros de absorcido de 9 foi eliminada por adicao
de iguais quantidades de complexo na célula da amostra e na de referéncia, as bandas
que aparecem a aproximadamente 328 e 373 nm podem ser atribuidas a transicoes

LMCT do novo complexo BSA:9 formado.
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Figura 4.11. Espetros de absorc¢éo eletronica de uma solugédo de BSA (10 uM) em
tampao PBS (10mM, pH=7.4) titulada com 9, com concentragbes compreendidas
entre 2.4 € 40.9 uM e %DMSO entre 0.1 a e 1.3 %. Figuras inseridas: a) expansao
da regido dos espetros entre 273 e 285 nm; b) expansao da regido dos espetros
entre 295 e 400 nm. As setas indicam variagdes de absor¢gao com o aumento da

concentragao do complexo.

Além disso, ndo foram observadas alteragdes espetrais quando quantidades
equimolares de BSA e 9 foram avaliadas ao longo do tempo (Figura 4.12), indicando

que o complexo formado de BSA:9 ¢é estavel e é formado de imediato.
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Figura 4.12. Espetros de absorcao eletronica de BSA (9.7 uM) com 9 (9.7 uM)

medidos ao longo do tempo (total de 21h), em meio celular com 0.3 % DMSO.

Esses resultados indicam a existéncia de interagdes entre 9 e BSA. Estas foram
investigadas com maior profundidade recorrendo a ensaios de dicroismo circular (DC),
que é uma técnica normalmente usada na avaliacdo de alteragdes de conformacao
das proteinas. O espetro de DC abaixo de 240 nm contém informacgdes acerca das
absorgdes das ligagdes dos peptideos da estrutura secundaria da proteina. Proteinas
com elevada % de estruturas a-helicoidais exibem espetros de DC caracteristicos,
com duas bandas negativas a 208 e 222 nm. A solugao de BSA tem claramente os
dois minimos a 208nm e 222 nm, correspondendo a 61.2 e 63.8% de hélice-a
respetivamente, o que indica que a BSA no estado nativo tem elevada % de hélice-a
quando comparado com valores da literatura de 54%.[29]
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Figura 4.13. Espetros de DC de BSA (1.4 uM) na auséncia e presenca de diversas
concentragdes de 9, com razbes molares BSA/9 de 0.3 a 0.6, medidos em tampéo
PBS (10mM, pH=7.4) e metanol (< 0.7 % DMSO). As solu¢des foram medidas a
temperatura ambiente e em célula de quartzo com percurso 6tico de 0.2 cm. A seta

indica a variagédo com a adi¢ao de 9.
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Para solugdes contendo BSA e quantidades crescentes de 9, existe um
disturbio na estrutura secundaria de BSA, uma ligeira diminuigdo de cerca de 1.2 %
na estrutura helicoidal (Figura 4.13). Os dados de DC obtidos a partir dos diferentes
racios de 9/BSA foram analisados através da conversdo das unidades de DC em mili-
graus de cada espetro para a correspondente elipticidade média dos residuos de
aminoacidos (MRE), para a previsdo da estrutura secundaria, de acordo com as

equacgdes apresentadas na secgao experimental (8.6.4.)

4.4.2. Estudos de interagao com a BSA

O estudo das interagdes entre complexos e proteinas na regiao visivel do DC
também pode fornecer informagdes relevantes. Um fendmeno conhecido resultado da
interagc&do entre moléculas quirais e aquirais que podem originar um sinal de DCI pelas
substancias quirais. Para isso € necessario que a espécie resultante absorva na
regidao eletromagnética em estudo. Ou seja, complexos oticamente inativos rodeados
de um microambiente quiral (local de ligagao da proteina) originam um DCI se houver
absorcao na regidao em estudo. Portanto € de esperar um DCI na regido do visivel
caso haja interagdo entre os complexos e a proteina, isto porque os complexos
absorvem na regiao visivel (devido as transigdes d-d) e a BSA é quiral e ndo tem

absorcao nesta regido do espetro eletromagnético.

A adicdo de uma solugédo de 9 a solugao de BSA em tampéao PBS, originou
duas novas bandas nos espetros de DC (Figura 4.14). Uma negativa e outra positiva,
com maximos a ca. de 480 e 560 nm, respetivamente. Estas bandas de DCI devem-
se a absorgéo do cobre que adquire quiralidade apds ligagao a proteina. O aumento
da razdo molar Cu:BSA até 3 provoca a um aumento dos valores |Ag|, mas para razdes
molares superiores estes valores tendem a estabilizar. Os espetros obtidos sao
semelhantes aos espetros obtidos quando ides de Cu?* sdo misturados com BSA, em
que sao observadas bandas a 480 e 560 nm, atribuidas ao ido metalico de cobre
ligado ao BSA, provavelmente ao terminal N do local 1 da BSA.[30][31] Portanto é
possivel que os ligandos i&o cloreto e phen se dissociassem de 9 e a espécie
observada nos espetros de DC fosse Cu:BSA. No entanto, a auséncia da formagao
de bandas na regiao A > 750 nm e entre 350 e 400 nm, indica que o local 1 da proteina
ainda nao se encontra saturado, mesmo para razdes 9:BSA de 3.8. Esta observacgao

sugere a presenca de espécies silenciosas em solugdo, ou seja a coexisténcia do
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complexo na sua estequiometria e formula original com uma espécie Cu(L5):BSA. Por
outro lado, a falta da banda negativa a ca. 380nm com a adigdo de 9 sugere que phen
nao esteja ligado ao centro metalico-BSA, uma vez que esta banda pode ser atribuida
ao ligando phen (ver capitulo VII para melhor compreenséo). Nesse caso, a medida
que a espécie Cu(L5):BSA aumenta o co-ligando phen em solugédo pode ter um alvo
distinto. No meio de incubagédo celular a concentracdo de BSA é de cerca de 40uM
(correspondente a 10% de FBS) correspondendo a um excesso em relagdo a

composto 9 considerando a concentragao de ICso.

0,2 9/BSA
0,1 _g:g A\
3,8

Figura 4.14. Espetros de DC adquiridos entre 430 e 780 nm de solugdes com 476
uM de BSA em PBS (10 mM, pH = 7.4) e ap6s adicao de solugbes de 9 (< 6 %

DMSO). Os racios molares 9:BSA encontram-se indicados na figura. O grafico

inserido correspondente a expansao entre 350 e 410 nm para as razdes molares de
9/BSA 0.5; 3.0; 3.8.

Para além do estudo das interagdes entre complexos e proteinas por DC, a
avaliagao dos espetros de absorgao eletronica destes sistemas € um procedimento
simples e usual na exploracédo da formacédo de complexos entre pequenas moléculas

e biomoléculas.[28]
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Figura 4.15. Espetros de absorgao eletrénica de 9 (26 uM) titulado com BSA em
PBS (10mM, pH=7.4) contendo aprox. 0.8 % de DMSQO, com: a) concentracao de
proteina variavel entre 3.81 e 23.84 uM (até 9:BSA = 1:1). b) concentragcédo de
proteina variavel entre 23.84 e 81.39 uM (correspondendo a 9:BSA entre 1:1 a 1:4).
As setas indicam as alteragdes na absor¢do com o aumento da concentracao de
BSA. A contribuicdo da absor¢gdo da BSA foi corrigida pela subtragcdo dos seus
espetros em cada adigéo.

A Figura 4.15 mostra os espetros da solugdo de 9 em tampao PBS e pH
fisiolégico e com quantidade crescente de BSA. Apds a adigao de BSA a absorvancia
a 317 nm aumenta até a razdo molar BSA:9 de 1:1, indicando que existe a formacgao
de um complexo do tipo [9:BSA] ou [BSA:Cu]. Para razdes molares de BSA:9
superiores a 1.1 os valores de absorvancia a 317 nm estabiliza indicando que nao
existe espécies entre Cu?* e BSA a serem formadas, pelo menos com forga de ligagao
suficientemente forte para provocarem alteracdes espetrais. No entanto, a banda a
265nm, atribuida a absor¢ao n-n* dos aneis aromaticos, desvia para valores de maior
energia que podera indicar novas interagbes do complexo para outros locais,
eventualmente nos locais mais hidrofébicos da proteina com interacdo com os
residuos de Phe, Tryp, etc. Nao obstante, nesta regido existe a contribuicdo da
absorcao do DMSO.
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4.4.3. Determinacdao da constante de ligagcao por extingao de
fluorescéncia.

Estudos de extingdo da fluorescéncia tém sido extensivamente utilizados para
investigar interagbes entre proteinas e farmacos. A emissdo de fluorescéncia
intrinseca da BSA é atribuida aos residuos de triptofano.[32] A intensidade da emissao
de fluorescéncia de BSA a cerca de 339 nm diminuiu progressivamente com o
aumento da concentragcao da solugao de 9 sem ocorréncia de desvios do maximo de
emissdo (Figura 4.16). Significando que o complexo 9 possui a capacidade de
interagir com BSA, mas essa ligacdo nao altera a polaridade do microambiente dos
cromoforos fluorescentes. A adicdo de 9 a uma solugcdo contendo BSA aumenta
gradualmente a saturagdo dos locais de ligacdo a BSA. Assim, & possivel obter
informagé&o sobre a constante de ligagdo e o numero de locais de ligagdo usando os
dados de extingdo da emissao de fluorescéncia (apds subtragdo da contribuigdo da

emissao de fluorescéncia do complexo).
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Figura 4.16. Espetros de emisséo de fluorescéncia de BSA (1 uM) com quantidades
crescentes de 9 adquiridos a temperatura ambiente. A seta mostra a alteragao da
intensidade de emissdo com o aumento da concentragdo do complexo. O gréfico
inserido mostra a variagao de da intensidade de fluorescéncia a 339nm em funcgao
de 9/BSA. lexcitagao™* = 292 nm.

O numero dos locais de ligagédo foi obtido recorrendo ao ajuste dos dados
experimentais com o modelo matematico de Scatchard. Este numero de ligagao foi de
n = 1.3, que se encontra em concordancia com a razao molar de 1:1 para o complexo

BSA:9 obtida nos ensaios de titulagdo analisados por DC. A constante de Stern-
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Volmer foi também determinada (Tabela 4.6). A constante de ligacdo determinada
entre BSA e 9, usando o modelo de Scatchard foi de Ksc = 2.6 x10° enquanto a
constante de Stern-Volmer tem um valor de 4.2 x10°, que correspondem a uma

afinidade elevada.

Tabela 4.6. Numero de locais de ligagao e constantes de ligacdo de 9 a BSA,
obtidos pela aplicagcdo dos modelos Scatchard e Stern-Volmer a extingdo da

emissdo de fluorescéncia.

Numero de locais de ligagao Scatchard Stern-Volmer
Complexo n Kac (x 10-%) Ksv (x 105)
9 1.3 2.6 4.2

Os dados de extingcao da emissao de fluorescéncia podem também fornecer
informacdes sobre o mecanismo de extingdo. A extingdo de fluorescéncia requer o
contacto entre o fluoréforo e o agente de extingdo, sendo geralmente aceites dois
mecanismos: a extingao dinamica e a extingao estatica.[32] A colisao entre o fluoréforo
e o0 agente de extingao resulta no mecanismo de extingdo dinamica, enquanto que a
extingao estatica resulta na formagao de um aducto entre o complexo e a proteina que
nao é fluorescente. A linearidade observada no grafico de Stern-Volmer obtido a partir
dos dados experimentais da extingdo da emissdo de fluorescéncia sugere um
mecanismo de extingdo possivelmente estatico.[33]

4.5. Conclusoes

No presente trabalho, seis novos complexos foram sintetizados e
caracterizados por diversas técnicas analiticas. A estabilidade dos complexos foi
avaliada em ambiente fisioldégico, e a sua citotoxicidade foi avaliada em linhas
celulares tumorais e normais. Os complexos 6 e 7 sofrem especiacdo em meio aquoso
e é observada a existéncia de precipitagcdo para os restantes (possivelmente pela
formacao de hidroxidos dos metais) ou sofrem alteragdes ligeiras que podem ser
atribuidas a trocas de ides com o meio. A BSA contribui para solubilizar os complexos
e, eventualmente, interage com pelos menos os complexos de cobre. Em meios
celulares, 9 interage com a BSA, como evidenciado pela alteragdo da estrutura
secundaria da proteina, apesar de muito ligeira. O complexo forma uma nova especie

com estequiometria equimolar de forma imediata e estavel ao longo do tempo. Essa

91



interacao foi explorada recorrendo a técnicas de espetroscopia de absor¢ado e DC
demonstrando que a ligag&o € no local 1 e a constante de associagéo entre 9 e BSA
elevada (aprox. 3 x 10°). Para que essa ligagao ocorra € necessario que o ido de cobre
se dissocie de possivelmente a phen. Essa especiagcao tera influencia na
citotoxicidade observada para as células tumorais, uma vez que a phen e as espeécies
de cobre formadas podem atuar em alvos distintos com poder citotéxico diferenciado.
A especiacdo sofrida no meio celular pode também aumentar a toxicidade no
organismo, uma vez que podem interagir com outras biomoléculas existentes na
corrente sanguinea.

A citotoxicidade dos complexos 9, 10 e 11, mais estaveis nos meios aquosos,
foi avaliada em 3 linhas celulares humanas tumorais (HeLa, LN229 e MDA-MB 231)
uma linha celular saudavel (RPEcei.). Em geral, os complexos sdo mais citotoxicos do
que os pro-ligandos livres e para tempos de incubacéo elevados (48 e 72h), todos os
complexos apresentaram boa citotoxicidade, mas baixa seletividade. O unico periodo
onde ha evidencia de seletividade € apds 24h de incubacéo, com a excecao de 9 que
€ bastante citotoxico em todos os ensaios realizados. A presencga da phen revelou ser
muito mais citotdxica quando coordenada com Cu(ll) do que para V(IV)O, sobretudo
para periodos de incubacao curtos. No entanto, na presenca de BSA os complexos
podem nao se encontrar na sua formula original, pelo que a acgao citotdxica podera
dever-se, em parte, a agcao da phen e da espécie resultante em separado, nao
descartando a influencia dos pro-ligandos estudados que também mostraram afetar a
viabilidade celular. Sabendo que 9 contendo phen é estavel em meio aquoso, sem a
presenca de albumina, estudou-se a sua interacdo com o ADN. O complexo
demonstrou capacidade para interagir com o ADN, com uma constante de ligagao
elevada (5.2 + 3.4 x 10°).

A capacidade de inibir a formagao de radicais livres foi também apreciada
relevando que a complexagdo aumenta a atividade em todos os pro-ligandos. A
introdugéo de grupos funcionais influencia a capacidade de inibir o radical DPPH dos
complexos do tipo [M(L")]*. Podendo este facto estar relacionado com a influencia na
densidade eletronica induzida por eles. A introducdo de phen nos centros metalicos
de Cu(ll) e V(IV)O é diferenciada, afetando positivamente mais o complexo de

oxidovanadio(lV), com valores muito préximos do acido ascorbico.
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» Capitulo V - Complexos de ioes de metal com

bases de Schiff derivados da vitamina Bs
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5.1. Fundamentos

O numero de complexos de ides de metal de cobre ou vanadio constituidos por
SB derivados da vitamina Bs em que tenham sido feitos estudos de aplicagao
terapéutica antitumoral reportados na literatura € muito baixo. Sendo os de cobre,[1]-
[7] mais relevantes, geralmente constituidos por uma unidade derivado da vitamina Be
e a outra por semi-(SC), tiosemi-(TSC) e isotiosemicarbazonas (ITSC), poliaminas ou
aminoacidos. Porém, alguns desses estudos, como por exemplo o descrito por Back
e colaboradores, em que os complexos de Cu(ll)[7] foram avaliados em relagdo ao
seu potencial impacto na atividade da catecolase, biomimética de SOD (SOD-1) e
interacao com ADN plasmideo, ndo foram suportados por ensaios em células de modo
a permitir direcionar os estudos e perceber quais os efeitos provocados por esses
complexos. Complexos de vanadio constituidos por ligandos dessa natureza s&o
ainda menos descritos na literatura.[8]-[10] Ndo obstante, a atividade bioldgica do
complexo de V(IV) com pyrzen (Figura 5.1) foi avaliada, e este mostrou possuir boa
seletividade entre células neoplasicas e normais, além de possuir a capacidade de
induzir a morte celular por apoptose, com a produgéo de espécies reativas de oxigénio
(ROS), conjugado com a despolarizagdo da membrana mitocondrial, numa vasta série
de linhas celulares tumorais.[11] Além disso, 0 complexo homdélogo (ll) revelou possuir
boa capacidade de inibir a progressao tumoral em modelos in vivo, assim como
atividade antitumoral em diversas linhas de células humanas, com capacidade de

induzir danos oxidativos no ADN.[12]

\ o O o / \
Pt = I-R=H

RO — N= i I1-R = PO4H;
Figura 5.1. Estruturas dos complexos [VO(pyrzen)z] (I) e seu derivado ().

Inspirados nestes estudos, e de modo a complementar os resultados obtidos e
apresentados nos capitulos Il e 1V, fazia sentido estudar complexos constituidos por
um ligando de uma base de Schiff obtida pela condensagéo de apenas duas unidades
derivados da vitamina Be.

Assim, sintetizaram-se cinco complexos de Cu(ll) e VIVO com o pré-ligando

H2L7 (Figura 5.2) e phen ou 5-amina-1,10-fenantrolina (amphen) como co-ligandos.
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Os complexos e o proé-ligando precursor H2L7 foram caracterizados pelas técnicas
habituais e a estabilidade dos complexos foi avaliada em meio tamponizado com PBS
a pH 7.4, com o proposito de mimetizar os meios fisiolégicos. Foram também
realizados ensaios biolégicos para avaliar a citotoxicidade dos complexos sintetizados
e do respetivo pro-ligando livre, H2L7, em células de osteossarcoma MG63, uma forma
agressiva de cancro 6sseo. Adicionalmente, foram realizados ensaios preliminares, in
vitro, na tentativa de compreender o modo de ag¢ao de 13. Para isso, foi avaliada a
sua capacidade em induzir a produg¢ao de ROS, na mesma linha celular, assim como
o perfil de morte celular, alcangcado pela quantificagdo da externalizacdo da
fosfatidilserina (PS) induzida através da marcag&o da anexina.

5.2. Pré-ligando de base de Schiff derivado da vitamina Bs (H2L7)

O pré-ligando HzL7 foi sintetizado em metanol com catalise basica, a partir da
reacdo da piridoxamina com o piridoxal com a obtencdo de um sodlido amarelo
(Esquema 5.1). O produto foi caracterizado por analise elementar, espetrometria de
massa, e espetroscopias de RMN, absorcdo no UV-Vis. e FTIR. A analise elementar
confirma a férmula proposta e o ido molecular foi identificado por espetrometria de

massa em ambos os modos (positivo e negativo).

hg/:g_\ o\\_%/:\zq MeOH, NaOH N;/:\g_\/_%/:\zq + HO0
— NH2+ — o — \N — 2

Esquema 5.1. Esquema reacional da sintese realizada para obter o pré-ligando de
base de Schiff derivado da vitamina Bs (H2L7).

O espetro de "H-RMN de HzL7 (Figura 5.2) foi adquirido em DMSO-ds e todos
os picos foram atribuidos com base em experiéncias de 2D-RMN, tais como HSQC,
HMBC e COSY. Apesar das duas unidades constituintes do pro-ligando conterem
muitas semelhancas estruturais, os espetros apresentaram sensibilidade e resolu¢ao
suficiente para distinguir e atribuir todos os sinais. O sucesso da sintese deste pro-
ligando foi confirmado pela presencga do sinal a 9.0 ppm atribuido ao protado da imina

formada. O pico extremamente desblindado a 14.3 ppm deve-se a formacao de pontes
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de hidrogénio entre o protao fendlico H® e a imina (este apresenta um pico cruzado
com um protao a 9.0 ppm atribuido a imina em experiéncia de COSY-RMN).

| f—

s'm  <'n
(=T —

1.00+5

o e
15 14 13 12 11 10 9 8 7
Desvio quimico (ppm)

Figura 5.2. Espetro de "H RMN de H.L7 adquirido em DMSO-ds a 400MHz.

O espetro de FTIR do H2L7 no estado solido apresenta uma banda larga a 3342
cm' que corresponde a v(O-H) dos grupos fendlicos, provavelmente sobreposta com
v(O-H) dos grupos alcool alifaticos. As bandas v(C-H)aromatico € v(C-H)aiitatico foram
observadas a 3158 cm" e 2914 cm™' respetivamente, sendo que a banda a 2760 cm-
' pode ser atribuida a v(C-H)aiitatico dos grupos metileno. A banda forte correspondente
a v(C-N)imina foi identificada a 1631 cm™'.

De um modo geral, os resultados da caracterizagdo do pro-ligando Hz2L7
confirmam a férmula proposta. E de esperar que este pro-ligando coordene com

metais divalentes, uma vez que os grupos fendlicos podem facilmente desprotonar

originado um quelato do tipo ONO de 6+6 membros.

5.3. Complexos Cu(ll) e V(IV)O

A sintese dos complexos de Cu" e VVO, apresentados na Figura 5.3, foi
efetuada de acordo com os procedimentos usados nos capitulos anteriores (ver

também a seccado experimental - 8.2.2.4.).

99



OH OH

OH

Z N = N
Z SN OH \ OH \
OH \ N X
AN
Z \ M,
’Cu“\\\
N O/ ‘OHZ
[Cu(L7)(H20)] (12) [Cu(L7)(phen)].KCI (13) [Cu(L7)(@amphen)]-KCI (14)
OH
N
oH \ HO
AN
—N, O
\ s
O/|\OH2
Na== OH,
[VO(L7)(H20),] (15) [VO(L7)(phen)].KCI (16)

Figura 5.3. Estrutura dos complexos de Cu(ll) e V(IV).

Os complexos foram obtidos com a adigdo do percursor metalico (CuCl2 ou
VVOS04:5H20) a uma solugdo do pro-ligando H2L7 em metanol, seguida da adigao
de uma solugao de base (NaOH ou KOH). Os complexos 13, 14 e 16 resultaram da
adicdo do co-ligando num segundo passo. As estequiometrias e formulas propostas
para os complexos foram essencialmente efetuadas com base nos resultados obtidos
através de analises elementares e confirmadas por espetrometria de massa, FTIR e
UV-Vis. A maioria dos complexos foi obtida com rendimentos razoaveis.

Os espetros de FTIR dos complexos no estado so6lido mostraram uma banda
larga na regido 3500-3200 cm™! devido a presencga de grupos hidroxilo ou moléculas
de agua coordenadas nos complexos ou na estrutura tridimensional da amostra.
Mesmo assim, foi possivel distinguir uma banda nos espetros dos complexos entre
3252-3242 cm™, atribuida a v(O-H) da cadeia lateral do piridoxal. Porém, esta banda
nao foi observada para 14, devido a sobreposicdo da banda v(N-H) a 3212 cm’
proveniente do co-ligando amphen. A banda acentuada a 3342 cm™, atribuida ao
alongamento v(OH) do proé-ligando livre H2L7, n&o foi detetada nos espetros dos
complexos devido ao envolvimento do oxigénio fendlico na coordenagdo ao i&o

metalico. A v(C-N)imina NOs complexos sofreu um desvio para menores numeros de
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onda entre 2-16 cm™' devido a ligagdo do atomo de nitrogénio ao centro metalico
(Tabela 5.1).

Tabela 5.1. Bandas de FTIR selecionadas e respetivas atribuicbes dos complexos

e respetivo pro-ligando HzL7. Espetros obtidos em pastilhas de KBr (em cm-?).

Composto V(O'H)fenol.légua V(O'H)alifat. V(c=N)imina V(c'o)fenol.

H.L7 3342 3244 1631 1262
12 3395 3242 1627 1264
13 3398 3249 1629 1262
14 3397 - 1619 1259
15 3400 3252 1615 1261
16 3404 3246 1628 1261

Os espetros de absorgéao eletronica dos complexos, assim como do pro-ligando
precursor, foram adquiridos em DMSO a temperatura ambiente (ver Figura 5.4 e
Tabela 5.2). As bandas na regido entre 268-295 nm sdo as de maior intensidade
incluindo no proé-ligando livre (H2L7), pelo que podem ser atribuidas a transi¢bes n—n*
do pro-ligando. As bandas observadas nesta regido aumentam de intensidade para
os complexos que contém o co-ligando phen e derivados, atribuidas as transi¢oes

n—n* dos anéis aromaticos.

5,0E+04 1000 — H,L7

4,0E+04

cm!

e 3,0E+04

2,0E+04

e/ M1

10E+04 |

0,0E+00 - .
260 310 360 410 460 510 560

A/ nm

Figura 5.4. Espetros de absorgao eletrénica dos complexos de Cu(ll) e V(IV) assim
como do proé-ligando precursor livre, obtidos em DMSO a temperatura ambiente.
Grafico inserido € a expansao da regidao as absorg¢des das correspondentes as
bandas d-d.
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A banda intensa, com 0 maximo de absor¢ao a Amax. = 325 nm observada no
espetro do pro-ligando H2L7 é atribuida a imina. Apds a coordenag&o com os ides
metalicos esta banda sofre um desvio para menor energia em todos os complexos,
sendo que para 14 e 15 a banda LMTC se sobrepde (Tabela 5.2). Comparando 12
com 13 verifica-se que o desvio da banda atribuida a imina é superior dado que a
phen introduz alguma densidade de carga negativa adicional ao centro metalico e
desta forma o efeito sobre as transicdes eletréonicas da imina sdo menores. Sao
observadas bandas de LMTC em todos os complexos atribuido as transigcdes dos

grupos fenolatos para o centro metalico.

Tabela 5.2. Bandas de absorgao eletrénicas dos complexos obtidos em DMSO a
temperatura ambiente. Os valores de ¢ sdo apresentados em M-'cm". Amaxnm ()
Complexo Intra-ligando LMTC Metal (d-d)

H.L7  291(11957) 325 (4639) - -

12 267 (8450) 290 (6664) 459 (552) 340 (3845) 543 (36)
13 266 (29098) 298 (25143) 446 (2285) 355 (12906) 652 (248)
14 261 (14671) 280 (14142) 379 (3585) (Sobreposta) 562 (601)
15 273 (12182) 299 (10975) 386 (5674) (Sobreposta)
16 278 (43962) 278 (43962) 464 (5047) 348 (14461)

A geometria adotada pelos compostos foi determinada com recurso a técnica
de espetroscopia de RPE (banda—X). Curiosamente, o composto 12 ndo é
suficientemente soluvel em metanol de modo a poder obter um espetro com qualidade
suficiente para ser simulado. Os compostos foram dissolvidos em metanol e
adquiridos a 77 K. Nao foi observado nenhum acoplamento superhiperfino e na regido
de g=2.07. A banda mais intensa com g > g1 > 2.0, implica a existéncia de um estado
fundamental dxzy2 situado numa geometria de base quadrada. A simulagdo dos
espetros da Figura 5.5a foi efetuada com o programa de simulagéo da literatura[13]
apos calibracdo de acordo com os espetros de DPPH que permitiu obter os
parametros do Hamiltoneano de spin (Tabela 5.3.). De acordo com o gréafico de
Peisach-Blumberg,[14] os atomos coordenados ao metal situam-se dentro da linha de
tendéncia O4/N202, de acordo com a estrutura formulada (NO3). O indice de distorgéo
(gz/|Az|) dos complexos 13 e 14 é 128 e 131 cm que se enquadra na geometria de
coordenacdo de base quadrada, assim é possivel que as geometrias sejam a

piramidal quadrangular para 13 e 14.[15]
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Em relagdo aos espetros de V(IV)O, estes apresentam estrutura hiperfina com
simetria axial. Os espetros das bandas X de RPE obtidos estdo representados na
Figura 5.5b e um exemplo do espetro de 14 incluindo a sua simulagao na Figura 5.6.
A regra da aditividade[16] permite a previsdo da constante de acoplamento hiperfino
|Az|, que esta relacionada com o numero e tipos de ligandos ligados ao centro metalico
no plano equatorial, sendo que essa constante também depende do grau da distorgao
da geometria.[17] Assim, foram consideradas para a formagao das ligagdes ao metal
as contribuigdes de dois atomos Otenolato (38. 9 x 104 cm™), Nimina (44.4 x 10* cm™) e
OHz0 (45.7 x 104 cm™") para obter o valor de 167.9 x 10* cm™' estimado para |Az| de
15. Para o complexo 16 considerou-se que os atomos piridinicos da phen se
encontram coordenados na posicao axial e equatorial - Nphen 39 x 104 cm™ - com o
V'V e o ligando L7 na posigdo equatorial. Desta forma o valor de |Az|estimado € de 161.2
x 10 cm™' e a geometria octaédrica distorcida podera ser a geometria adotada para
os complexos 15 e 16. S&0 varias as estruturas com ligandos semelhantes em que as
bases Schiff apresentam um modo de ligagcédo equatorial e os heterociclos aromaticos

N,N doadores se ligam nas posi¢des "axiais-equatoriais".[18]-[20]

a) : b) A,
A - ) | l
- = 2 PN nee— e T ,"Il p. -‘.-'I.i_/n.,._;-m
g 8
2,6 2,4 2,2 2 1,8 2.45 2.25 2.05 1.85 1.65

Figura 5.5. Espetros de RPE de 12 derivada a frequéncia da banda X medido a 77K,
em MeOH para os complexos: a) 13 a 3.9 mM (laranja); 14 a4.0 mM, e b)15a 2.6
mM (verde) e 16 a 3.5 mM (cinzento).

/
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Figura 5.6. Espetro de RPE medido para 14 em DMSO (aprox. 5 mM) e respetivo
espetro simulado obtido pelo programa ROKI[13] que originou os parametros
listados na Tabela 5.3. A calibracao foi efetuada tendo em consideracao os espetros
de DPPH para cada medicao.

Tabela 5.3. Pardmetros do Hamiltoniano de spin obtidos a partir da simulagéo[13]
dos espetros de RPE dos complexos de Cu(ll) e V(IV)O 13-16.

Complexo [g]  Gxy |Az] Axy gxy/|Az|  |Az|estimado
(x10*em™)  (x104cm™)  (cm) (x10* cm)

13 2.295 2.088 181 12 128 -

14 2.262 2.063 172 9 131 -

15 1.970 1.989 167 69 - 168

16 1.974 1.987 159 59 - 161

Os resultados obtidos com as varias técnicas experimentais indicam que os
complexos mononucleares possuem uma unidade do ligando base de Schiff e
moléculas de agua, coordenados ao centro metalico. Os dados obtidos por
espetrometria de massa indicaram a presenca dos ides moleculares e a coordenacao
ao centro metalico foi confirmada pela observacao das bandas de transferéncia de
carga do ligando para o metal com a participacdo da imina. A existéncia dos co-
ligandos foi confirmada pela observagdo de bandas intensas na regido entre 260 e
300 nm nos espetros de absorgao eletronica. As geometrias de coordenagao de base
quadrada para os complexos de Cu(ll) e octaédrica para os complexos de V(IV)O

foram deduzidas pelas experiéncias de RPE.

5.4. Estabilidade hidrolitica

A estabilidade dos complexos 12 e 13 em meio aquoso tamponizado a pH 7.4
foi estudada a temperatura ambiente com quantidades de DMSO inferiores a 1% (v/v).

Os resultados sao apresentados na Figura 5.7.
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Figura 5.7. Espetros de absorcdo eletrénica de 12 (esquerda) e 13 (direita)
adquiridos até 24 h em HEPES e PBS, respetivamente, a temperatura ambiente. A

concentragao dos compostos foi de 25 uM.

Sao observadas ligeiras alteracbes para ambos os complexos ao longo do
tempo, principalmente para tempos mais longos. A semelhanca dos resultados obtidos
e apresentados previamente nas outras séries de complexos (capitulos Ill e 1V), a
introdugéo da phen estabiliza os complexos de Cu(ll). Apesar de serem identificados
pontos isosbésticos, as alteragdes observadas nao afetam dramaticamente o espetro,
estas alteragdes podem ser resultado da dissociagcao das espécies dinucleares e/ou
troca ionica no centro metalico e ndo devido a hidrolise dos complexos em meio

aquoso.

5.5. Viabilidade de células MG63 determinada pelo método MTT

A citotoxicidade dos complexos 12 a 16 e do pro-ligando percursor HzL7, foi
avaliada apos 24 h de incubacéo em células tumorais de osteossarcoma MG63 e esta
apresentada, em valores de I1Cs0, na Tabela 5.4. Estes estudos foram efetuados pelo
grupo do Dr. Ignacio Leon na Facultad de Ciencias Exatas da Universidade Nacional
de La Plata. Para efeitos de comparacao incluiu-se o valor de ICso da cisplatina obtido
em condicdes de incubacado semelhantes.[21] Globalmente, as atividades citotoxicas
dos compostos seguem a ordem decrescente de citotoxicidade: 13 > 14 > 16 > 12 >
15 >> H2L7. Todos os complexos apresentaram citotoxicidade, com valores de |Cso
compreendidos entre 3.7 uM a 87.8 uM, contrariamente ao pro-ligando livre que n&o
demonstrou ter atividade citotoxica (ICso > 100uM) as 24 h de incubagao. Torna-se

assim evidente a influéncia da agdo dos ides metalicos nos complexos para o
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mecanismo de morte celular. Os resultados revelam, também, que os complexos de
Cu' sd0, mais citotdxicos que os complexos homoélogos de VVO correspondentes. E
evidente que a inclusdo dos co-ligandos nos complexos de ides de metal tem
influencia na atividade citotoxica celular, tanto nos complexos de Cu' como nos de
VVO, sendo este efeito mais significativo para os compostos de Cu'. Para os
complexos de Cu', a incorporagdo do co-ligando phen ou amphen no complexo 12
aumenta a sua citotoxicidade em cerca de 13 e 7 vezes respetivamente, enquanto que
a citotoxicidade de 16 é cerca de 4.6 vezes superior a 15 (complexo de VVO sem co-
ligando). A influéncia destes co-ligandos nos complexos é também diferenciada para
o tipo de metal usado, uma vez que a atividade citotdéxica de 12 e 15 (€ cerca de 2
vezes superior para o complexo de Cu'), enquanto que a mesma comparagdo para
os complexos homologos contendo a phen: 13 e 16 é cerca de 5 vezes superior para
o complexo de Cu'. No que respeita a citotoxicidade dos complexos estudados que
contém co-ligandos, a phen revelou ser o co-ligando mais relevante para a série de
complexos de Cull, sendo o complexo com maior citotoxicidade o 13. Por outro lado,
em condicdes experimentais semelhantes, a maioria dos complexos aqui estudados
revelaram ter mais atividade citotoxica que a cisplatina (complexo de i&o metalico de
referéncia), com a excegao para os complexos sem co-ligando, com valores de I1Cso0

semelhante e superior para 12 e 15, respetivamente.

Tabela 5.4. Citotoxicidade (ICso em pM) dos complexos e respetivo pro-ligando

realizado em células tumorais de osteossarcoma apdés 24 h de incubagéo.
aExperiéncias realizadas em DMEM suplementado com 10 % de FBS com 24 h de
incubacdo. Estudos realizados pelo Dr. Ignacio Leon da National University of La
Plata.

Complexo H.L7 12 13 14 15 16  Cisplatina[21]

ICso 283.3 4851 37 7.2 87.84 19.14 58.02

5.6. Inducao da producao de ROS em células MG63 em contacto com
[Cu(L7)(phen)]*KCI

Com base nos resultados da viabilidade das células tumorais de
osteossarcoma acima estudadas, selecionou-se o complexo 13, com o valor de ICso
mais baixo, para realizar ensaios que permitam avaliar a producdo de ROS.

Geralmente, sdo considerados bons candidatos para o desenvolvimento de novos
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farmacos antitumorais os complexos mais citotoxicos e mais seletivos, uma vez que,
deste modo, sera necessaria uma quantidade mais baixa do farmaco administrado e
consequentemente sera menos toxico para o organismo. Contudo este fator ndo é
determinante, considerando o exemplo da cisplatina, com um ICso de 58.0+0.5, e ha
que ter em conta outras propriedades farmacodinamicas e farmacocinéticas

requeridas.[22]

A determinacdo de ROS intracelular produzida pelo efeito provocado pelo
contacto das células de MG63 com o complexo 13 foi alcangcada apds incubagao por
um periodo de 24 h. De seguida, as células foram tratadas com Dihidro-rodamina-123
(DHR-123) que € oxidado, originando um produto fluorescente, a rodamina (ver
seccdo experimental). Esta sonda foi entdo quantificada por espetroscopia de
fluorescéncia que, indiretamente, permite avaliar as quantidades de intermediarios

ROS tais como peroxinitrito, H202 e o radical hidroxilo *OH.[23]

A Tabela 5.5 mostra a % de ROS produzida quando células MG63 sao
incubadas com diferentes concentracdes de 13 durante 24 h. E notério o aumento da
quantidade de ROS produzida no interior da célula quando a concentragdo do
complexo 13 atinge os 2.5 uM (préximo do valor de ICs0 obtido nos ensaios de
viabilidade celular). Este aumento significativo de formacdo de ROS intracelular é
concordante com a significativa redu¢do da viabilidade das células tumorais quando
incubadas com 13 (Figura 10.1 do Anexo-10). Apesar de se esperar um aumento
mais gradual da formagédo de ROS a medida que a concentragcédo de 13 aumenta, se
observarmos o erro associada para cada ensaio, verifica-se que, tanto para

concentragdes de 1.5 uM como para 2.5 uM, o erro é de cerca de 30%.

Apesar de existir uma boa correlagdo entre o aumento da produgdo de ROS
intracelular e a diminuic&do da viabilidade celular, ndo se pode atribuir inequivocamente
0 processo de morte celular a produgao de ROS induzida pelo contacto das células
com 13, uma vez que podem existir outros mecanismos em paralelo que até podem
ser mais relevantes. Seriam necessarios ensaios controlo tal como a adigao de
antioxidantes antes de incubar o complexo nas células tumorais e observar se a
viabilidade celular se mantém, ou se diminui, com o risco de obter resultados
inconclusivos, caso os antioxidantes nao sejam capazes de suprimir o ataque de
ROS.[24][25] Dada a semelhanca estrutural entre 13 e 14, e talvez de 12, se

assumirmos que o metal se dissocie do co-ligando para o meio de incubagao celular
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ou para o interior da célula, € possivel que o modo de agdo dos complexos de Cu(ll)
seja, no minimo, similar.
Tabela 5.5. % de ROS formada em células tumorais de osteossarcoma MG63 apds
incubacédo com varias concentragdes de 13 durante 24h. Ensaios realizados pelo
Dr. Ignacio Leon da National University of La Plata.
[13]/ uM 25 2 1.5 1 0.5 DMSO
898.38+ 9173 12224 8251 8573+ 100.88
308.73 +840 +31.96 +747 10.59 +10.13
% ERRO 344 9.2 26.1 9.1 12.4 10

% ROS

5.7. Estudos de morte celular pela determinagao do efeito provocado por
[Cu(L7)(phen)]*KCI na externalizacao de fosfatidilserina (PS)

Sabendo que a morte celular ocorre, na generalidade, por apoptose ou necrose
(entre outros) e esses processos sdao dependentes, em parte, da natureza do sinal
que a desencadeia,[26] realizaram-se ensaios capazes de detetar a PS, que no
exterior da membrana plasmatica atua como sinal de reconhecimento para os
macrofagos, que por sua vez promovem a eliminagédo das células apoptoéticas. A PS
€ deslocada do interior para a superficie membranar em células que se encontram em
processo apoptotico ou necrético.

Desta forma, o método aqui usado consiste na detecdo da PS existente no
exterior da membrana plasmatica através da ligagdo a proteina anexina V, que é
marcada com um fluoroforo (VFITC) e em simultaneamente é adicionado iodeto de
propidio (IP) que, ao intercalar na dupla hélice do ADN, emite fluorescéncia.[27] Desta
forma, a utilizagcao da citometria de fluxo para detetar as marcacdes descritas acima
possibilita a distingdo entre a apoptose e a necrose. A marcagao da PS com a anexina
V/ VFITC permite a quantificacdo das células em apoptose, assim como a adi¢cao de
IP permite a quantificacdo das células em processo final de apoptose e de necrose,
uma vez que o IP apenas consegue atravessar a membrana plasmatica se existir
perda da sua integridade. Consequentemente, os resultados obtidos com este método
podem ser agrupados em quatro grupos distintos: i) células viaveis— onde as células
ndo sao marcadas nem pela anexina V/VFITC nem pelo IP (Vital). ii) células em
apoptose inicial — células sao identificadas pela anexina V/VFITC (An V+). iii) células
em apoptose tardia ou necrose — células sao identificadas pela anexina V/VFITC e

pelo IP (An V+/IP+). iv) células em necrose — células identificadas pelo IP (IP+).
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Para quantificar o efeito dos complexos na externalizacdo membranar da PS
escolheu-se o complexo 13 pelos mesmos motivos apresentados no estudo anterior.
A Figura 5.7 mostra os resultados obtidos apds a incubagao de 13 em células MG63

durante 24h com concentragdes 1.5, 2.0 e 2.5 uM.

150+ _

B Vital
@ AnV+

o 100- B An V+/IP+
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>
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X 504
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QQ \fo "VQ ,»6
13 /um

Figura 5.7. Grafico de barras com a identificacdo de quatro subpopulagdes: i) Roxo
- vitais ndo afetadas (anexinaV negativo/PI negativo); ii) Verde — vitais em processo
apoptotico inicial (anexinaV positivo/PIl negativo), iii) Vermelho - necréticas ou em
processo apoptético final (anexinaV positivo/Pl positivo) e iv) Azul - vitais
danificadas mecanicamente (anexinaV negativo/Pl positivo). Os resultados s&o
expressos em percentagem de células reconhecidas com base na positividade de
marcacgao para anexina V-FITC e IP em fungéo da concentracdo de 13 incubada em
células MG63. Ensaio realizado pelo Dr. Ignacio Leon da National University of La
Plata.

Verifica-se que a populacdo de células que perderam a sua integridade
membranar (permeavel ao IP), sem que se tenha desenvolvido a externalizagdo de
PS é insignificante, o que significa que n&o existe outro processo de morte celular para
além apoptose. Os resultados obtidos demonstram uma exposicéo significativa da PS
em células MGB3 tratadas com 13 durante 24 h. E notdrio que a PS a superficie da
membrana citoplasmatica aumenta de acordo com a concentracdo do complexo 13, a

semelhanga do aumento da produgdo de ROS e da redug¢do da viabilidade celular
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para concentragdes crescentes de 13 (préximas de 1Cso). Por outro lado, a
permeabilizacdo da membrana acompanha esse crescimento, indicando que o
processo apoptético final ocorre com a adicdo do agente agressor 13, levando
consequentemente a morte celular. Até a concentragdo de 2.5 uM cerca de 25% das
células perde a sua viabilidade, pelo que é presumivel que para a concentragdo de
3.7uM, valor de ICso0 obtido nos estudos de citotoxicidade, atinga os 50%. Desta forma,
€ razoavel assumir que o processo de morte celular seja por apoptose provavelmente
originada por altera¢des da estrutura celular, nomeadamente, a perda da integridade
membranar e que este efeito possa ser provocado pela producdo de ROS apods
contacto das células MG63 com 13. No entanto, é de salientar novamente, que podem
existir outros modos de acédo a ocorrerem no interior da célula, sendo evidente a
existéncia de um aumento na producédo de ROS provocada pelos complexos de Cu(ll)

estudados, pelo menos do complexo 13.

5.8. Conclusao

Cinco complexos de Cu(ll) e VVO de bases de Schiff derivados da vitamina Bs
e derivados da 1,10-fenantrolina foram sintetizados e caracterizados pelas técnicas
usuais. As estequiometrias e férmulas dos complexos proposta com base nos
resultados de analise elementar foram confirmadas por espetroscopia de FTIR e
absorcao no UV-Vis., bem como espetrometria de massa. A coordenagéao do ligando
pelos grupos fenolato e imina foi confirmada por alteragdes vibracionais destes grupos
apoés complexagao. A espetroscopia de UV-Vis. suportou que a coordenagao do
ligando ao centro metalico € efetuada pelo grupo imina devido aos desvios observados
nos complexos quando comparados com o pré-ligando livre. A coordenacéo da phen
foi também confirmada pelo aumento da intensidade das bandas de absorcdo na
regiao entre 260 e 290 nm. O aparecimento de bandas LMCT sao também indicagao
que o ligando se encontra coordenado aos ides metalicos. As geometrias dos
complexos de Cu(ll) e VVO foram determinadas por espetroscopia de RPE (banda X),
sendo eventualmente atribuida a geometria octaédrica distorcida para os complexos

de VVO e piramidal quadrangular para 13 e 14.

Os estudos preliminares de estabilidade em meio aquoso tamponizado,
efetuados com dois complexos revelaram que apesar de se observarem ligeiras

alteracdes espetrais, que sugerem pequenas alteragdes estruturais, exibem potencial
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para prosseguir para os estudos biolégicos ou de interagdo com biomoléculas, uma
vez que as modificagbes observadas ocorrem principalmente a tempos longos.
Estudos bioldgicos foram realizados em células agressivas de cancro ésseo,
designadas por osteossarcoma MG63. Verificou-se um aumento da produgédo de ROS
intracelular apds o contacto com 13 e dependente da sua concentracdo, que se
relaciona com a reducio de viabilidade celular. Apesar de nao se poder atribuir de
forma inequivoca a morte celular a produgao de ROS, esta ndo pode ser descartada.
Foi também observado um aumento da externalizacdo de PS, sinalizador de
apoptose, acompanhado do aumento da permeabilidade membranar, dependente da
concentragéo de 13 adicionada. Pelo que é razoavel assumir que a morte celular seja
por apoptose e possivelmente induzida, pelo menos em parte, pela producdo de ROS
induzida pelo complexo citotoxico 13. No entanto, seriam necessarios mais estudos

de modo a esclarecer alguns destes aspetos.
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» Capitulo VI - Complexos de vanadio com 1,10-

fenantrolina e derivados
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6.1. Fundamentos

Os compostos de vanadio exibem multiplos efeitos bioldgicos. Nomeadamente,
os ides de vanadato(V) podem atuar como inibidores da fosfatase,[1][2] exibindo
efeitos semelhantes aos da insulina. Como consequéncia, a utilizagdo de compostos
de vanadio para o tratamento da diabetes tem sido frequentemente considerada uma

aplicagao promissora na area da medicina.[3][4]

Os complexos de vanadio podem facilmente sofrer reagdes redox,[1] sendo que
alguns podem interagir com o ADN e/ou atuar como nucleases.[5][6] Outros
compostos foram também testados como espermicidas,[7][8] anti-virais,[9] anti-
HIV,[10] anti-tuberculose,[11] além de serem ativos na inibicdo e desagregacédo dos
fibrilos de amiloides.[12]

Estudos mais recentes tém-se centrado no seu potencial antitumoral e efeitos
contra parasitas, nomeadamente varios complexos de V(IV)-polipiridilo, assim como
complexos mistos contendo ligandos de polipiridilo foram avaliados para este
efeito.[5][13] Em particular, o [VVO(OSO3)(Mezphen)z], frequentemente designado por
Metvan, e alguns analogos, foram considerados compostos com potencial aplicagao
antitumoral, mostrando propriedades citotdxicas e anti-invasivas.[14][15]
Adicionalmente, a sua capacidade anti-proliferativa, citotoxica e de induzir apoptose
foi testada e comparada com a da cisplatina, exibindo geralmente atividades
superiores. Foram discutidos possiveis alvos bioldgicos e mecanismos de agao dos
compostos de V-phen, de modo que a interagdo com o ADN (inativando o ADN e
inibindo a proliferagao celular) tem sido tipicamente considerado como sendo um dos
mecanismos possiveis.[13] Foi também sugerida a capacidade de produgédo de ROS
(com a deplegdo da glutationa, bem como a despolarizagdo do potencial
transmembranar da mitocondria), inibicao das proteinas tirosina fosfatases, atividade
inibidora de metaloproteinases-matriz e efeitos sobre o metabolismo das
mitocdndrias.[13][14]

As reacgbes dos complexos de ides de metal com elementos dos meios de
cultura celular séo cruciais para avaliar a sua atividade bioldgica in vitro.[16] Os
compostos de VVO sdo muito suscetiveis a hidrolise[17][18] e os compostos de VVO
com ligandos de polipiridilo hidrolisam e/ou alteram muito mais a sua composigao a
baixa concentragdo (uM) quando comparados com concentragdes superiores

(mM).[19] A decomposigdo dos complexos de V'VO com ligandos de polipiridilo conduz
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a libertacédo dos ligandos, que sdo por si sO biologicamente ativos e citotdxicos.[20]
Recentemente, o papel dos ligandos na citotoxicidade de [V'VO(OSOs)(Mezphen)2]
(Metvan) e de alguns outros complexos de V'VO semelhantes foram investigados com
ensaios de estabilidade dos complexos em solugcdes aquosas neutras e em meios de
cultura celular, em conjunto com ensaios de citotoxicidade em células tumorais do
pulm&o humano A549.[21] A principal conclusdo resultante deste trabalho foi que a
elevada citotoxicidade dos complexos V'VO testados com phen e derivados é causada
pelo ligando polipiridilo livre apés decomposi¢cdo do complexo no meio de cultura
celular, em oposicdo aos complexos de vanadio correspondentes. Contudo, neste
estudo, as citotoxicidades s6 foram medidas apos 72 h de incubagéao, e o estudo foi
realizado apenas com a linha celular A549 e usando 2% de FBS. Com um tempo de
incubagéo tao elevado, espera-se que a maioria dos complexos de VVO oxidem em
solugbes deixadas ao ar; além disso, sabe-se que os efeitos citotoxicos s&o
espectaveis dentro de tempos de incubagdo muito mais curtos. Por outro lado, mesmo
que os compostos de V'VO-phen sejam hidrolisados a baixa concentragdo, podem
sofrer alteragbes parciais ou totais apds a ligacdo as membranas celulares, muito
menos hidrofilicas. Curiosamente, na maioria dos estudos que determinam a
distribuicdo do vanadio no interior das células, apds a incubagdo com varios
complexos de vanadio distintos, constatou-se que o vanadio se encontrava
maioritariamente nas membranas celulares.[19]

Tal como ja referido, os meios de cultura celular geralmente utilizados em
estudos de citotoxicidade com células de mamiferos contém frequentemente
quantidades significativas de albumina de soro bovino, principalmente devido a adigéo
de soro fetal bovino.[16] Foi estudada a ligagdo de sais e complexos de vanadio a
proteinas, particularmente no que respeita aos compostos de vanadio como inibidores
de fosfatase[1][2] e ao seu transporte no sangue.[4][21]

Neste capitulo, apresentamos novas experiéncias que visam esclarecer varios
aspetos associados a citotoxicidade dos complexos de vanadio-phen. Trés complexos
de VVO formulados como [VVO(OSOs)(phen)z2] (17), VVO(OSOs)(Mezphen)2] (18) e
[VIVO(OSOs)(amphen)z] (19), bem como [VVO(OSOs3)(Bipy)2] (20) foram preparados.
Serado apresentados diagramas de distribuicdo das espécies modelando as ligagdes
do oxidovanadio(lV) e do phen em meios de cultura celular. Adicionalmente, para
esclarecer se a citotoxicidade de V'VO- com phen e ligandos derivados se deve ao

ligando polipiridilo livre ou se existem outros efeitos (sinérgicos ou outros), realizamos
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testes de citotoxicidade com as linhas celulares A2780, MCF7 e PC3 a varios tempos
de incubacao até as 72 h, bem como determinac¢des de distribui¢ao celular de V.

6.2. Caracterizacao dos complexos de VVO-Xphen

Trés complexos de VVO-Xphen distintos foram preparados e caracterizados
(ver  secgdo  experimental -  8225.): [VVO(OSOs)(phen)]  (17),
[VIVO(OSO0s)(Mezphen)2] (18) e [VVO(OSOs)(amphen)z] (19). De entre todos, apenas
[VVO(amphen)2] ndo foi ja previamente publicado. [VVO(Bipy)2] (20) também foi
sintetizado para efeitos de comparacéo. A preparacdo dos complexos de VVO foi
realizada mediante a reagdo de VVOS04.5H20 com dois equivalentes molares do
respetivo ligando: 1,10-fenantrolina ou os seus derivados: 5-amino e 4,7-dimetil. As
estequiometrias e formulas sugeridas para estes complexos (Figura 6.3) foram
confirmadas com recurso a analises elementares e as técnicas espetroscopicas
usuais (ver secgdo experimental - 8.2.2.5.).

Todos os complexos mostram uma banda de transi¢cao d-d na regido do visivel
entre 680 e 710 nm (Figura 6.1a). Os espetros de RPE adquiridos a cerca de 100 K
(Figura 6.1b) foram simulados[22] e os paradmetros do Hamiltoniano de spin

determinados (Tabela 6.1).
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Figura 6.1. a) Espetros de absorg¢édo no UV-Vis. dos complexos de VIVO em DMSO
com concentragdes a variar entre 24 e 47 uM. Gréfico inserido: Espetros na regido
atribuida as transigdes d-d. b) Espetros de RPE de 1?2 derivada a frequéncia da
banda X medidos a 77K de solugdes em MeOH adquiridos a 100 K (aprox. 3 mM).
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Tabela 6.1. Parametros do Hamiltoniano de spin obtidos[22] para 17, 18, 19 e 20

dissolvido em MeOH.

complexo  gx, Qy gz |Ax|,|Ay[x10* cm™  |Az|x10% cm™!

17 1.988 1.955 62 164
18 1.984 1.951 58 164
19 1.983 1.950 58 165
20 1.991 1.960 68 160

O composto [VVO(OSOs)(phen)z], foi previamente caracterizado por difragao
de raios-X de cristal unico (DRX-CU).[14] Também obtivemos cristais unicos deste
complexo que foram usados para analise de DRX, sendo que 0s nossos resultados

diferem ligeiramente dos publicados.

O diagrama ORTEP de 17 encontra-se na Figura 6.2, assim como mais
detalhes sao fornecidos na secc¢ao experimental (Tabela-A9.1 e A9.2 do Anexo 9).
Uma estrutura semelhante foi publicada[14] com o mesmo ambiente de coordenacéao
em torno do centro do vanadio, mas a estrutura que obtivemos tem varias diferencas
importantes. O ligando SO4% encontra-se virado para baixo considerando o plano
equatorial formado pelos atomos N(1)-N(3)-N(4)-O(4) [desvio médio da planaridade,
0.0301(23) A]. Adicionalmente, as interagbes estabelecidas no empacotamento
cristalino sdo por interacbes mn-n (ver Figura 6.2B) entre duas espécies
enantiomeéricas. As nuvens eletronicas n-n dos anéis phen interagem fortemente,
embora de forma ligeiramente distorcidas lateralmente (= 3,5 A). Na estrutura
anteriormente publicada,[14] as pontes de hidrogénio sdo as interagdes
predominantes e estas determinam a célula unitaria. Na estrutura apresentada neste
trabalho as ligagbes de hidrogénio também sao importantes embora envolvam os
dimeros, sendo que a distancia entre a nuvem n de dois atomos de carbono e os anéis
seguintes é idéntica, com a formacéo de dimeros em posi¢céo antiparalela entre cada

duas moléculas por célula unitaria.

Alguns complexos relacionados e caracterizados por DRX-CU séo
[VIVO(CI)2(MeOH)(phen)],[23] cis-[VIVO(OH)(bipy)2]BF4,[24] cis-
[VIVO(OH)(phen)2]BF4.H20,[24] [VVO2(phen)2]6H20 [25] e
[VVO2(bipy)2](H2BO3)3H20.[25] Em todos estes casos, os dois ligandos de polipiridina
coordenam ao vanadio com um dos ligandos ligado de forma equatorial-axial. Assim,
iremos considerar que 17-19 correspondem a geometrias de coordenagao

semelhantes.
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Figura 6.2. a) Diagrama ORTEP de 17. Os atomos de hidrogénio e moléculas de
agua foram omitidos para uma melhor visualizagao espacial. b) Dimeros em posigcéo
antiparalela, onde sao nitidas as interagdes n-n (mais relevantes no empacotamento
cristalino). Todos os atomos sdo representados pelos seus elipsoides de
probabilidade de 50%. (a Figura A9.1 do Anexo 9 mostra a célula unitaria).

HoN

NH,

[VO(OSO3)(phen),] (17) [VO(OSO3)(Mesphen),] (18) [VO(OSOz)(amhen);] (19)

Figura 6.3. Estruturas moleculares dos compostos 17-19 no estado sdlido. Em
solugdo aquosa esperamos que o ligando SO42 seja substituido por uma molécula
de agua, sendo todos os complexos globalmente formulados como ibes
[VVO(Xphen)2]?*. No entanto, cada um deles sera sujeito a especiagdo uma vez

dissolvido (ver abaixo).

6.3. Interagdo entre complexos de VVO-phen e BSA

Esta bem estabelecido que os ides oxidovanado(lV) se ligam a HSA e a
BSA,[26] e que os complexos VVO-phen se ligam a HSA.[27] Os espetros de
dicroismo circular na regido do visivel, 350-800 nm, podem ser utilizados para
confirmar a ligagdo dos complexos V'VO as proteinas. Sabendo que as proteinas,
como a BSA, nao absorvem radiagdo na regiao do visivel, se forem obtidos valores
nao nulos, este facto sé pode ser atribuido a ligagdo da espécie VVO aos atomos de
dadores quirais da proteina. As alteragcdes espetrais de DC de BSA apds adigdes de
VVO?2* ou de complexos de VVO-phen podem fornecer informagbes sobre as varias

espécies de proteina-V'VO que se formam em solugdo.[28]

121



6.3.1. Espetros de dicroismo circular (e RPE) de VVOSO,4 + BSA.

A Figura 6.4 mostra os espetros de DC de solugbes de BSA apos adigédo de
quantidades crescentes de um sal de VVO. Os espetros de DC medidos sao fracos e
com muito ruido, mas é evidente que os valores obtidos ndo sido nulos, pelo que
podemos depreender que os ides VVO?* se ligam a BSA. Sinais fracos em espetros

de DC foram igualmente obtidos em solugdes de VVO e HSA.[29]

Sabe-se que os ides de Zn(ll) se ligam fortemente a HSA e a BSA no local
MBS, sendo essas ligagdes mais fortes do que o VVO?*[29] Adigdes de Zn(ll) a
solugao de VO-BSA (1:5) das Figura 6.4-6.6 n&o alteram os espetros de DC ou RPE

medidos, o que significa que os ides VVO?* se ligam a BSA em locais distintos dos
ides Zn(ll).
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4 |
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Figura 6.4. Espetros de DC obtidos ao adicionar quantidades conhecidas com
precisdo de uma solugdo contendo [V'VO(CIO4)2] (37 mM) a uma solugdo de BSA

(500 uM) em PBS a pH = 7.4, até uma razao molar BSA:V'VO de 1:5.
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Figura 6.5. Espetros de DC obtidos ao adicionar quantidades precisas de uma
solugdo de Zn(NOs)2 (58.8 mM) a uma solugdo com razdo molar BSA:VVO de 1:5

considerada na Figura 6.4, de modo a que se obtivessem as razdes molares
BSA:VVO:Zn de 1:5:1 e 1:5:2.
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—— BSA-VO(IV)-1-5
BSA-VO(IV)-Zn-1-5-2

24 2.2 2 g 1.8 1;6
Figura 6.6. Espetros de RPE de 1? derivada a frequéncia da banda X medidos a
77K com BSA (530 uM) e VIVO(CIO4)2 com uma razdo molar de 1:5, e apos a adigéo

de quantidades precisdo de uma solugdo de Zn(NO3)2 (568.8 mM), de modo a obter

uma solugdo com razdo molar BSA:VVO:Zn de 1:5:2.
6.3.2. Espetros de dicroismo circular (e RPE) de VVOSO4 + BSA +
phen.

As Figuras 6.7 a 6.9 apresentam os espetros de DC de solugdes de BSA e
VVO(CIO4)2 a pH 7.4, com uma razao molar BSA:VVO de 1:1, assim como a adigéo
de uma solucgdo de phen até uma razdo molar BSA:VVO:phen de 1:1:2. Os espetros
de DC medidos apds mais duas adigcdes de phen, correspondentes a proporcoes
molares de 1:1:3 e 1:1:4, praticamente coincidem com o espetro com a proporcao
molar de 1:1:2. Ao adicionar uma solu¢ao de Zn(NO3)2 (59 mM) a solu¢gdo com razdes
molares 1:1:4 (BSA:VVO:phen), até uma razdo molar BSA:VVO:phen:Zn de 1:1:4:5
(Figura 6.9.), observa-se que os valores de Ag na regiao do visivel foram diminuindo
progressivamente e os espetros de DC aproximaram-se dos espetros das solugdes
que continham BSA e ides de VVO?*. O ligando phen pode ligar-se ao Zn(ll) (as
constantes de formagao dos complexos [Zn(phen)n?*][30] s&o ligeiramente superiores
as de [VVO(phen)n?*][27]), assim os ibes de Zn(ll) competem com os ides de VVO?*
para a ligagao a phen. A adigao de ides de Zn(ll) capta assim progressivamente os

ligandos phen, formando espécies [Zn(phen)n]?* na solugéo.
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Figura 6.7. Espetro de RPE de 12 derivada a frequéncia da banda X medido a 77K
de solugdes com BSA e VVO(CIO4)2 (760 uM cada) a pH 7.4, com uma razdo molar
BSA:VVO de 1:1, e apds a adigdo de uma solugédo de phen (63 mM). Apds novas
adicdes de phen os espetros de RPE ndo exibiram praticamente alteragdes
significativas, pelo menos até uma razao BSA:VVO:phen molar de 1:1:4 (ver figura
abaixo).
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Figura 6.8. Espetros de DC de solugdes com BSA e [VVO(CIO4)2] (760 uM cada) a
pH 7.4, com uma razdo BSA:V'VO molar de 1:1, e apds a adicdo de uma solugéo de
phen (63 mM).
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Figura 6.9. Espetros de DC de solugdes com BSA, [VVO(CIO4)2] (=0.76 mM cada)
e phen a pH 7.4, com relagdo molar BSA:VVO:phen de 1:1:4, e mediante adigdo de
uma solugéo de Zn(NOs)2 (59 mM). As Figuras no Anexo 5. mostram espetros de

RPE de algumas destas solugdes.
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A Figura 6.10 exibe os espetros de DC de solugdes com BSA e [VVO(CIOa4)2]
a pH 7.4, com uma razao BSA:VVO molar de 1:2, e apds a adi¢cdo de uma solugédo de
phen. Os espetros de DC medidos na regiao do visivel para a razdo molar
BSA:VVO:phen de 1:2:2 diferem da razdo molar 1:2:0; significando que as espécies
[((VVO)p(BSA)(phen)n] se formam em solugdo, assemelhando-se (porém sendo
distintas) as formadas na solugéo correspondente aos espetros da Figura 6.7. Apos
adigbes sucessivas de phen até aos racios molares BSA:VVO:phen de 1:2:4 ¢ 1:2:6
nao se observaram mais alteragdes nos espetros de DC adquiridos, significando que
a concentragdo e o tipo das espécies [(VVO)s(BSA)(phen)n] formadas (com phen
ligado a V'VO) nZo se alteram. Ndo obstante, a quantidade de moléculas de phen
ligadas a BSA noutros locais pode ter aumentado, embora tal ndo produza qualquer
banda nos espetros de DC medidos na regi&o do visivel. E de facto sabido que a phen

se liga a BSA, tendo as constantes de ligagao correspondentes sido determinadas.[31]

0,08 BSAD+Phen {1-2-0)
BSA+VO+Phan (1-2-2)
BSASVD+Phen (1-2-4)

0,06 BSA+VO+Phen (1-2-8)

0,04
0,02
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Figura 6.10. Espetros de DC de solugdes contendo BSA (708 uM) e [VVO(CIOa)z]
a pH 7.4, com uma razdo molar BSA:VVO de 1:2, e mediante a adicdo de uma
solugdo de phen (63 mM) até razées molares BSA:VO:phen de 1:2:6.

Ao adicionar uma solugdo de Zn(NOs3)2 (59 mM) a solugdo com racios molares
1:2:6 (BSA:VVO:phen), ver Figura 6.11, observa-se inicialmente um aumento dos
valores de Ac da banda com Amax =600 nm até um racio molar BSA:VVO:phen:Zn de
1:1:4:2. Apos a adigédo da solugao de Zn(NOs)z, os valores de |Ag| na regido do visivel
diminuem progressivamente e os espetros de DC tornam-se semelhantes aos das
solugdes que contém ides BSA e VVO?*. A adigéo de ides Zn?* consegue assim captar

progressivamente os ligandos phen, formando espécies [Zn(phen)n]?* em solugo.

125



0,14 BSAO+Phen (1-2-6)

0,12 BSAO+Phen+Zn (1-2-6-1)
04 BSASO+Phen+Zn (1-2-6-2)
’ BSAVO+Phan+Zn (1-2-6-4)
z 008 . BSA+VO+Phen+Zn (1-2-6-6)
- J U.Uﬁ i I"I.
-E D.m , ' 4 3 ¥ | wl.‘l. '.
0 ‘ﬁ‘.l.iil.'.'_ﬁ:-'.'_:f- : A AN
002201 520 620 © 720,820 ' 920
0,04
006 A nm

Figura 6.11. Espetros de DC de solugdes com BSA, VVO(CIO4)2 e phen a pH 7.4,

com uma razdo molar BSA:VVO:phen de 1:2:6.

As figuras Figura 6.12 a 6.14 mostram espetros de RPE de varias destas
solugcdes. Existem algumas alteragcbes dos espetros medidos das solugdes
congeladas que contém BSA e VVO?* ao adicionar phen, que corroboram com a
ligacdo das espécies de VVO-phen a BSA. Além disso, a adigdo de Zn(ll) produz
alteracdes nos espetros de RPE (ver, por exemplo, Figura 6.14) que podem ser tidas

em conta para apoiar as conclusdes acima descritas.

Globalmente, nesta seccdo concluimos que as espécies que contém
complexos [VVO(phen)n]?* ligam-se a BSA, as Figuras 6.8 e 6.10 indicando que estes

complexos correspondem a uma razao molar VVO:phen:BSA de 1:1:1.

——BSA-VO(IV)-Phen-1-1-2 I
—— BSA-VO(IV)-Phen-1-1-1
BSA-VO(IV)-Phen-1-1-3
——BSA-VO(IV)-Phen-Zn-1-1-4-1
——BSA-VO(IV)-Phen-Zn-1-1-4-3

245 2.25 2.05 g 18 1.65

Figura 6.12. Espetros de RPE de 1?2 derivada a frequéncia da banda X medidos a
77K BSA, VVO(CIO4)2, phen e Zn(NOs)2 a pH 7.4, com os racios molares
BSA:VVO:phen:Zn indicados na figura.
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Os espetros apresentam bastante ruido, mas verifica-se que a adi¢do da
solugdo de Zn(NOs)2 ndo produz alteragdes de relevo nos espetros de RPE obtidos
(exceto no que respeita ao espetro da solugdo com a relagdo molar 1:1:3 que

apresenta uma ligeira diminuicao do valor |Az|).

—— BSA-VO(IV)-Phen-1-2-2
BSA-VO(IV)-Phen-1-2-4
BSA-VO(IV)-Phen-1-2-6 I
BSA-VO(IV)-Phen-Zn-1-2-6-6

245 225 2.05 1.85 1.65

Figura 6.13. Espetros de RPE de 1?2 derivada a frequéncia da banda X medidos a
77K BSA, VVO(CIO4)2, phen e Zn(NOs)2 a pH 7.4, com os racios molares
BSA:VVO:phen:Zn indicados na figura. Estes espetros foram medidos com as

mesmas solugdes usadas para registar os espetros de DC das Figuras. 6.10 € 6.11.

Os detalhes dos espetros da Figura 6.13 nos intervalos de campo alto e baixo
estdo representados na Figura 6.14 e 6.15. Os espetros sao bastante ruidosos, porém
existem ligeiras alteragcées a medida que o phen é adicionado, sendo detetadas duas
espéecies distintas para racios molares de 1:2:2 e 1:2:6. Além disso, a adicdo da
solugdo de Zn(NOs)2 origina algumas alteragdes nos espetros RPE recolhidos,
nomeadamente uma ligeira diminuigdo do valor |Az| no espetro da solugdo com razao

molar de 1:2:6:6 quando comparado com os outros espetros incluidos.

A adigdo de Zn?* produz um aumento dos valores |Az| medidos. Este facto
deve-se a uma diminuicdo da quantidade relativa de phen coordenada com os centros
de VV.
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——BSA-VO(IV)-Phen-1-2-2
BSA-VO(IV)-Phen-1-2-4
BSA-VO(IV)-Phen-1-2-6
BSA-VO(IV)-Phen-Zn-1-2-6-6

0y N ‘
Wz, NOe 58 225 22

Figura 6.14. Detalhes dos espetros de RPE de solugdes congeladas (a 77 K) com
BSA, VVO(CIO4)2 € Zn(NO3)2 a pH 7.4, com os racios molar BSA:VVO:phen
indicados na figura. Os espetros s&o bastante ruidosos porem a adi¢ao da solugao
de Zn(NOs)2 induz algumas alteragdes nos espetros de RPE obtidos. Ha ligeiras
diminuicdes dos valores |Az| nos espetros a medida que o phen é adicionado. A
adicdo de Zn?* produz um aumento dos valores medidos de |Az|. Este fendmeno é
devido a uma diminuigdo da quantidade relativa de phen coordenada aos centros
de V.
——BSA-VO(IV)-Phen-1-2-2
BSA-VO(IV)-Phen-1-2-4

BSA-VO(IV)-Phen-1-2-6
BSA-VO(IV)-Phen-Zn-1-2-6-6

Figura 6.15. Detalhes dos espetros de RPE de solu¢des congeladas (a 77 K) com
BSA, VIVO(CIOa4)2, phen e Zn(NOs)2 a pH 7.4, representados na Figura 6.14., com
os racios molares BSA:VVO:phen:Zn indicados na figura. E evidente que o espetro,
apods a adicdo de Zn?* (linha azul), difere dos outros trés espetros, nomeadamente

do espetro com linha amarela (espetro da solugdo antes da adi¢édo de ides Zn?*).

6.4. Comportamento dos complexos de ides de metal em meios celulares

E importante compreender se os complexos de ides de metal testados s&o
estaveis nos tampdes e meios de incubacao utilizados nas experiéncias in vitro,
particularmente a baixas concentragdes, uM, e durante tempos de incubagao

relativamente longos (até 72 h) geralmente usados nas experiéncias de citotoxicidade.
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Lay e colaboradores[21] reportaram que quando [VVO(phen)],
[VIVO(Me2phen)2] ou [VVO(bipy)2], sdo adicionados aos meios de incubagéo celular,
todos estes complexos de V(IV) sofrem uma oxidagéo rapida originando as espécies
de V(V) correspondentes (cis-[VVO2L2]*), seguida da libertagdo dos ligandos. Estes
estudos foram baseados em experiéncias de ESI-MS com solugdes de 10 uM de

complexos em solugao padrdo MeOH:H20 (1:1).

Espetros de RPE de solugdes de [V'VO(bipy)z] e [VVO(Xphen)z] (Xphen = phen,
Mezphen e amphen), com concentragcdes de cerca de 0.50 mM, foram medidos ao
longo do tempo em solugbes aquosas (contendo 5% DMSO) a pH =7.0: (a) tampéao
PBS, (b) meios de incubagdo MEM e (c¢) meios MEM + 10% FBS. Estas condigbes
nao simulam adequadamente os meios em contacto com as células, uma vez que a
concentracdo de complexos €& muito superior, pelo que os racios de
[complexo]/[ligandos] € significativamente diferente, nomeadamente o racio
[complexo]/[BSA].

Verificou-se que a intensidade de todos os espetros de RPE diminui
progressivamente com o tempo, principalmente devido a oxidagado das espécies de
VVO presentes. Apos 3 h de permanéncia ao ar a cerca de 25 °C, observou-se alguma
precipitacdo em todas as amostras, pelo que a diminuicdo da intensidade nao se
deveu apenas a oxidacdo dos complexos VVO. Curiosamente, a diminuicdo de
intensidade dos espetros da RPE ocorreu mais rapidamente nas amostras contendo
meios de incubagdo (com ou sem 10% FBS), do que no caso dos complexos
adicionados ao tampao PBS. A taxa de diminuicdo da intensidade dos espetros de
RPE seguiu globalmente a ordem: [VVO(bipy)2] > [V'VO(amphen)z] = [VVO(phen)z] >>
[VVO(Mezphen)z]. A Figura 6.16 apresenta exemplos de espetros medidos com o
tempo para amostras de [VVO(phen)2] em tampao PBS e no Anexo 5 apresentam-se
exemplos de espetros de RPE medidos com o tempo para os complexos 18, 19 e 20
nos varios meios utilizados. A Tabela 6.2 apresenta os parametros do Hamiltoneano
de spin obtidos nos diferentes meios com amostras congeladas ao fim de = 5-10 min.
(tempo = 0 h) apds adi¢cao de solugbes dos complexos em DMSO aos varios meios
(% final de DMSO =5 %).
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Figura 6.16. Espetros de RPE de 1?2 derivada a frequéncia da banda X medidos a
77K de amostras com [VVO(phen)z] (ca. 0.50 mM) a pH = 7.0 em tampao PBS. Ao
adicionar 17 ao tampao PBS, as solugdes foram deixadas ao ar a cerca de 25 °C.
Os espetros das amostras a 0 h e 3 h tém aproximadamente a mesma intensidade.
Os espetros a 24 e 48 h foram tragcados com uma escala distinta, sendo a sua
intensidade relativa muito mais baixa do que os de 0 ou 3 h.

Tabela 6.2. Pardmetros do Hamiltoniano de spin obtidos[32] para 17 dissolvido em
quatro meios distintos. MeOH; PBS; MC: meio de cultura celular MEM; MC + FBS:
meio de cultura celular MEM com 10% de FBS.

Meio 9oOy 9z  |A«LIAYXx10*ecm™  |A,]x10* cm™

MC 1.985 1.957 56.4 160.1
PBS 1.984 1.952 58.4 164.1
MC+FBS 1.983 1.952 57.3 162.3
MeOH 1988 1.955 62.0 163.8

Foram também medidos espetros de RPE de solugbdes contendo NH4VOs3 (1
mM) e phen (2 mM) ou amphen (2 mM) em D20 (tamp&o NH4CO3): (95%)/MeQOD (5%),
ao qual foi adicionado etilenoglicol (correspondente a 10% final (v/v)) antes de
congelar as solugdes em azoto liquido. Nao foi detetado nenhum sinal de RPE na
regiao entre 2500 e 4500 Gauss.

Mediram-se espetros de %'V RMN de solugbes contendo NH4VVO3 (1 mM) e
phen a diversos pHs (Figura 6.17). Foram detetados pelo menos dois complexos de
VV-phen, C1 e C2, em que C2 corresponde provavelmente a [VVOz(phen)2]* e C1 a
[VVO2(phen)(OH)n]. Neste ultimo caso, o grau de protonagao (ligandos: H20 ou HO")
varia com o pH, pelo que o év registado também se desvia em conformidade. Assim,
a pH 7 e [VV]ta ®1 mM, a maioria do VY encontra-se sob a forma de espécies V'-

hidroliticas, sendo o principal complexo de VV-phen existente na forma de
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[VVO2(phen)(OH)]. A importancia relativa deste complexo diminui & medida que a

concentragéao total de vanadio em solug&o vai diminuindo.
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Figura 6.17. Espetros de 5"V RMN no intervalo entre -470 e -610 ppm das varias
solugdes contendo NH4VVO3 (1 mM) e phen (2 mM) em D20 (5% MeOD-d4) a varios
pHs (ajustados com uma solugdo muito diluida de DCI/D20). Os valores de pD sao
indicados na figura. Abaixo de pD 6 formam-se espécies de V'V e os picos de 5'V
RMN tornam-se muito mais largos. Tentativas de atribuigao (ver texto e ref.[33]): V1:
monovanadato, Va.: divanadato; V4: c-tetravanadato; C1: [VVO2(phen)(OH)n], o n
aumenta a medida que o pH aumenta; C,: provavelmente [VVOz(phen)z]*; C4":
[VVO2(phen)(H20)2]*. Espetros adicionais de %'V e 'H RMN para este sistema sio

apresentados nas Figuras A6.1. a A6.3. do Anexo 6.

A medida que o pH aumenta, a concentragdo de C1 diminui devido & sua
decomposigdo progressiva, e as espécies livres de VV (Vn, n =1, 2, 4) sdo as principais
especies presentes em solucio a pH elevado. Abaixo de pH 6, a intensidade do sinal
de C1 diminui, até se extinguir a pH 4.69. A ressonancia designada por C1', também
devida a um complexo 1:1, surge num desvio quimico semelhante e aumenta de
intensidade a pH inferior a =5.4, provavelmente correspondente a formacido de
[VVO2(phen)(H20)2]* por protonagdo de todos os ligandos OH- coordenados, um
processo que se espera causar um pequeno desvio quimico de %'V para valores
negativos. Estes resultados sdo semelhantes aos obtidos com o sistema YV-MHCPE
(HMHCPE = 4-etoxicarbonil-2-metil-5-hidroxi-6-oxo-1-hidropirimidina).[34]
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6.5. Estudos realizados em células

6.5.1. Ensaios de citotoxicidade.

A atividade citotéxica dos ligandos de 1,10-fenantrolina livre e dos complexos
correspondentes foi avaliada em células A2780, MCF7 e PC3 apds a incubacgao dos
compostos durante 3, 24, 48 e 72 h. A cisplatina foi incluida como controlo positivo e
apreciada apenas as 48 h de incubagao. Todos os compostos e a maioria dos ligandos
precursores sdo mais citotoxicos do que a cisplatina em todas as linhas celulares apos
48 h de incubacgéo (Tabela 6.3).

A partir dos resultados obtidos relativamente a todos os tipos de células, pode
concluir-se que para os tempos de incubagdo mais curtos e biologicamente mais
relevantes de 3 e 24 h, as diferencas entre os valores ICso dos complexos VVO e os
ligandos livres sao evidentes na maioria dos casos. Por exemplo, as 24 h, no caso do
composto 17 nas células A2780 o ICs0 = 5.4 + 1.3 uM, enquanto que para a phen o
ICs0 > 100 uM, resultados semelhantes se observam para os restantes complexos: 18,
19 e 20. As 48 h nas células A2780, os valores de ICso diminuem consideravelmente,
em particular para phen (ICso = 5.8 + 2.3 uM), onde algumas diferengas entre os
valores de ICso de VVO-phen e ligando livre sdo significativas. Apos 72 h de
incubagdo, todos os compostos, VVO-X-phen e ligandos livres, apresentam
aproximadamente os mesmos valores de 1Cso, na gama de concentragdes 0.2 a 6 uM,
com o bipy e os seus complexos os compostos com menor atividade para todas as

células.

Como salientado por Scalese et al.,[35] os efeitos citotoxicos de VVOSO4
descritos para varias linhas celulares correspondem normalmente a valores de 1Cso
superiores a 100 uM para 24 e 48 h, devido tanto a vanadato(V) como a espécies de
VVO presentes nas solugbes de incubagdo. Da mesma forma, os valores de ICso
encontrados para Na3VVOs e VIVOSO4 as 24 h para células A2780 também foram
superiores a 100 uM (156 £ 20 uM e 254 + 27 uM, respetivamente).[35] Em concluséo,
a citotoxicidade em células A2780 dos complexos V'VO-phen testados neste trabalho,
para tempos de incubagao de 24 h, é muito superior aos dos correspondentes ides
V(IV) e V(V) ou ligandos livres. Globalmente, podem ser tiradas ou previstas

conclusdes semelhantes para as células MCF7 e PC3.
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Tabela 6.3. A atividade citotéxica (valores de 1Cso) dos compostos nas células
A2780, MCF7 e PC3 a varios tempos. Os valores sdo as médias + DP de duas ou
mais experiéncias independentes feitas com pelo menos 6 réplicas por condigao.
Estudos realizados pela Dra. Fernanda Maques do Instituto Superior Técnico,

Univeridade de Lisboa.2

Compostos 3h 24 h 48 h 72 h
ICs0 / pM — Células A2780
phen >100 >100 58+23 1.7zx0.6
amphen >100 41+29 1.8+06 0.3x0.1
Mezphen 37+81 14+51 14+04 02101
bipy >100 >100 52 + 25 51+13

[VO(OSOs)(phen)] (17) >100 5.4+12 09+0.3 0.420.1
[VO(OSOs)(Mezphen);] (18) 43+13 1.8+0.6 0.3+01 0.2+0.05
[VO(OSOs)(amphen);] (19) >100 3.8+2.3 0.3+0.2 0.3+0.1

[VO(0SO0s)(bipy)2] (20) >100 20+7.3 09+01 17206

Cisplatina 36+13
ICs0 / UM - Células MCF7
phen >100 >100 6.2+22 19+22
amphen >100 50+19 44+28 18z%0.8
Mezphen >100 12+31 3809 09+04
bipy >100 >100 51+ 21 52+19

[VO(OSOs)(phen)] (17) >100 22+59 11+25 21105
[VO(OSOs)(Mezphen);] (18) 26+12 17+16 0.7+0.2 0.3+0.1
[VO(OSOs)(amphen);] (19) 57+30 26+8.0 4.3+20 0.6+0.1

[VO(0SO03)(bipy)2] (20) >100 57+27 33+92 55%17

Cisplatina 20+6.3
ICs50 / uM - Células PC3
phen > 100 > 100 16+£3.5 6.3+x14
amphen > 100 82+18 38%+12 21+1.0
Me2phen >100 28+81 44114 0501
bipy > 100 > 100 83+18 23+53

[VO(OSOs)(phen);] (17) > 100 72+25 59+24 20z0.7
[VO(OSOs)(Mezphen)2] (18) 50+22 17+35 26111 04101
[VO(OSOs)(amphen)2] (19) 32+10 9.2+55 20109 05%0.1

[VO(OSO:s)(bipy)2] (20) >100 >100 14+57 2607

Cisplatina 57 +£10

@ De notar que ao comparar as citotoxicidades dos complexos de V e correspondentes ligandos

livres, devemos ter em conta que cada complexo tem dois ligandos de polipiridilo.

Como realgado por Lay e colaboradores,[21] € necessaria uma cuidadosa
consideragao da estabilidade dos complexos V(IV) e V(V) nos meios bioldgicos para
se poder explicar a sua atividade bioldgica, particularmente quando estdo envolvidos
ligandos bioativos. Os dados de citotoxicidade de 17 e 18 contra a linha de células
A549, medida apds 72 h de incubagéo, levaram Lay e colaboradores[21] a concluir
que a citotoxicidade dos complexos de VVO testados é devida aos ligandos
polipiridilicos livres apds a decomposicdo dos complexos em meio de cultura celular,

e nao aos complexos de vanadio correspondentes. Em termos gerais, esta concluséo
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€ provavelmente correta, mas os dados obtidos neste capitulo com varias linhas
celulares de mamiferos indicam que a citotoxicidade para tempos de incubagdo mais
curtos difere para os complexos e ligandos. Além disso, verificAmos que apos 72 h de
incubacéao, a citotoxicidade dos complexos [M(Xphen)2] (M = Cu(ll),[37] Zn(ll),[38]
Fe(ll1)[39] e agora V'VO) e ligandos correspondentes (Xphen = phen, Mez2phen e
amphen) sao todos aproximadamente iguais. Portanto, a interpretacdo dos dados de
citotoxicidade para os compostos [VVO(Xphen)2] é mais complexa do que
anteriormente previsto, e afirmar que tal se deve simplesmente aos ligandos livres é
demasiado simplista.

Além dos compostos [VVO(Xphen)z] sofrerem especiagdo nos meios de
incubacao, a especiagao também muda com o tempo, tanto devido a oxidagao do ido
metalico como a alteragao da concentracgao total das espécies de oxidovanadio e dos
ligandos, uma vez que estes sdo absorvidos pelas células.

Quanto maior for a quantidade de complexo [VVO(phen):] adicionada, maior
sera a concentracdo relativa das espécies mais relevantes de V'V-phen presentes:
[VVO(OH)(phen)2]* (Ver Anexo-8.2. para informagdo detalhada). Nas experiéncias
com tempos de incubagdo mais curtos, 3 e 24 h, este complexo, bem como o
[VVO2(phen)(OH)n] (C1), na gama dos valores de ICso estdo assim presentes em
concentracdes mais elevadas; sendo espécies moderadamente hidrofobicas, estas
podem penetrar na membrana celular, sendo captadas com uma eficacia razoavel.
Isto pode explicar porque os complexos possuem valores de ICso mais baixos que os
ligandos livres, quando avaliados a tempos de incubagéo mais curtos.

6.5.2. Absorcgao e distribuicao celular.

Foram efetuados estudos de absorcdo celular para avaliar a distribuicao e
localizagdo de V dentro das células A2780 apds incubagao com os complexos 17-19,
bem como com [VVO(SalGly)(phen)] (I). Os resultados s&o também comparados com
os anteriormente publicados para [VVO(BrSalGly)(phen)] (Il), [VVO(BrSalGly)(bipy)]
() (BrSalGly = N-5-bromosalicilideno-glicinato)[34] e [VVO(acac)] (acac =
acetilacetonato) (IV).[19] As células A2780 foram incubadas durante 3 h a 37 °C com
17-19 e 24 h com I-lV. Na maioria dos casos, as células foram incubadas em
concentracdes equivalentes aos seus valores de ICso, nos tempos de incubacgao
considerados, respetivamente 100, 50, 50, 10, 10, 20 e 66 uyM para os compostos 17,

18,19, I, II, Il e IV. Estas experiéncias foram realizadas para comparar os padrdes de
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absorcdo destes complexos de vanadio, e para avaliar os seus potenciais alvos
celulares (ver Figuras 6.18 e 6.19).

Para os complexos 17-19, a quantidade total absorvida por 10° células (6.4, 8.0
e 8.6 ngpara17, 18 e 19, respetivamente), ndo € muito diferente, sendo porém inferior
para 17, apesar da sua concentracido no meio de incubag¢ao ser o dobro da de 18 ou
19. Curiosamente, quando se compara a absorcédo de V pelas células A2780 para
complexos semelhantes em experiéncias equivalentes, a quantidade de vanadio
absorvido é bastante menor do que a observada para os complexos de Cu ou Zn
correspondentes. Para os compostos [VVO(phen)2]?*, [Cu(phen)2]?'[6] e
[Zn(phen)2?*][38] a quantidade de vanadio absorvida por 108 células é cerca de 10
vezes inferior & do Cu ou Zn. Além disso, para [VVO(SalGly)(phen)] (1) (ICs50(24 h) =
20.5 pM), [Cu(SalGly)(phen)] (ICs0(3 h) = 26.5 uM)[36] e [Zn(SalGly)(phen)] (ICs0(24
h) = 55.7 uM),[38] a quantidade de vanadio absorvida é cerca de 10 vezes inferior ao

Cu e 15 vezes inferior ao Zn.

an
30

20

! % total

10

ngV /! 10° celulas
Captacdo celular

17 18 19 17 18 19

¥ citosol emembrana #® nlicles ¢ citoesqueleto ® citosol ™ membrana wnucleo © citoesqueleto

Figura 6.18. Acumulacao de vanadio (ng/108 células de A2780) nos componentes
sub-celulares. As células foram expostas aos compostos 17, 18 e 19 em
concentragdes equivalentes ao seu ICso as 3 h. (A) ng de vanadio absorvido em
cada componente/ 108 células; (B) % de vanadio total em cada componente.
Estudos realizados pela Dra. Fernanda Maques do Instituto Superior Técnico,

Univeridade de Lisboa

Deve evidenciar-se que entre os compostos 17-19, ou considerando também I-
IV, o padrao e a absorcao total do vanadio pelas células A2780 depende do complexo

considerado.
Em geral, o vanadio entra nas células e acumula-se preferencialmente nas

membranas. Esta fragdo também inclui todos os organelos ligadas a membrana
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(reticulo endoplasmatico, Golgi e mitocdndria).[40] E relevante mencionar que
enquanto que para 17 e 18 o V encontrado nas membranas € mais elevado do que
nas outras fragdes (sendo o dobro no caso de 17), nos complexos I, lll e IV a
quantidade encontrada nas membranas € cerca de trés vezes superior do que em
cada uma das restantes fragdes. Curiosamente, para (19) e especialmente no caso
de [VVO(BrSalGly)(phen)] (ll),[35] as quantidades de V encontradas na fragdo do
citoesqueleto sdo muito mais elevadas do que em cada uma das outras fragoes.
Particularmente para 19, a acumulacido preferencial no citoesqueleto pode
indicar um possivel efeito neste componente. Foi sugerido que os efeitos bioldgicos
do vanadio, poderiam ser explicados, em parte, pela sua capacidade de induzir
alteracdes nos filamentos da actina pertencente ao citoesqueleto, responsavel por
uma cascata de eventos que levam a morte celular. Estes efeitos poderiam ser
induzidos através da inibigdo das proteinas tirosina fosfatases (PTPases), ou
eventualmente através da formagao de ROS, podendo a actina constituir um potencial

alvo celular.

B0

&0

40

~

ngV /109 células

I 1l m I
e citosol mmembrana = nicleo citoesgueleto

Figura 6.19. Acumulagédo de vanadio (% do total V) nas fragcdes sub-celulares
A2780. As células foram expostas a complexos [VVO(SalGly)(phen)] (I) (presente
trabalho), [VVO(BrSalGly)(phen)] (Il),[34] [VVO(BrSalGly)(bipy)] (lID[35] e
[VVO(acac)z] (IV),[19] em concentragdes equivalentes ao seu ICso as 24 h. Estudos
realizados pela Dra. Fernanda Maques do Instituto Superior Técnico, Univeridade

de Lisboa.

Para todos os complexos testados, a presenga no nucleo nao € negligenciavel,
cerca de 20% para 17-19 e 5-15% para I-IV, mas fica clara a possibilidade do vanadio
alcancar diferentes componentes celulares para além do ADN, pelo menos até 24 h

de tempo de incubacdo. E importante destacar que, para os complexos 17-19, ap6s 3
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h de incubacdo, a quantidade total de vanadio € reduzida, pelo que a sua acao
citotoxica direta ndo se espera ser relevante e a toxicidade deve ser principalmente
atribuida as moléculas de polipiridina. Nao obstante, a presenca de vanadio nos
compostos 17-19 é importante para a citotoxicidade, particularmente nos tempos de
incubag&o mais curtos, como claramente demonstrado pelos dados da Tabela 6.3.
Assim, particularmente para tempos de incubag&o mais curtos (3 e 24 h), a absorgao
de complexos de V-phen é relevante tanto para a entrada de espécies de vanadio

como de Xphen.

6.5. Fatores que afetam a citotoxicidade devido aos complexos VVVO-
Xphen

Nas condi¢des de pH dos meios de incubagao em estudos de citotoxicidade
com células de mamiferos, ha indicios de extensa hidrolise dos complexos VVO-
Xphen (apoiados por estudos de especiacdo, ver Anexo 8); portanto, as razdes pelas
quais, para tempos de incubag&o mais curtos, os valores ICso dos complexos VVO 17,
18, 19 e 20 sao significativamente inferiores aos dos ligandos livres correspondentes,

devem ser esclarecidas.

Os sais de VYO ou vanadato(V) apresentam valores bastante elevados de ICso
relativamente a diferentes linhas de células tumorais, tipicamente superiores a 80
MM, [35] pelo que n&o se espera que as espécies hidrolisadas de vanadio tenham uma
contribuicdo relevante para a citotoxicidade observada na maioria das nossas
experiéncias. Na maioria das condigdes, particularmente para concentracoes
relativamente baixas de vanadio, as moléculas de phen livres sdo provavelmente as

especies ativas relevantes.

Foi demonstrado acima que, uma vez adicionados compostos [VVO(Xphen)]
17-19 aos meios de incubagao, estes ndo mantém a sua integridade. Os meios
celulares tipicos contém =40 uM de albumina, e, como demonstrado para o complexo
17, uma quantidade significativa de V'VO?* estara ligada a BSA, e uma quantidade ndo
elevada, mas relevante, de espécies 1:1 V:phen associa-se a BSA. Nas nossas
experiéncias antecipamos que a phen e/ou a espécie contendo V ligada a BSA
pode(m) ter menor absorgao pelas células, em oposi¢gao a uma entrada facilitada. As
experiéncias realizadas com o complexo 17 variando a % FBS, consequentemente a

concentragdo de BSA, corroboram esta afirmacao (Figura 7.1. no Anexo 7.).
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As concentragdes de outras espécies de V-phen presentes, [VIVO(OH)(phen)2]*
ou [VVO2(OH)(phen)], sdo muito baixas para Cvo < 30 uM (justificado com diagramas
de especiagdo no Anexo 8.), mas aumentam progressivamente quando quantidades
mais elevadas de 17 sdo adicionadas ao meio celular. Assim, nas experiéncias
realizadas aos tempos de incubagao de 3 ou 24 h, nas quais a gama de concentragdes
em que se observa toxicidade € muito superior as 48 ou 72 h, a importancia relativa
de [VVO(OH)(phen)2]* ou [VVO2(OH)(phen)] presente nos meios celulares é muito
superior. Tal corresponde as situagdes em que a citotoxicidade dos complexos e
ligandos livres difere significativamente. E possivel que estas espécies de V-phen
sejam mais eficientemente absorvidas do que a phen livre (ou phen ligado a BSA), o
que justifica a maior citotoxicidade medida para os complexos de V-phen em
comparagao com os ligandos livres. Além disso, em concentragdes elevadas de Cvo,
as espécies hidroliticas de VIVO podem também contribuir de alguma forma para a
citotoxicidade.

Mesmo nas situacbes em que os complexos de V-phen sdo absorvidos, uma
vez dentro das células existem diversos potenciais ligandos de V(IV) ou V(V), as
moléculas de phen podem também ligar-se mais fortemente a ides metalicos
endogenos, tais como Cu e Zn.[16][41] Portanto, quando o vanadio e a phen s&o

absorvidos, muito provavelmente visam componentes distintos no interior das células.

Ao longo deste capitulo ndo se obteve uma indicagdo da acdo de
concentragdes vestigiais de outros ides metalicos como Zn(ll), Fe(lll) ou Cu(ll) em
meios de incubacdo, o que pode ter impacto nos dados de citotoxicidade.[16] O meio
RPMI contém quantidades baixas ou muito baixas de sais inorganicos de cobre ou
zinco na sua formulagéo basal (Cu: =5x10° M, Zn: =5x10-% M),[42] e ndo contém ferro.
A principal fonte de Cu e Zn em meio celular deve-se ao soro fetal bovino adicionado
a 10%, que fornece nutrientes suficientes para o crescimento e sobrevivéncia celular.
Nestes meios celulares, estas baixas quantidades de Cu (=1.5 pM)[43] e Zn (=3
MM)[44] estdo na sua maioria ligadas a BSA. Estes devem afetar de forma semelhante
tanto as células incubadas com os complexos como os controlos, pelo que nao se

espera impacto nos valores determinados de ICso.
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6.7. Conclusoes

Os compostos de vanadio demonstraram definitivamente propriedades
promissoras relacionadas com as suas aplica¢des para o tratamento de uma série de
doencas humanas. Relativamente ao seu potencial antitumoral, muitos estudos
reportaram a acao anti-proliferativa dos compostos de vanadio, nomeadamente
testando complexos de oxidovanadio(lV) contendo ligandos do tipo 1,10-fenantrolina
em diversos tipos de células tumorais humanas. Contudo, publicacbes recentes
demonstram que os complexos de vanadio sofrem especiagdo em meio biolégico,
libertando espécies de vanadio e os respetivos ligandos. Tanto quanto sabemos, sao
muito poucos os estudos que tém abordado a especiagdo dos complexos ao serem
adicionados aos meios de incubacado celular. Neste capitulo preparam-se trés
complexos:  VVO(OSOs)(phen)2]  (17), [VVO(OSOs)(Mezphen)] (18) e
[VVO(OSOs)(amphen)z] (19) (assim como [VVO(OSOs3)(bipy)z] (20)), foi testada a sua
citotoxicidade a varios tempos de incubacédo contra trés tipos de células tumorais
diferentes, e determinou-se a sua absorcdo e distribuicdo do vanadio celular.
Concluiu-se que assim que os complexos sdo adicionados ao meio de incubacao
celular, que contém =40 uM BSA, decompdem-se, deixando de estar presentes como
espécie [VVO(Xphen)2]?*. Sao apresentados diagramas de especiagdo que modelam
a ligacao do oxidovanadio(lV) e da phen em meios de cultura celular no Anexo 8. A
decomposigdo dos complexos V'VO-phen conduz a libertagéo dos ligandos livres, que
sdo por si sO biologicamente ativos e citotoxicos, [20][41] sendo muito provavelmente
as principais espécies responsaveis pela citotoxicidade observada, como
anteriormente sugerido.[21]

Apo6s 72 h de incubagado com as células tumorais, a citotoxicidade de todos os
compostos, complexos e ligandos, é aproximadamente igual, mas em tempos de
incubagcdo mais curtos, onde os valores de ICso medidos sdo mais elevados, 0s
complexos sdo mais ativos do que os ligandos. Tal esta provavelmente associado a
especiagao que ocorre nos meios celulares, e a maior quantidade relativa de espécies
de V-phen, nomeadamente [V'VO(OH)(phen)2]* e [VVO2(OH)(phen)] para tempos mais
curtos. O tipo de espécies existente nos meios celulares depende da quantidade de
complexo adicionado, pelo que a especiag¢ao difere nas condicdes presentes nas

experiéncias a varios periodos de incubacg&do; por conseguinte, os principais
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mecanismos de agao que atuam nas concentragdes de ICso correspondentes seréao

muito provavelmente também distintos.

Extrapolando as conclusdes deste trabalho para outros sistemas onde o metal
€ labil, é evidente que para determinar qual a espécie ativa e/ou propor mecanismos
de acdo, € essencial determinar a especiagcdao do metalo-farmaco em estudo nos
meios de incubacdo de células, e de preferéncia realizar também testes a varios

periodos de incubacao.
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» Capitulo VII - Comportamento dos complexos
do tipo [Cu(phen)2]?** em meios celulares e a sua

influéncia na citotoxicidade
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7.1. Fundamentos

A 1,10-fenantrolina (phen) € uma molécula bioativa e muito versatil para a
producdo de outros farmacos, que enquanto ligando origina complexos com
caracteristicas biologicas e fisiologicas de grande relevancia.[1] A phen e os seus
derivados tém sido uma classe de compostos extensivamente utilizados na quimica
inorganica medicinal e os seus complexos de ides de metal tém também demonstrado
grande potencial na sua utilizagdo como sondas fluorescentes, com capacidade de se
ligar ao ADN.[2][3] cobre, como elemento natural e essencial, tem sido considerado
atrativo nas praticas medicinais. As propriedades biolégicas dos seus complexos
dependem do seu estado de oxidacao, da estrutura do complexo e da natureza dos
seus ligandos.[4] Por outro lado, os ides de Cu estimulam a proliferagdo, migragéao de
células endoteliais e sdo necessarios para a libertagdo de varios fatores angiogénicos
pelas células tumorais que induzem a formagdo de novos vasos sanguineos,
permitindo o crescimento tumoral, invasdo e metastase. E de realcar que foi também

demonstrado que a quelagao do cobre afeta a acado de muitos destes fatores.[6]

A maioria dos compostos de Cu desenvolvidos com potencial antitumoral e/ou
como agentes antimicrobianos sdo espécies mononucleares,[6][7] sendo 0 seu modo
de acao diversificado e diferente do da cisplatina. Os mecanismos sugeridos incluem
essencialmente a interacdo com o ADN, a diminui¢cdo da atividade mitocondrial, a
inibicdo do proteossoma e a geragao de espécies reativas de oxigénio (ROS).[7][8]
Uma grande variedade de complexos de Cu foram testados como agentes citotoxicos
tendo mostrado atividade antitumoral em varios testes in vitro e em algumas
experiéncias in vivo,[8][9] nomeadamente com complexos com 2,2'-bipiridilo e 1,10-
fenantrolina.[10][11] Destaca-se um complexo de Cu, [Cu(Gly)(Mezphen)]NOs, que
contém o co-ligando 4,7-dimetil-1,10-fenantrolina (Me2phen) do grupo de compostos
designado por Casiopeinas, que se encontra atualmente em ensaios clinicos.[12]
Poucos sao os complexo de Cu que conseguiram alcangar 0S ensaios

clinicos,[2][11][12] por exemplo o Cu-gluconato co-administrado com disulfiram.[13]

Alguns compostos binarios e ternarios que contém phen foram reportados
como sendo capazes de se ligar ao ADN através de interagdes intercalativas e nao-
intercalativas, quer como ligandos livres, quer incluidos em complexos de ides de
metal.[6][14] No geral, foram propostos como agentes capazes de se ligar, quebrar e

provocar danos oxidativos no ADN,[10][15] sendo que a maioria apresenta atividade
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citotoxica em varias ceélulas oncologicas e saudaveis.[6][16] O ADN tem sido
frequentemente sugerido como um dos principais alvos biologicos para esta classe de
complexos de Cu(ll). Foram sugeridos mecanismos envolvendo oxidagao das bases
dos nucledtidos, aumento da quantidade de espécies oxidativas, ativagao da ligagcéao
C-H da desoxirribose e/ou hidrolise de ligagdes de ésteres do grupo fosfato.[6][15]
Como exemplo, Sigman e os seus colaboradores descreveram um mecanismo em que
uma espécie do tipo Cu(ll)-phen é reduzida, formando um complexo de Cu(l) que por
sua vez se liga, de forma nao covalente, ao ADN no sulco menor, sendo este oxidado
por H202 para produzir uma fragao de 6xido de Cu(ll) que é responsavel pela cisdo do
ADN. Contudo, para que tais mecanismos possam efetivamente funcionar, a espécie
Cu-phen tem de alcancar o nucleo da célula, sendo isso uma ocorréncia questionavel.
De facto, a maioria dos estudos da atividade nucleica nao foi realizada em células,
mas apenas com os complexos de Cu-phen em contacto direto com solugdes nas
quais se encontram moléculas de ADN.[17] No interior das células, o Cu(ll) & muito
provavelmente reduzido a Cu(l); uma vez que estdo disponiveis concentragbes
relativamente elevadas de potenciais ligandos que contém N e S, pelo que o ligando
phen & provavelmente libertado e complexos de Cu(l) sdo formados. A atividade
bioldgica resultara provavelmente da agcado separada destas duas espécies: Cu(l) e
moléculas de phen. Poucos sdo os trabalhos publicados a sugerir esta
possibilidade.[18][19]

As atividades de phen, [Cu(phen)2]?* e CuCl2 relacionadas com a atividade
antiproliferativa em células tumorais, a sua permeabilidade membranar e a atividade
na quebra da dupla hélice do ADN foram comparadas num trabalho relevante
realizado por Byrnes e colaboradores.[20] Em células incubadas com [Cu(phen)2]** e
CuClz, observou-se uma semelhanga dos espetros extracelulares de RPE de Cu com
os de complexos de Cu-histidina, o que levou os autores a concluir que ocorrem
reacbes de substituicdo de ligandos entre as espécies de Cu(ll) e um ligando
semelhante a histidina de modo a gerar uma espécie comum, presumivelmente:
[Cu(His)2], sugerida como sendo a espécie captada pelas células. Foram também
observadas lesdes no ADN assim como citotoxicidade em células tratadas com
[Cu(phen)z2]?*, possivelmente devido a multiplos mecanismos de danos oxidativos.
Apos a utilizagao de sequestradores de radicais, Byrnes e os seus colaboradores[20]
concluiram também que o O2 e o H202 sdo necessarios para a cisao da cadeia simples
de ADN.
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Tem-se tornado evidente que os complexos de Cu podem atuar por diversos
mecanismos para além da ligagdo ao ADN; nomeadamente, a atividade mimética da
superéxido dismutase (SOD) tem sido atribuida a alguns complexos, bem como a
capacidade de interferir em processos redox intracelulares e modulacdo de ROS.[21]
A topoisomerase e o proteossoma s&o também alvos provaveis para os complexos de
Cu.[21] A inibicdo da atividade do proteossoma e a indugdo da apoptose foram
também identificadas para complexos de Cu-phen.[21] A inibicdo do proteossoma ou
interacbes com proteinas envolvidas no ciclo celular foram reportadas,
nomeadamente com a tubulina, ou na formagéo de citoesqueleto, como a integrina,
ou as proteinas presentes no meio extracelular, como a fibronectina.[22] Complexos
de Cu demonstraram também ter a capacidade de gerar ROS podendo perturbar as
vias enzimaticas e induzir alteracdes estruturais em proteinas.[22]

De modo a expandir e consolidar a nossa compreensdo acerca destes
compostos biologicamente ativos, s&o aqui considerados trés complexos Cu(ll) com
derivados de phen. [Cu(phen)2(H20)](NOs)2 (21), [Cu(Mez2phen)2(NO3)](NOs) (22) e
[Cu(amphen)2(H20)](NO3)2 (23), foram sintetizados e caracterizados, assim como foi
também avaliada a sua estabilidade no meio de incubacgao celular. Para esclarecer se
a citotoxicidade dos complexos de Cu(ll) com phen e ligandos derivados se deve
unicamente ao ligando polipiridilo livre ou se existem outros efeitos (sinérgicos ou
outros), foram realizados estudos de estabilidade e especiagdo em meios de
incubacao celular e estudos em linhas celulares A2780 a varios tempos de incubacéo,
assim como foi também determinada a absorgao/distribuicdo celular do Cu. As
propriedades antitumorais destes complexos assim como a forma como as diferencgas
nos ligandos podem alterar a sua atividade sdo também discutidas com base em
dados de espetrometria de massa e abordagem microanalitica (microscopia
eletrénica). O objetivo da escolha das células tumorais A2780 para avaliar a captagéo
e distribuigao celular por espetrometria de massa com plasma indutivamente acoplado
(ICP-MS) e as alteragbes microestruturais induzidas pelos complexos de Cu por
microscopia eletronica de transmissdo (TEM), foi o de permitir a comparagéo dos
nossos resultados com os obtidos anteriormente com outros complexos de ides de
metal relacionados e sintetizados no nosso grupo.[24]

Embora alguns destes complexos tenham sido estudados anteriormente,
existindo uma séries de complexos cujas estruturas foram determinadas por difragéo
de raios X de cristal unico (DRX-CU) - [Cu(phen)2(H20)](NOs3)2[25] e
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[Cu(Me2phen)2(NO3)](NO3)[26] - a sua especiacdo em meios de incubagédo celular e
consequente influéncia na sua captagao pelas células nao foi tida em conta e,
portanto, ndo permite a correta compreensao dos seus mecanismos de acido. De
facto, os mecanismos subjacentes que afetam as propriedades antitumorais da
maioria dos complexos de Cu-phen permanecem de um modo geral desconhecidos
ou, pelo menos, insuficientemente explorados.[23] Nomeadamente, a possibilidade de
ocorrer a decomposicdo dos complexos de Cu e/ou especiagao antes de entrarem
nas células, na maioria das experiéncias in vitro em que estes complexos sio
adicionados aos meios de incubacgao celular, por norma, ndo € avaliada. Nao obstante,
€ evidente que para compreender os mecanismos de agao de qualquer complexo de
ibes de metal em experiéncias in vitro € essencial saber que espécies se encontram

presentes nos meios de incubacéo.

Para avaliar a especiagcao de complexos de Cu-phen nos meios de incubacao
habitualmente utilizados em estudos com células de mamiferos, é importante clarificar
o comportamento dos sistemas binarios envolvendo Cu(ll) e phen (incluindo os seus
derivados), particularmente a relevancia da ligacao das varias espécies de Cu
presentes a albumina de soro bovino (BSA), a proteina mais abundante presente nos
meios de incubacdo com células de mamiferos. Considerando estudos in vivo, no
sangue o Cu(ll) é transportado principalmente por ceruloplasmina, mas também pela
albumina de soro humano (HSA).[27] A HSA é um transportador muito versatil e é
conhecida por se ligar a complexos de Cu-phen.[22] Tanto quanto sabemos, apenas
existe um artigo que aborda a ligagdo de complexos de [Cu(phen)z] a BSA,[28] e a
clarificacdo das espécies que se formam no sistema de Cu-phen-BSA assim como a
determinacao das correspondentes constantes de ligagao é também um dos objetivos

deste capitulo.

7.2. Caracterizagao

Trés complexos de Cu(ll) foram sintetizados mediante a reacdo de Cu(NO3)2
com phen e os seus derivados: amphen e Mez2phen de acordo com procedimentos
obtidos da literatura.[29][30] Os complexos foram caracterizados por analise
elementar e técnicas espetroscopicas (ver secgcao experimental 8.2.2.4.). A estrutura
molecular de [Cu(phen)2(H20)](NOs3)2 (21) foi determinada por difracéo de raios X de
mono-cristal (DRX-CU), e a sua estrutura é esquematicamente apresentada na Figura
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7.1.[31] A estrutura cristalina de [Cu(Mezphen)2(NO3)INOs (22) foi também
previamente determinada.[32] Alguns outros complexos semelhantes foram também
caracterizados estruturalmente, nomeadamente [Cu(phen)2(X)]JC(CN)s (X = CI, Br,
MeCQOQ),[33] varios [Cu(phen)2(OOCMe)](X)2, (X = NOs, ClO4, BF4) com estruturas
CuN402[34][35] e [Cu(bipy)2(NO3)]NOs.[36] Prevemos que o complexo 23 no estado
solido tenha ou um ido NOs™ coordenado como em 22, ou uma molécula de agua tal
como em 21. Todos os complexos mostram uma transigao d-d na regido do visivel a
680-710 nm e espetros RPE a 100 K que puderam ser simulados assumindo simetria
axial (Figura 7.2 e Tabela 7.2 para detalhes). Tanto quanto sabemos, o complexo 23,

que contém a amphen, € novo.

Neste capitulo, quando forem referidos globalmente os compostos phen, e ndo
um em particular, iremos designa-los como Xphen; do mesmo modo, iremos
representar complexos 21-23 em solugdo, quer como [Cu(Xphen)2]?* ou como
[Cu(Xphen)2].

2NO- NOs 2NO;-

[Cu(phen),(H,0)](NOs), (21) [Cu(Me,phen),(NO3)INO; (22) [Cu(amphen),(H,0)](NOs), (23)

Figura 7.1. Estruturas moleculares previstas para os complexos de Cu 21, 22 e 23.
As estruturas moleculares de 21 e 22 foram previamente determinadas por DRX-
CU.[32]
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Figura 7.2. a) Espetros de absor¢do no UV-Vis. de 21-23 adquiridos em DMSO
(aprox. 2.5-4 uM) e b) Espetros de RPE obtidos a partir de solugbes congeladas em
MeOH a 100 K (aprox. 3 mM).

7.3 Estabilidade nos meios celulares

Uma vez que os compostos 21-23 foram testados in vitro até 72 h, é importante
compreender se sdo estaveis em meios aquosos. Para isso foram medidos os seus
espetros de absorcao de UV-Vis. e RPE em: (i) tampao PBS (pH 7.4), e em meios de
cultura de células MEM (CM) (iia) na auséncia e (iib) presenga de soro fetal bovino
(FBS) (10% v/v). Na regido do UV né&o foram observadas variagdes por espetroscopia
de absorgao, mas na realidade a concentragao era demasiado baixa (cerca de 50 uM)
para detetar altera¢des nas transicdes d-d de cobre na regido do Visivel (Figura. 7.3).

Contudo, ocorreu precipitacdo apds 48 h nos meios de cultura celular.
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Figura 7.3. Espetros de absorgéao eletrénica de solugbes aquosas com 21 a aprox.
50 uM adquiridos ao longo do tempo (até 48h) em: a) tampéao PBS, 10 mM, pH 7.4;
b) meio celular MEM; ¢) meio celular MEM com 10 % FBS.

Para os estudos de RPE foram preparadas solu¢ées com 500 uM de complexos
de Cu, apesar de serem demasiado elevadas para abordar corretamente as
correlacdes com os dados de citotoxicidade, uma vez que concentracdes mais baixas
nao permitiiam conclusdes relevantes relativamente a alteragcbes com o tempo. Os
espetros mostraram simetria axial com gz> gxy > 2,0023 (ver Tabela 7.2 e Figura 7.4)
e nao foram observadas alteracbes ao longo do tempo em nenhum dos meios
estudados. Porém, os espetros diferem quando comparados em PBS e nos meios
celulares. Em PBS os espetros mostraram a presenca de um sinal atribuivel a uma
espécie dinuclear; este também esta presente nos meios celulares, embora numa
extensdo muito inferior. As espécies dinucleares, [Cu(bipy)(OH)]2?*, foram
previamente identificadas em sistemas contendo Cu(ll) e 2,2'-bipiridilo no intervalo de
pHs 8-10 e nos sistemas Cu(ll)-bipy e Cu(ll)-phen.[37][38] Os parametros do
Hamiltoniano de spin para as espécies monoméricas foram obtidos por simulagao dos
espetros[39] e estdo incluidos na Tabela 7.2. Em PBS, devido a presenga das
espécies dinucleares, os espetros ndo foram simulados, mas pela observacao direta

€ aceitavel considerar que o monomero tenha parametros semelhantes aos
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encontrados nos meios de cultura celular. Os parametros dos complexos dissolvidos
em MeOH diferem, e o indice de distor¢do (g-/Az) indica que nos meios de cultura
celular os complexos de Cu se encontram num ambiente com geometria quadrangular
plana com ligeiras distorgdes (125 < g-/Az < 135), enquanto que em MeOH, como

gz/Az,[14] os complexos sofrem distorgdes tetragonais.[40]

PBS
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Figura 7.4. Espetros de RPE de 12 derivada a frequéncia da banda X medidos a

100K para solugbes de 21 apds 48 h da sua adicdo a PBS, ou a meios de cultura
celular MEM na auséncia e presencga de 10% (v/v) de FBS; foram obtidos espetros
muito semelhantes apds 3 h e 24 h. Concentragdo do complexo =500 uM. O * indica
as ressonancias devidas as espécies dinucleares, que ndo foram detetadas nos

espetros de solugdes em meios celulares.

7.4. Estudos de citotoxicidade

A atividade citotoxica de 21-23 contra as células A2780, expressa pelos seus
valores de ICso, é apresentada na Figura 7.5 e na Tabela 7.1. De notar, que enquanto
apods 3 h de incubagao, a phen e a amphen ndo apresentam citotoxicidade relevante
(ICs0 >100 pM), a Mezphen representa uma atividade moderada (ICso, 37 + 8 uM).
Pode ser observado que os valores de ICso dos complexos e ligandos
correspondentes dependem do tempo de incubac&o. As 3 h quase todos diferem, mas
as 48 e 72 h sao todos aproximadamente iguais (exceto o bipy) e a maioria deles
estdo na gama de concentragdes sub-micromolares. De destacar ainda que, as 72 h
todos os valores de ICso0 s&do também iguais aos dos complexos de phen, amphen e
Mezphen com Zn(I1)[42] e com Fe(ll).[43] Os valores de ICs0 a 3 € 24 h para 21-23
diferem dos respetivos ligandos livres, e estas diferengas n&o podem ser atribuidas
unicamente a presenca de duas moléculas de polipiridina em cada complexo. A

cisplatina, utilizada para comparacgao, tem um perfil citotdxico diferente, em particular
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para tempos de exposi¢cao superiores a 3 h. O aumento da atividade de [Cu(phen)z]
em comparagdao com o respetivo ligando livre foi reportado anteriormente com

diferentes sistemas de células tumorais.[21]
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Figura 7.5. Efeito do tempo de incubacédo na atividade citotdxica dos complexos de
Cu(ll); 21-23 e da cisplatina, como farmaco de referéncia nas células A2780.
Estudos realizados pela Dra. Fernanda Maques do Instituto Superior Técnico,
Univeridade de Lisboa.

Tabela 7.1. Atividade citotoxica dos compostos nas células A2780 medida a varios
tempos de incubacado. Os ligandos livres e os complexos correspondentes séo
comparados. Os dados sdo médias + DP de duas ou mais experiéncias
independentes feitas com pelo menos 6 réplicas por condigao. Estudos realizados

pela Dra. Fernanda Maques do Instituto Superior Técnico, Univeridade de Lisboa.

ICs0 / uM - A2780 3h 24 h 48 h 72h
bipy > 100 > 100 52 + 25
[Cu(bipy)-] > 100 38+22 027+0.12
phen > 100 134+62 58%23 1.7:0.6
21 209+46 04+015 0.19+0.07 0.08+0.03
Mezphen 37+8 1445 14+04 0.19+0.13
22 24+13 25+1.0 026+004 0.09+0.02
amphen > 100 41+29  18+06 0.26+0.11
23 80+32 0.87+0.27 0.08+0.03 0.05%0.03

7.5. Estudos de absorgao celular por ICP-MS

O ICP-MS é uma técnica extremamente sensivel aplicavel a uma vasta gama
de elementos que pode fornecer informagdes quantitativas sobre a sua localizagao
subcelular.[44] A Figura 7.6 mostra os resultados obtidos para a quantidade de Cu
encontrada nas fracdes citosol, membranas, nucleo e citoesqueleto das células A2780

em ng Cu /10° células A2780, bem como em % do Cu total em cada componente
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celular. Em termos de % da captacao total pelas células, os complexos apresentam
um perfil semelhante e uma grande retengao no citoesqueleto.

Salientamos que as 3 h de tempo de incubacéo, a quantidade de Cu absorvida
nao esta correlacionada com a quantidade de Cu total no meio de incubagao celular,
sendo dependente do ligando em questo. E evidente na Figura 7.6A que embora as
quantidades totais no meio de incubagé&o celular fossem de 21 uM (para 21) e 80 uM
(para 23), a quantidade de Cu absorvido era muito maior no caso do complexo 21 do
que no caso do complexo 23. Além disso, as quantidades de Cu absorvidas nos casos
de 22 e 23 sao semelhantes, contudo as suas concentragdes no meio de incubagao
celular foram bastante diferentes: 2.4 uM (para 22) e 80 uM (para 23). E também
interessante comparar [Cu(phen)z] (21) com o complexo ternario [Cu(sal-Gly)(phen)]
(sal-Gly = N-salicilidenoglicinato), que foi anteriormente reportado.[45] A diferenca
entre 21 e [Cu(sal-Gly)(phen)] € a presenca de um Sal-Gly em vez do ligando phen.
Nas células A2780, a citotoxicidade de ambos os complexos difere para os tempos de
incubacgéo curtos e longos; de facto, para 3 h, os valores de ICso s&o 2.4 uM vs. 26 uyM
e para 72 h, 80 nM vs. 3uM para 21 e [Cu(sal-Gly)(phen)], respetivamente. O ligando
phen adicional, que é por si s bioativo, altera a atividade do complexo, mas de uma
forma que nao pode ser facilmente prevista. Uma das diferengas mais notaveis é que
a distribuicdo celular do Cu difere (Figura 7.6.), ou seja, ao ser incubado com 21, o
Cu encontra-se principalmente no citoesqueleto (45%), seguido das membranas
(29%), enquanto que ao ser incubado com [Cu(sal-Gly)(phen)] o Cu encontra-se
principalmente nas membranas (48%), seguido pelo citoesqueleto (24%).
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Figura 7.6. Absorgdo de Cu obtida em fragbes celulares de células A2780, medida
por ICP-MS apéds 3 h de incubagdo. As células foram incubadas com 21 uM de 21,
2.4 uM de 22 e 80 uM de 23, sendo estas as concentragdes correspondentes aos
seus valores de ICso as 3 h. a) Teor de cobre em ng de células Cu/108 A2780; b)
Teor de cobre em percentagem da absorcao total de Cu. Estudos realizados pela

Dra. Fernanda Maques do Instituto Superior Técnico, Univeridade de Lisboa
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Outro ponto importante refere-se ao facto de a absorcao celular de Cu nao estar
correlacionada com a atividade citotéxica. A absor¢cdo de Cu apds 3 h de incubacao
com 22 e 23 é a mesma (62 ng Cu/108 células), mas 22 é globalmente mais ativo,
embora a respetiva absorg¢ao de Cu seja inferior; o complexo 22 também tem um ICso
muito inferior a 23 (2.4 vs 80 uM). A maior absorgdo de Cu com 21 (218 ng Cu/108
células) n&o originou uma maior atividade; um comentario semelhante pode ser feito
para [Cu(sal-Gly)(phen)], com uma absorgao total de Cu de 221 ng Cu/108 células).

Com base nestes resultados e outros descritos na literatura com resultados
semelhantes,[45] diferentes alvos celulares devem ser considerados para os
diferentes complexos de Cu. Uma evidéncia importante entre os complexos 21-23 esta
relacionada com a elevada quantidade de Cu encontrada no citoesqueleto,
aproximadamente 50% da absor¢do total de Cu a 3 h de incubacéo,
independentemente da concentragdo utilizada nos ensaios (que era uma
concentragao equivalente ao ICso as 3 h de incubac&o). Este € um resultado notavel
se considerarmos o papel central das proteinas citoesqueléticas na migracao de
células tumorais, metastases e quimiorresisténcia.[46] O ADN tem sido considerado
um alvo para este tipo de compostos, uma vez que tém propriedades de intercalacao.
No entanto, estes estudos de captacao e distribuicdo celular mostram que os ides Cu

nao atingem facilmente os componentes nucleares.

7.6. Microscopia eletrénica de transmissao (TEM)

A microscopia eletrénica permite a visualizagdo da localizagao subcelular de
compostos de ides de metal, permitindo observar ao mesmo tempo a integridade
estrutural da célula. Esta técnica microscopica tem a vantagem de proporcionar uma
resolucao espacial que é de quase trés ordens de magnitude superior a microscopia
convencional de luz, permitindo a resolucdo dos detalhes estruturais a escala

nanomeétrica.
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Figura 7.7. Imagens de microscopia eletrénica de transmisséo de secgdes finas de
células A2780 tratadas durante 24 h com 21 e 22. CTR: controlo (sem tratamento);
células tratadas com 22 que mostram alteragdes mitocondriais e bolhas apoptoticas
mais evidentes do que 21. Ensaios realizados pela Dra. Teresa Pinheiro do Instituto

Superior Técnico, Universidade de Lisboa.

A microscopia eletronica de transmissdo (TEM) foi utilizada para avaliar os
efeitos ao nivel dos organelos celulares em células A2780 apds tratamento com 21 e
22 numa concentragao equivalente aos seus valores de ICso as 24 h: 0.4 e 2.5 uM,
respetivamente. Os estudos de TEM confirmam efeitos citotdxicos mais elevados para
22 quando comparados com 21. Foram observadas alteragbes degenerativas
celulares resultando em células multinucleadas com rutura da membrana nuclear para
ambos o0s complexos, embora mais frequentemente para 22. Foram também
observadas alteragdes mitocondriais e a formacdo de gotas lipidicas. Bolhas
apoptaticas, embora presentes em todas as amostras com tratamento, foram também
mais evidentes em 22 (Figura 7.7.). Alguns destes efeitos, nomeadamente alteragdes
mitocondriais que induzem a morte celular por apoptose, foram também descritos para
o farmaco de referéncia cisplatina. De facto, e utilizando analise microscépica otica,
estudos anteriores indicaram que a cisplatina se acumula rapidamente na mitocondria,
deteriorando a estrutura mitocondrial e a fungdo metabdlica, levando a morte
celular.[47]

7.7. Ensaios de citotoxicidade variando a % de FBS

E importante salientar que, devido & presenca de varios potenciais ligandos
para o Cu nos meios de incubag¢ao, uma vez adicionados os complexos [Cu(Xphen)z]
21, 22 ou 23 nesses meios, estes deixarao de estar presentes na sua estequiometria
e formula original. Em meios de incubacéo tipicos para células de mamiferos, por
exemplo, “Advanced Dulbecco’s Modified Eagle's Medium” (“Advanced” DMEM) ou
RPMI utilizados neste estudo, existem varios potenciais ligandos de baixo peso
molecular para ides metalicos, tais como cloreto (100-110 mM), glucose (10-25 mM),
piruvato (aprox. 1 mM), aminoacidos (aprox. 0.01 a 1 mM), vitaminas e mediadores
redox (aprox. 1 a 40 uM cada).[48] A relevancia de cada um destes compostos
depende do ido metalico considerado e da gama de concentragédo do complexo de

ides de metal a ser avaliado.
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Em relagéo aos potenciais ligandos de elevado peso molecular, as albuminas
sdo os principais compostos a considerar. O soro fetal bovino (FBS) pode conter até
cerca de 360 g/L (=540 uM) de BSA, bem como outras proteinas; esta tipicamente
presente em meios de incubagéao celular na gama de 2 a 10 % e é a principal fonte de
albumina em contacto com as células. O FBS utilizado nos nossos estudos de
citotoxicidade continha =26 g/L de BSA. Tendo sido adicionado em proporgéo de 10%,
portanto, o meio de incubacdo utilizado continha quantidades significativas de

albumina de soro bovino (aprox. 40 uM).

No Anexo 3, foi considerada a importancia dos varios potenciais ligandos
presentes no meio de incubacao. Para além das fenantrolinas, o principal potencial
ligando de Cu(ll) é a BSA, particularmente nas experiéncias com concentragbes de
complexos de Cu-phen mais baixas.

Para verificar o efeito da BSA na atividade citotoxica, foram realizadas
experiéncias com a variagao da quantidade de FBS adicionada ao meio de incubacgao
entre 1 e 20 % (Figura 7.8). Para este efeito, os complexos foram avaliados numa
concentragao equivalente ao seu valor de ICso a 3 h de exposi¢gao no meio contendo
10 % de FBS. Como se pode observar na Figura 7.8, a atividade do 23 contra as
células A2780 nao € muito afetada pela alteracdo da % em FBS. Em contraste, as
atividades de 22 e particularmente de 21 sdo afetadas pela presenga de BSA nos
meios celulares, que é principalmente imposta pelo FBS. Mesmo para periodos de
incubagado mais reduzidos, foi observado um ligeiro aumento da atividade citotdxica
para percentagens de FBS inferiores aos 10 %, recomendadas como suplemento do

meio de cultura.
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Figura 7.8. Efeito do teor de proteinas séricas no meio de incubagao celular na
atividade citotéxica de 21, 22 e 23, contra as células A2780, avaliado pela % de FBS
adicionada ao meio de incubagdo. Os complexos foram avaliados numa
concentragao equivalente ao seu valor ICso a 3 h de exposi¢cdo no meio de cultura
com 10 % de FBS (21 - 20 uM; 22 - 2,4 uM e 23 - 80 uM). As concentragdes totais
de BSA, [BSAJwta, N0 meio de incubagdo variam na gama aprox. 4-80 puM,
correspondentes a 1 - 20 % de FBS, respetivamente. Os dados obtidos sdo médias
+ DP de duas experiéncias independentes realizadas com pelo menos 6 réplicas
por condi¢ao. Estudos realizados pela Dra. Fernanda Maques do Instituto Superior
Técnico, Univeridade de Lisboa

Um resultado significativo resultante destas experiéncias (Figura 7.8) reside no
facto da viabilidade das células poder depender da quantidade de FBS, portanto da
[BSA] presente no meio de incubacgéo. A insensibilidade contrastante de 23 a variagao
da % de FBS quando comparada com 21 (e 22) pode ser justificada pela concentracéo
muito superior deste complexo-Cu utilizada nestes ensaios. Efetivamente, as
concentragdes foram de 20 uM para 21 e 2.4 uM para 22, enquanto que para 23 foi
de 80 uM, correspondendo aos valores de ICso a 3 h de incubagéo. Portanto, nos
ensaios com diferentes % de FBS, a concentragao total de [Cu(amphen)2] é sempre
superior quando comparada com as concentragoes de albumina, o que provavelmente
explica a ndo dependéncia da viabilidade da célula com a variagdo da % de FBS.

Estes ensaios mostram claramente que a presenca de BSA tem implicagoes
sobre a atividade citotéxica. Por conseguinte, propusemo-nos a avaliar a ligagcéo da
BSA a [Cu(Xphen)2] através de varias metodologias, primeiro (a) qualitativamente
confirmando a sua ligagdo utilizando técnicas espetroscépicas [RPE e dicroismo
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circular (DC)], e depois (b) quantitativamente utilizando medigdes de DC. A maioria

destes dados sao apresentada ou no final deste capitulo, ou em no Anexo 4.

7.8. Ligacao de complexos de Cu a BSA

Foram obtidos espetros de RPE dos complexos em meios de incubacéao celular
(CM) na presenca e auséncia de FBS (10% v/v). A Tabela 7.2 inclui os parametros do
Hamiltoneano de spin determinados por simulagao (ver anexo 4. para mais detalhes).
Os valores de gz e |Az| determinados para 21-23 em MeOH diferem significativamente

dos valores em meios celulares contendo ou ndo FBS.

Tabela 7.2. Parametros do Hamiltoniano de spin obtidos para os complexos 21-23
por simulagéo das espécies monomeéricas observadas. CM - meio de cultura celular:
CM+FBS - meio de cultura celular + 10% (v/v) FBS.

[Axl;| Ay| |A] g:l|A:|
Oxy 9z (x104 cm'1) (x104 cm'1) (x104 cm)

[Cu(phen)2(H20)](NO3)2 (21)

MeOH 2.074 2.296 21 153 149

CM 2.059 2.262 18 173 131

CM +FBS 2.058 2262 19 173 131
[Cu(Mezphen)2(NO3)](NOs) (22)

MeOH 2.074 2292 24 150 150

CM 2.059 2.262 20 167 135

CM+FBS 2.060 2264 23 166 136
[Cu(@amphen)2(H20)](NO3)2 (23)

MeOH 2.074 2.296 21 153 150

CM 2.062 2.264 16 171 131

CM+FBS 2.060 2265 18 169 134

Sabe-se que a BSA tem um local com grande afinidade para os ides de Cu(ll)
sendo os parametros do Hamiltoniano de spin para as espécies [Cu'"(BSA)] os
seguintes: gx = gy = 2.055; g- = 2.177; |A«, |Ay| = 16x10* cm?, |[Az] = 217x10* cm'.[49]
Os parametros do Hamiltoniano de spin obtidos para os complexos 21-23 nos meios
celulares que contém ou nao FBS, mostram algumas diferengas muito subtis sendo
os espetros bastante semelhantes. Contudo, diferem significativamente dos medidos
para [Cu"(BSA)] e para os complexos dissolvidos em MeOH. Portanto, a ligagdo dos
complexos de Cu-phen a biomoléculas como, por exemplo, BSA nos meios de
incubacdo, ndo pode ser excluida. Nas experiéncias correspondentes aos dados
apresentados na Tabela 7.2, a concentracdo de BSA nos meios de cultura celular +
10% de ensaios FBS foi de cerca de 40 uM, representando assim cerca de uma ordem

de grandeza inferior a concentragdo total do composto de Cu-phen inicialmente
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dissolvido (cerca de 500 uM; para concentragdes significativamente mais baixas, os
espetros de RPE seriam demasiado fracos). Por outro lado, os parametros do
Hamiltoniano de spin esperados para a espécie ternaria BSA-Cu-phen, que
presumivelmente também se pode formar nestas amostras, deverao ser semelhantes
aos medidos para os complexos HSA-Cu-phen.[27] Por conseguinte, ndo foi possivel
distinguir/detetar quantidades significativas de espécies Cu-BSA ou Cu-BSA-phen nas

condic¢des utilizadas, mas a sua formagao nao pode ser excluida.

7.8.1. Determinagao das constantes de ligagao das espécies Cu(ll)- e
Cu-phen a BSA.

Os meios de incubagao celular (CM) sao solugées muito complexas e contém
muitos potenciais ligandos para o Cu(ll). A albumina de soro bovino esta presente em
concentragao relativamente elevada (cerca de 40 uM quando se adiciona 10 % de
FBS), e pode ligar-se aos ides Cu(ll).[28][29][27] Além disso, das experiéncias acima
descritas, e de outras medi¢des de RPE e DC efetuadas (ver abaixo), é evidente que
as espécies de Cu-phen se podem ligar a BSA. Considerando a composi¢ao dos
meios celulares utilizados,[48] é previsivel que phen e BSA s&o potenciais ligandos
para os ides de Cu(ll) e que todos os componentes de baixo peso molecular terdo

menor importancia.

Para determinar as constantes de ligacdo das espécies de Cu-phen a BSA,
foram efetuados um grande numero de medi¢des de espetros de DC, descritos no
Anexo 4. O Esquema 7.1 resume 0s processos que ocorrem em solugées com Cu(ll),
BSA e phen mais relevantes nestes sistemas.

local I
. oz (CutZn)(BSA)
local I local I
Cu®* -7
Cu?* + BSA —» Cu(BSA) ——> Cu,(BSA) ——> Cuy(BSA)
Phe“l phe“l ! Cuy(BSA)(phen), !
5 + ; BSA(phen)
h
[Cu(phen), 2] + BSA  Cuy(BSA)(phen) ﬂ»; CuBSA) | +

' " [Cu(phen),?']

[Cu(phen )112+] i

Esquema 7.1. Processos que ocorrem em solugcdes tampao que contém BSA as

quais é adicionado Cu(NOs)2, seguido de adi¢gdes de phen [e de Zn(NOs)z].
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Para a determinagdo quantitativa das constantes condicionais de ligagao
relevantes foi utilizado o programa HypSpec,[56] considerando os muitos espetros de
DC medidos para os sistemas Cu-BSA e Cu-BSA-phen. Estes calculos foram
efetuados pela Dr? Sofia Gama em colaboragdo com os meus orientadores, (Anexo-
2). Os complexos de [Cun(BSA)] com n = 21-23 e [(Cu)p(phen)q(BSA)] foram aqueles
com constantes de ligagdo condicional (B) a serem determinadas, sendo estas
definidas no equilibrio I. A Tabela 7.3 apresenta o conjunto de valores de log
obtidos nos calculos, e a Esquema 7.2. resume o tipo de espécies possiveis de se
formar com a BSA.

p Cu?* + g phen + proteina S (Cu)p(phen)q(proteina) (equilibrio 1)

Tabela 7.3. Constantes de ligagdo condicional a pH 7.4 £ 0.1 obtidas a partir de
calculos efetuados com HypSpec[56] baseados nos espetros de DC medidos para
os sistemas Cu-BSA e Cu-BSA-phen.l

Espécies logp™® logK

B1: Cu(BSA) 125+05 125
B2: Cuz(BSA) 215+2.0 9.0
B3: Cus(BSA) 254+20 39
T1: Cu(BSA)(phen) 179+15 54
T2: Cux(BSA)(phen) 29.0+15 7.5
T3: Cuz(BSA)(phen). 325+1.0 3.5

8l As seguintes constantes de estabilidade foram assumidas para complexos
[Cu(phen)n]?*: log B1 = 9.1, log B2 = 15.85 e log B3 = 20.9[51] (log Bn definido pela eq.
5 no Anexo 2) e Cu(OH)* (log = -6.5).[52]

[l Os valores DP incluidos n&o foram os obtidos a partir de calculos individuais,
mas foram estabelecidos considerando a gama de valores calculados e considerados
razoaveis para cada constante de ligagéo.

€I Os valores K correspondem as constantes de ligagao parciais (ver Anexo 2).
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7.8.2. Espécies a considerar no sistema Cu-BSA-phen

Sistemas bindrios

B1: Cljoca(BSA) B2: Cuey ~(BSA)-Cupey  B3:Cun(BSA)(n>2)  B4: BSA-phen

Sistemas terndrios (Cu-BSA-phen)

T1: CuIocal |—(BSA)-Cu(phen) T2: CuIocal I'(BSA)'Culocal Il

(phen)

T3:Cu -(BSA)-Cu(phen
tocal =( )-Cu(p ) T4: Cuyy, -(BSA)-Cu(phen),

(phen)

Esquema 7.2. Representagdo esquematica do tipo de espécies que se podem
formar com a BSA em solugbes de Cu(NOs)2, BSA e phen. As espécies de BSA-
phen (B4) sdo pouco visiveis nos espetros de DC,[27] mas a sua formagao e
constante de ligagdo foram determinadas por medi¢des fluorimétricas.[42] Note-se
que em T1 o idao de Cu e a molécula de phen se encontram ligados em locais

diferentes, e o correspondente log B(T1) = log (B1) + log (B4).

7.8.3. Especiagdao em meios de incubagao celular e relevancia para a

citotoxicidade

Um estudo recente de Sendzik et al.,[22] salientou que o Cu(ll) quando ligado
a HSA pode ser reduzido a Cu(l) pelo ascorbato, mesmo em condi¢cbes aerdbicas,
sendo que os ides de Cu(l) se ligam fortemente a esta proteina. E plausivel que o
mesmo possa acontecer com a BSA. No entanto, os meios de incubagéo utilizados
nao contém quantidades suficientes de agentes redutores para produzir e manter uma
quantidade significativa de espécies de Cu'(BSA), pelo que esta discussdo sera

limitada as espécies que contém Cu(ll)-ligandos.

Uma vez conhecidas as constantes de ligagdo mais relevantes, é possivel
calcular os diagramas de especiagdo para as condi¢gdes prevalecentes nos varios
meios utilizados nos nossos estudos. Os diagramas de especiagao foram obtidos pelo
prof. Jodo Pessoa que devido a sua relevancia para melhor compreensado das
espécies formadas nos meios de cultura usados nestes estudos e consequentemente

0 seu impacto nos resultados citotoxicos, decidi incluir nesta secgéo.

A Figura 7.9 apresenta diagramas de especiagao dos complexos em fungéo

da (a) % Cu e (b) % phen para o sistema Cu-BSA-phen, assumindo a formagao de
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[Cu(phen)q] (g =1 a 3) e [Cun(BSA)] (n =1 a 3) e [Cup(phen)q(BSA)] com constantes
de ligagao, como se mostra na Tabela 7.3.

100 1 100

a) b)

Cu(phen)(BSA)

€0 1% _phen(BSA)

% formagao relativa ao Cu

20 -

% formacéo relativa ao phen

0 ‘ e : ‘ 0
1,00€-06 9,00E-06 1,70E-05 2,50E-05 3,30E-05

—T T T e T
1,00E-06 9,00E-06 1,70E-05 2,50E-05 3,30E-05

Concentracdo total de Cu (M) Concentragdo total de Cu (M)

Figura 7.9. Diagrama de distribuicao das espécies para o sistema Cu(ll)-BSA-phen.
Diagramas de espécies assumindo a formagao de complexos [Cu(phen)n] (n = 1-3),
a formacgao de [Cun(BSA)] (n = 1-3) e de espécies de Cu-BSA-phen a pH =7.4, em
funcdo da concentragao total de Cu(ll) (adicionado como [Cu(phen)z]?*), no intervalo
de concentragdes: 1-40 pM. [BSAlwta = 40 uM, que corresponde aproximadamente
a 10% de FBS nos meios de incubacdo. A figura representa a formagéo de a)
espécies contendo Cu, e b) espécies contendo phen. A representacdo
correspondente das espécies que contém BSA esta representada na Figura 7.10.
As constantes de formagéo utilizadas para calculos com o programa HySS

encontra-se na Tabela 7.3.

Em relacdo as espécies que contém Cu, verifica-se que até uma concentragcéo
total de Cu(ll) = 25 uM, a maior parte do Cu(ll) esta sob a forma de complexos
[Cu(BSA)] e [Cu(BSA)(phen)]. De assinalar que as espécies [Cu(phen)n] (n = 0-3) ndo
estao presentes em concentragcdes muito relevantes neste meio de incubacao celular,
exceto para [Cultota > 25 uM, muito superior aos valores de |Cso para o complexo 21 a
24,48 e 72 h. A importancia relativa de [Cu(BSA)(phen)] (T1 na Figura 7.9) aumenta
progressivamente até =75 %, quando [Culwtal =25 uM (superior ao valor de 1Cso), € a
[Cu2(BSA)(phen)2] nunca se apresenta como espécie relevante. Em relagdo as
espécies contendo phen, até um total de [Cu]=40 uM, (phen)BSA, phen livre e
[Cu(BSA)(phen)] sdo dominantes. Nomeadamente, [Cu(BSA)(phen)] corresponde a
cerca de 30-38 % do total de phen no intervalo de [Culiotar 10-40 uM. Relativamente
as espécies contendo BSA até um total de [Culwta =40 puM, BSA, [Cu(BSA)],

(phen)BSA e [Cu(BSA)(phen)] sdo as espécies mais relevantes.
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Figura 7.10. Diagrama de distribuicdo das espécies considerando a formagao de
complexos [Cu(phen)n] (n = 1-3), a formagao de espécies [Cun(BSA)] (n = 1-3) e de
espécies Cu-BSA-phen, em fungdo da concentragdo de Cu(ll) entre 1-40 uM, e
[BSAJtota = 40 uM (que corresponde aproximadamente a 10% de FBS nos meios de

incubacgéo celular).

Globalmente, a medida que a quantidade total de BSA aumenta nos meios de
incubacéao, a % relativa de espécies de Cu ligadas a BSA também aumenta, enquanto
que as especies Cu-phen diminuem. A Figura 7.11. mostra diagramas de especiagéo
com [BSA]wtal de 20 uM, e a Figura 7.12. mostra a importancia relativa das varias
espécies, uma vez que a [BSAJwtal Varia na gama de 4 a 80 uM para [Cu(phen)2]otal =

constante = 20 uM.

BSA+Cu+phen - pH = 7.0 - [BSA]=40 microM o R - P 70 [ReAsR micnaM
100
3 80 Cu(phen)(BSA) g 80
8 i o
g o
= 60 g 60
kS % (phen)(BSA)
e | ° Cu(phen)s
8 = Cu(phen)(BSA)
S 40 R -
8 P R TS
E | £ {'cu(phen)s e
S 5 -
® 20 L 20/ S
| Cuax(phen)(BSA)
Cus(phen)(BSA) g S 2
0 T T T T T T T T (0] ‘—]‘/\,‘—T_ — T T T T T T
1,0E-5 3,0E-5 5,0E-5 7,0E-5 1,0E-5 3,0E-5 5,0E-5 7.0E-5
Concentragdo total de BSA (M) Concentragao total de BSA (M)

Figura 7.11. Diagramas de distribuicdo das espécies considerando a formagéao dos
complexos [Cu(phen)n] (n = 1-3), a formacao das espécies [Cun(BSA)] (n = 1-3) e
Cu-BSA-phen, em fungéo da concentragdo de BSA entre 4 e 80 uM, e [Cu]total = 20
uM.
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BSA+Cu+phen - pH = 7.0 - [BSA]=40 microM BSA+Cu+phen - pH = 7.0 - [BSA]=40 microM
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Figura 7.12. Diagramas de distribuicdo das espécies considerando a formagéao dos
complexos [Cu(phen)n] (n = 1-3), a formacao das espécies [Cun(BSA)] (n = 1-3) e
Cu-BSA-phen, em fungéo da concentragdo de BSA entre 4 e 80 uM, e [Cu]total = 20
uM.

Globalmente a viabilidade celular, representada na Figura 7.8 para [Cu(phen)z]
(21), aumenta a medida que a importancia relativa de Cu-phen e phen diminuem, e
[Cu(BSA)] e (phen)BSA aumentam.

E evidente que uma vez adicionados os complexos [Cu(Xphen)z] 21-23 aos
meios de incubacao celular, os complexos dissolvidos deixardo de estar presentes na
sua forma original, pelo que a simples atribuicdo de quais as espécies ativas nao é
possivel. Esta observacdo nao tem sido habitualmente considerada na maioria das
publicagdes que abordam a citotoxicidade dos complexos de Cu com ligandos labeis.

Salientamos que a citotoxicidade, particularmente para tempos de incubagéao
mais curtos, difere para a phen e o [Cu(phen)2]. A absorc¢éao celular de Cu depende do
ligando, como claramente demonstrado anteriormente, pelo que a adicédo de
complexos [Cu(Xphen)z], em vez de sais de Cu(ll) ou moléculas de Xphen, afeta
ligeiramente a eficiéncia da absorgao de ides de Cu(ll) e de moléculas de Xphen pelas
células. Isto foi previamente sugerido no caso da 2,7-dimetil-1,10-fenantrolina.[53]

Embora nesta fase nao seja possivel atribuir a citotoxicidade de 21 a uma
determinada espécie, muito provavelmente ndo é devida a [Cu(phen)]?* ou
[Cu(phen)z]?*; além destas espécies ndo serem muito relevantes nos meios de
incubacao, a BSA na espécie: [Cu(BSA)(phen)] tem o Cu(ll) e o ligando phen ligados
em locais distintos (Figura 7.9). Assim, a citotoxicidade sera muito provavelmente

devida a acao separada dos ides Cu e das moléculas de phen. Para o Cobre, os
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estudos de ICP-MS nas células tumorais do ovario A2780 indicam que o citoesqueleto
€ um alvo plausivel, uma vez que o cobre se acumula sobretudo nesse componente
apos a incubacao de células com o complexo 21.

O cobre é um elemento essencial para mamiferos e em condig¢des fisioldgicas
os ides Cu entram nas células por transportadores especificos, quer como Cu(l) ou
como Cu(ll). Uma vez adquirido o Cu(ll) é reduzido a Cu(l) e este ido é estritamente
controlado dentro das células, de tal forma que praticamente nao existem ides de Cu
livres.[54][55] De facto, as células tém chaperonas especificos de Cu(l) que fornecem
Cu a proteinas, e a concentragdo intracelular de cobre é rigorosamente controlada de
modo a que seja apenas fornecido as enzimas essenciais.[56] Assim, uma vez dentro
das células e estando presente como Cu(l), este liga-se a ligandos fortes, tais como
proteinas contendo sequéncias adequadas de peptideos, e/ou pequenas moléculas
como o GSH.[57][58][59]

Portanto, mesmo que algumas espécies de Cu-phen entrem nas células, o
ligando phen sera libertado e, a escala global, o ido metalico e a phen irdo
provavelmente visar locais distintos nas células, com uma atividade biolégica que
resultara principalmente da acdo separada tanto das espécies de Cu(l) formadas
como das moléculas phen. Sdo poucos os estudos publicados a sugerirem esta
possibilidade.[53][58]

A adigao de ides Cu(ll) aos meios de incubacéao celular foi reportada no sentido
de aumentar a citotoxicidade de, por exemplo, 2,9-Me2phen[61] e de phen.[60] No
caso do 2,9-Mezphen, este facto foi atribuido a elevada estabilidade do respetivo
complexo de Cu(l) [Cu'(2,9-Me2phen)z], que tem uma constante de formagao superior
a do [Cul(phen)2][59] de =1033. Assim, enquanto os complexos com ligandos que se
ligam fortemente ao Cu(l), como o 2,9-Me2phen, podem permanecer parcialmente

intactos no interior das células, para [Cu'(phen)n] (n = 1 ou 2) tal ndo é plausivel.

7.8.3.1. Espetros de DC de solugdées com albumina de soro bovino, Cu(ll) e
phen.

O sistema Cu(ll)+BSA+phen foi estudado pela aquisicdo de espetros de DC na
regiao do visivel[27] para determinar as espécies formadas e as constantes de ligagao
correspondentes. Considerando as constantes de ligagcao Bpq definidas na eq. 5 no
anexo 2, varios conjuntos de espetros de DC (e RPE) foram adquiridos a pH = 7.4

para os sistemas Cu(ll)+BSA e Cu(ll)+*BSA+phen, a varios racios molares. A maioria
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destes dados esta incluida nesta secgdo. A Figura 7.13 realga alguns aspetos
pertinentes, observados para solugdes com racios Cu:BSA:phen molar de 1:1:n.

BSA:Cu:Phen 1:0:0
= BSA:Cu:Phen 1:1:0
=BSA:Cu:Phen 1:1:0.2
= BSA:Cu:Phen 1:1:0.4
== BSA:Cu:Phen 1:1:0.6
BSA:Cu:Phen 1:1:0.8
=== BSA:Cu:Phen 1:1:1
===BSA:Cu:Phen 1:1:1.3
BSA:Cu:Phen 1:1:1.6
e BSA:Cu:Phen 1:1:2
== BSA:Cu:Phen 1:1:2.5
-0,8 = BSA:Cu:Phen 1:1:3

Figura 7.13. Espetros de DC de solugdes com 0.4 mM de BSA em PBS na regido
350-800 nm, apds adigdo de uma solugdo de Cu(NOs)2, de modo a que a razéo
molar Cu:BSA fosse 1:1, seguida da adicdo de uma solugao de phen até uma razao
molar final de Cu:BSA:phen de 1:1:3.

Quando Cu(NOs)2 é adicionado a BSA até uma razdo molar de 1:1, o Cu(ll)
liga-se no local 1 e o espetro de DC representa o espetro tipico correspondente, com
bandas negativas a =365 e =560 nm, e uma banda positiva a =480 nm. Na Figura
7.13 surge uma banda positiva a 700-740 nm, indicando que uma quantidade
significativa de [Cuz(BSA)] também se formou. De um modo geral, a adi¢gdo de phen
provoca a diminuicdo dos valores de |Ag| na regido 350-750nm, significando que o ido
de Cu(ll) esta a ser progressivamente removido da BSA pelo ligando competidor phen,
formando principalmente espécies [Cu(phen)n]?* na solugéo, que s&o silenciosas em
DC. Algumas observagbes mais detalhadas podem também ser formuladas: (i) a
banda com o0 Amax. @ 560 nm diminui continuamente de intensidade ao adicionar a
phen (e 0 Amax desloca-se ligeiramente para comprimentos de onda mais elevados),
(ii) a aprox. 365 nm, ndo ha uma banda distintamente visivel para a solugéo 1:1:0 (de
BSA:Cu:phen); a medida que se adiciona phen, hd um aumento da intensidade
(negativa) até 1:1:0.6 (de BSA:Cu:phen), verifica-se entdo uma diminuicdo da

intensidade, aparentemente devido a formagcao de outra banda positiva a aprox. 380
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nm; (iii) na regido a aprox. 650-850 nm, a banda observada a =720 nm, devida a
ligagdo de Cu(ll) a BSA, tem algumas varia¢cdes, nomeadamente, surge uma banda
positiva com dois maximos: Amax. @ 760 nm, e a =690 nm, e os seus valores de Ae
diminuem.

A Figura 7.14 apresenta espetros de DC de algumas das solugdes
correspondentes aos espetros da Figura 7.13 e apos adigbes progressivas de uma
solugédo de Zn(NOs3)2 até Cu:BSA:phen:Zn relagbes molares de 1:1:3:4. Globalmente,
a adigcao de ides Zn(ll), que competem com Cu(ll) pela ligagao a phen, origina um
aumento dos valores |Ag| no intervalo 350-750nm, uma vez que a espécie Cu(ll) (de
[Cu(phen)n?*] na solugéo é progressivamente “libertada” pela phen e liga-se no local
1 da BSA.

0,25 4

Ag

0,05 9

-0,15 BSA:Cu:Phen 1:0:0

= BSA:Cu:Phen 1:1:0
= BSA:Cu:Phen 1:1:0.6
0357 BSA:CuPhen 1:13
BSA:Cu:Phen:Zn 1:1:3:0.5
=== BSA:Cu:Phen:Zn 1:1:3:1
-0,55 1
BSA:Cu:Phen:Zn 1:1:3:2

—— BSA:Cu:Phen:Zn 1:1:3:3

-0,75 - —— BSA:Cu:Phen:Zn 1:1:3:4

Figura. 7.14. Espetros de DC de solugdes contendo 0.4 mM de BSA em PBS, no
intervalo 350-800 nm, apds adicdo de uma solugdo de Cu(NOs)2, de modo a que a
razdo molar Cu:BSA fosse 1:1, seguida da adigao de uma solugéo de phen até uma
razao molar final de Cu:BSA:phen de 1:1:3. Em seguida, uma solugao de Zn(NO3):

foi progressivamente adicionada.

A Figura 7.15 mostra alguns aspetos relevantes para solugbes com racios
Cu:BSA:phen molares de 1:2:n. E evidente que quando a phen é adicionado & solugéo
de [Cuz(BSA)], os valores |Ag| a =365 nm aumentam significativamente; justificada
pela formagéao progressiva de uma espécie [Cuz(BSA)(phen)] (por exemplo T2, Figura
7.9), esta banda correspondente a uma banda de transi¢gao de carga do ligando para
o metal. As bandas a =475 e =562 nm permanecem sem grandes alteragdes, o que

significa que o Cu(ll) ligado no local 1 da BSA nao esta a ser afetado. A banda a aprox.
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660-800 nm diminui de intensidade, o que indica que o ligando phen adicionado esta
ligado aos i6es Cu(ll) ligados no local 2. Na Figura 7.15B é evidente que a banda a
=365 nm diminui a sua intensidade, a banda a aprox. 475 nm nao é muito afetada, e
a banda a =562 nm diminui a intensidade provavelmente devido a formag¢ao de uma
banda com Ae > 0 a aprox. 700 nm, devido a presenga de um complexo Cu(ll)-BSA-
phen, distinto do inicialmente formado [Cuz2(BSA)(phen)]. Uma estequiometria possivel
para esta espécie € [Cuz(BSA)(phen)2]; esta estequiometria pode corresponder a mais
do que uma espécie (ver por exemplo T3, T3A na Figura 7.9). Acrescidas adi¢des de
phen até uma razdo molar Cu:BSA:phen de 2:1:10.6 diminuem globalmente os valores
|Ael, e @ medida que mais phen é adicionado a solugdo, mais ides Cu(ll) sédo

deslocados da BSA para a solugao, formando a espécie [Cu(phen)n?*] silenciosa em

—1,3

15 —18
| —2 —22—29

3,5 —4,1

DC.

—2 2,2 2,9

—4,1 —4,7

0,19

0,144

-0,3 1

-0,5 1

Figura 7.15. Espetros de DC, no intervalo entre 350-800 nm, de solugbdes com 0.4
mM BSA em PBS a pH = 7.4, apds adicdo de uma solugédo de Cu(NOs)2, de modo
a que os racios molares Cu:BSA fossem 2:1, seguidos de adigdes de uma solugéo
de phen até aos racios molares Cu:BSA:phen indicados.
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A Figura 7.16 mostra o espetro de DC de uma solugao contendo Cu(NO3)2 e
BSA na razao molar Cu:BSA de 2:1 a pH 7.4, e apds adicbes de phen até uma razéo
molar Cu:BSA:phen de 2:1:4. Seguiu-se a adicdo de uma solugcao de Zn(NO3)a.
Enquanto a adi¢gdo de phen diminui globalmente os valores |Ag|, devido a remogao
parcial de Cu(ll) do local 1 (devido a formagdo de complexos [Cu(phen)i?*] na
solugéo), apds a adigéo de ides Zn(ll), que competem com o Cu?* na ligagéo a phen,
globalmente os valores |Ag| na regiao do visivel aumentam. A Figura 7.16 mostra os
espetros de RPE numa experiéncia semelhante: apos adicdo de uma solugcdo de
Cu(NOs)2, os racios molares Cu:BSA foram de 2:1, seguidos de adi¢des de uma
solugao de phen até um racio molar final de Cu:BSA:phen de 2:1:8. Em seguida, uma
solugdo de Zn(NOs)2 foi progressivamente adicionada até uma razdo molar
Cu:BSA:phen:Zn de 2:1:8:3. Este ultimo espetro € muito semelhante ao espetro com
a razao molar de 2:1:1:0, sugerindo que o idao Zn(ll), além de competir com Cu(ll) para
a ligagao ao local MBS de BSA, também compete com Cu(ll) para a ligagao a phen,

formando complexos [Zn(phen)n?*] na solug3o.

-0,3 1

-0,6 -

-0,9 -

Figura 7.16. Espetros de DC de solugdes com 0.40 mM de BSA em PBS, no
intervalo entre 350-800 nm, apds adicdo de uma solugédo de Cu(NOs)2, de modo a
que a razdo molar Cu:BSA fosse 2:1, seguida da adicdo de uma solugdo de phen
até uma razdo molar final de Cu:BSA:phen de 2:1:4. Em seguida, foi
progressivamente adicionada uma solugdo de Zn(NOs3).. Razbes molares
Cu:BSA:phen:Zn de 2:1:0:0 (Preto); 2:1:3.5:0 (Vermelho); 2:1:4:0 (Azul claro);
2:1:4:1 (Azul) e 2:1:4:2 (verde).
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7.9. Conclusoes

Neste capitulo apresentaram-se os estudos de trés complexos de Cu(ll),
[Cu(Xphen)2]?*, com trés derivados da 1,10-fenantrolina distintos, para avaliar a sua
estabilidade em meios fisioldgicos, bem como a sua atividade citotéxica em fungéo do
tempo de incubacao e da presencga de concentragdes variaveis de albumina de soro
bovino. A sua absorcgao e efeitos celulares nas células tumorais do ovario A2780 foram

também avaliados.

Apods 3 h de incubacédo com complexos 21-23, a absorcao celular mostrou uma
tendéncia comum para os trés complexos, com um perfil de distribuicdo de cobre
semelhante e com elevada acumulacao no citoesqueleto. Até as 24 h de incubacao a
atividade citotdxica divergiu para os complexos e correspondentes ligandos. O
complexo 22 é o mais ativo, mas este efeito ndo esta correlacionado com captacao
celular, uma vez que a maior absorgéao foi verificada para 21. Ao nivel dos organelos
celulares, estudos de TEM mostraram ruptura da membrana nuclear e bolhas
apoptaticas em células ovarianas tratadas com 21, embora fossem mais pronunciadas
para 22, o complexo mais citotdxico, confirmando os efeitos citotdxicos superiores de
22 quando comparados com 21. Foram observadas alteragdes degenerativas
celulares resultando em células multinucleadas para células tratadas com ambos os

complexos, embora mais frequentemente com 22.

Entre as principais conclusdes destacamos o facto dos complexos Cu-
fenantrolina 21-23 sofrerem especiacdo assim que sao adicionados ao meio de
incubacéo celular, deixando de estar presentes as principais espécies [Cu(Xphen)z].
Além disso, uma vez absorvidos e dentro das células, os complexos de Cu-
fenantrolina também ja nao existem como tal e muito provavelmente o ligando e o ido
metalico sdo dirigidos para alvos distintos. Nao obstante, nos periodos de incubagao
até 24 h, os complexos [Cu(Xphen)z] adicionados sdo mais citotoxicos do que os
correspondentes ligandos livres, enquanto que nos periodos de 48 e 72 h de
incubacgao todos os complexos e ligandos apresentam uma citotoxicidade idéntica e

elevada.

Para avaliar a especiagao de [Cu(phen)2] (21) em meio de incubagao celular,
foram utilizados varios estudos espetroscopicos, cujo objetivo foi determinar quais as

especies relevantes que contém Cu e phen. Com base na medi¢cdo de espetros de
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DC de solugdes contendo BSA e Cu(ll) e/ou phen, foram determinadas as constantes
de ligagdo das espécies relevantes de Cu-BSA e Cu-BSA-phen. Para baixas
concentragdes de Cu(ll)wotais, aprox. < 30 uM, a BSA foi considerada o seu ligando
principal no meio de incubagao celular, sendo o ligando phen relevante apenas
quando os racios molares BSA:Cu(ll) sdo baixos. Os outros potenciais ligandos
presentes, ou nao sio suficientemente fortes, ou estdo presentes em concentragdes
muito baixas.

Neste capitulo apresentamos e discutimos dados que realcam a relevancia de
avaliar a especiacao dos complexos de Cu no meio celular, para que os mecanismos
da morte celular possam ser compreendidos. Realgcamos a influéncia que a
composicao do meio de incubacéao celular, nomeadamente a quantidade de albumina
de soro bovino, pode ter na viabilidade celular quando se avaliam potenciais farmacos
de base metadlica, particularmente em complexos com ligandos labeis e de ides
metalicos que se ligam fortemente as albuminas, como € o caso do Cu(ll). Salientamos
também que a ligacao do ido Cu(ll) e dos complexos de Cu-phen a BSA pode afetar
os valores de I1Cso determinados.

A maioria dos estudos que investigam a agao biolégica dos complexos de Cu-
phen em alvos especificos foram realizados com sistemas sem células. Embora nao
possam ser definitivamente excluidos, ndao é provavel que os mecanismos de morte
celular envolvam a interacdo de complexos de Cu-phen com ADN. A utilizagdo de
complexos de Cu-phen pode produzir uma absor¢cdo mais eficiente de Cu e phen,
sendo que relativamente a morte celular os mecanismos mais plausiveis devem
envolver a agao separada de ides de Cu e moléculas de phen. Possiveis excegoes
sdo os ligandos de 1,10-fenantrolina em que o respetivo complexo Cu(l)-Xphen é
muito estavel, como é o caso de [Cu'(2,9-Me2phen)2], que podem ser capazes de
competir com os ligandos com forte afinidade para o Cu existentes nos meios
intracelulares. Em geral, estes resultados constituem uma contribuicdo valiosa para
futuros estudos sobre a citotoxicidade de complexos de cobre e para a avaliagao dos

seus mecanismos de acao.
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» Capitulo VIII - Seccao experimental

177



178



8.1. Materiais e equipamentos

8.1.1. Materiais

1,10-fenantrolina e 4,7-dimetil-1,10-fenantrolina foram adquiridos na Alpha
Aesar e 5-amino-1,10-fenantrolina de Fluorochem. Cu(NOs)2 teve origem na May &
Baker. O dicloridrato de piridoxamina e cloridrato de piridoxal foram adquiridos a
Merck, 2-aminofenol a Reidel-de-Haen, salicilaldeido a Acros, borohidreto de sodio a
Alfa Aesar, DPPH e os compostos derivados da 3-formilcromona a Sigma-Aldrich.
Todos os materiais utilizados foram p.a. ou grau de reagente. A solugédo salina
tamponizada com fosfato (PBS) e HEPES foram adquiridos da Sigma-Aldrich. Para as
experiéncias bioldgicas, o meio RPMI-1640 (RPMI = Roswell Park Memorial Institute),
bem como soro fetal bovino, mistura de penicilina/estreptomicina, tripsina/EDTA, PBS
foram adquiridos da Gibco, Thermo Fisher Scientific. As células tumorais A2780

(ovariano) foram adquiridas da ATCC (American Type Culture Collection).

8.1.2. Equipamentos

As analises elementares de C, H e N foram realizadas pelo Laboratorio de
Analises do Instituto Superior Técnico obtidas com o aparelho FISONS EA 1108
CHNS-O. Os espetros de infravermelho foram coletados num espetrofotdmetro
JASCO FT/IR 4100 em KBr e os espetros de absor¢ao UV-Visivel foram registrados
num espetrofotometro Perkin EImer Lambda 35 UV-Vis. com cuvetes de quartzo de
0.5; 1; 2 ou 10.0 mm. Os espetros de RMN foram obtidos nos espetrémetros Bruker
Avance+ 400 MHz e 300 MHz e os desvios quimicos de 'H e '3C s&o expressos em
ppm em relacdo ao pico residual do solvente deuterado. Espetros de RPE de 12
derivada a frequéncia da banda X das solugdes congeladas a ~100 K foram registados
nos espetrometros Bruker ESP 300E ou Bruker Elexys Ill E580. Os mesmos foram
obtidos a ~9.51 GHz com uma modulagao de frequéncia de 100 kHz e calibrados em
relagao aos espetros de DPPH medidos em paralelo. Os parametros do Hamiltoniano
de spin foram obtidos por simulagdo dos espetros recorrendo a um programa
desenvolvido por Rockenbauer, et al.[1] Um sistema de cromatografia de ides
DIONEX ICS-1500, equipado com uma coluna analitica lonPac® AS14A de 4 mm (4
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x 250 mm) e uma condutividade supressora em 10 pSFS ASRS®-ULTRA

AutoSuppression® Sistema de detegcdo do modo de reciclagem foi utilizado para a
determinagédo do cloreto. As medidas do dicroismo circular foram realizadas com um
espetrofotometro Jasco 720 Spectropolarimetro, com o detetor UV-Vis. Um
espetrometro de massa de 500-MS Varian lon Trap foi utilizado para medir os espetros
de massa de ionizagao por eletroprojecao (espetros ESI-MS) de solugdes metandlicas
dos complexos em ambos os modos, positivo e negativo. As medigbes de
fluorescéncia foram realizadas num espetrofluorimetro SPEX® Fluorolog® (Horiba
Jobin Yvon) com uma configuragdo FL3-11, equipado com uma lampada de Xenon.
Os espetros de RPE foram registados nos espetrémetros Bruker ESP 300E ou Bruker
Elexys Il E580. Estes foram operados a ~ 9,51 GHz com uma modulagdo de
frequéncia de 100 KHz. As experiéncias de fluorescéncia foram monitoradas usando
um espetrofluorimetro SPEX® Fluorolog (Horiba Jobin Yvon) em uma configuragéo
FL3-11, equipado com uma lampada de Xenon. As medi¢cdes espetroscopicas de

fluorescéncia em estado estacionario foram realizadas a temperatura ambiente.

8.2. Sintese de pré-ligandos e complexos

8.2.1. Pré-ligandos

4-(((2-hidroxienzilideno)amino)metil)-5-(hidroximetil)-2-metilpiridin-3-ol (H2L1)

O HzL1 foi preparado adicionando uma solucao de dicloridrato de piridoxamina
(0.482 g, 2.00 mmol) a 10 mL de metanol com KOH a pH ca. 9.0. Apos 30 minutos, o
solido branco (KCI) foi filtrado e salicilaldeido (0.213 mL, 2.00 mmol) dissolvido em 6.5

mL de metanol: CHCIs (8%V/v) foi adicionado a solugéo. A mistura reacional foi levada
a refluxo a 50 °C por 3 h, sob agitacdo. Apos arrefecimento, o pH foi ajustado para
cerca de 7.0 com HCI metandlico e o volume de reacéo foi reduzido sob vacuo até a

induzir precipitacdo. A mistura foi mantida a 4 °C durante a noite e o sélido amarelo

formado foi filtrado, lavado com agua, metanol frio e éter etilico e seco sob vacuo.
Rendimento: 91%; 0.412 g. MM (C15H1sN203) = 272.3 g/mol. Analise elementar: Calc.
para C15H16N203.0.5H20: C, 64.04; H, 6.09; N, 9.96; Obtido: C, 63.8; H, 6.1; N, 9.9.
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ESI-MS: m/z [Obtido (Calcd)]: 271.9 (271.3) (25%) [L-H]'; 543.2 (543.6) (100%) [2LH]
; 273.1 (273.3) (100%) [L+H]*. UV-Vis. em DMSO, Amad/nm (/M-'cm'): 285 (7965),

315 (3782), 413 (183); "H RMN (DMSO-ds, &/ppm): 2.38 (s, 3H, H'9); 4.55 (s, 2H, H6);
4.88 (s, 2H, H); 6.82-6.89 (m, 2H, H2 e HS); 7.30 (t, 1H, H'); 7.43 (d, 1H, H3); 7.96 (s,
1H, H™); 8.61 (s, 1H, H7); 5.20 (s, 1H, R-OH); 9.05 (s, 1H, Ar-OH) e 13.30 (s, 1H, Ar-
OH). 13C RMN (DMSO-ds, §/ppm): 19.87 (C19); 52.33 (C9); 58.95 (C16); 116.53 (C6);

118.53 (C2); 118.76 (C4); 130.20 (C11); 131.54 (C3); 132.40 (C1); 134.11 (C10);
139.68 (C12); 146.23 (C14); 149.46 (C15); 160.51 (C5); 166.14 (C7).

5-(hidroximetil)-4-(((2-hidroxifenil)imino) metil)-2-metilpiridin-3-ol (H2L2)

O H2L2 foi preparado com dissolvendo 2-aminofenol (0.218 g, 2.00 mmol) numa
solugdo com 6 mL de metanol/KOH pH ca. 9.0 e cloridrato piridoxal (0,407 g, 2.00

mmol) em 8 mL de metanol, a temperatura ambiente por 3 h. A mistura foi mantida a

4 °C durante a noite e o sdlido laranja foi filtrado, lavado com agua, metanol frio e éter

dietilico e seco sob vacuo. Rendimento: 85%; 0.390 g. MM (C14H14N203) = 258.3
g/mol. Andlise elementar: Calc. para C14H14N203: C, 65.11; H, 5.46; N, 10.85; Obtido:
C, 64.9; H, 5.7; N, 10.7. ESI-MS: m/z [Obtido (Calcd)]: 259.15 (259.3) (100%) [L+H]";

257.11 (257.29) (100%) [L-H]. UV-Vis. em DMSO, Ama/nm (g/M-'cm'): 295 (8282),
360 (11601), 463 (421); 'H RMN (DMSO-ds, 8/ppm): 2.55 (s, 3H, H'7); 4.89 (s, 2H,

H'8); 6.97 (t, 1H, H2); 7.07 (d, 1H, H®); 7.28 (t, 1H, H'); 7.69 (d, 1H, H3); 7.98 (s, 1H,
H'2); 9.30 (s, 1H, H%); 5.63 (s, 1H, R-OH); 10.45 (s, 1H, Ar-OH). 3C RMN (DMSO-ds,

8/ppm): 16.15 (C17); 57.83 (C18); 116.82 (C6); 119.64 (C2); 119.73 (C3); 121.82

(C11); 129.43 (C12); 130.45 (C1); 131.30 (C4); 136.82 (C10); 147.13 (C14); 151.98
(C15); 156.28 (C9); 157.82 (C5).

5-(hidroximetil)-4-(((2-hidroxifenil)amino)metil)-2-metilpiridin-3-ol (H3L3Cl)

O HsL3Cl foi obtido pela redug¢ao do HzL2 (0.250 g, 0.970 mmol) com excesso
de NaBH4 na presenga de KOH em MeOH a temperatura ambiente durante 48 h. Foi
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obtido um sdlido de cor bege, lavado com agua e éter dietilico e seco sob vacuo.
Rendimento: 40%; 0.100 g. MM (C14H17CI2NaN203) = 355.1 g/mol. Analise elementar:
Calc. para C14H17N203NaCl2.2.5H20: C, 42.02; H, 5.54; N, 7.00; Obtido: C, 42.2; H,
5.4; N, 6.8. ESI MS: m/z [Obtido (Calcd)]: 259.61 (259.11) (10%) [L-H]; 295.17 (295.1)

(100%) [L+CIJ; 297.02 (297.07) (25%) [L+K-2H]". UV-Vis. em DMSO, Amax/nm (g/M-

em): 285 (744), 342 (159); 'H RMN (D20, 8/ppm): 2.67 (s, 3H, H'7); 4.64 (s, 2H, H'®);
4.79 (s, 2H, H); 6.89 (t, 1H, H2); 6.97 (d, 1H, HE); 7.23-7.29 (m, 2H, H' e H3); 8.17 (s,
1H, H'2); 13C RMN (D20, &/ppm): 15.4 (C17); 45.03 (C9); 58.49 (C18); 116.86 (C6);

120.74 (C2); 121.42 (C4); 123.89 (C3); 130.95 (C12); 131.55 (C1); 134.06 (C10);
138.90 (C11) 142.46 (C14); 149.62 (C5); 153.63 (C15).

Sintese genérica dos pro-ligandos HL4-HL6

Os pré-ligandos de base Schiff foram obtidos por reagdo de condensagéo da
piridoxamina (ca. 1 mmol) com quantidades equimolares da 3-formilcromona desejada
em metanol. A piridoxamina foi dissolvida em metanol (3 ml) e adicionaram-se
algumas gotas de NaOH saturado numa solugdo de metanol até se obter um pH de
ca. 8.0. A solugéo foi filtrada, e o filtrado foi adicionado a uma solugao contendo a 3-
formilcromona selecionada, previamente dissolvida em CHCIs. A solugéo foi mantida
sob agitacao a temperatura ambiente durante 2 h e conservada a 4°C durante a noite.

O sélido amarelo obtido foi filtrado, lavado com H20, CHCI3 e Et20 e seco sob vacuo.

(E)-3-((((3-hidroxi-5-(hidroximetil)-2-metilpiridin-4-il) metil)imino)metil)-4H-

cromen-4-one (HL4)

Rendimento: 92%; 0.280 g. MM (C18H16N204) = 324.3 g/mol. Analise elementar:
Calc. para C1sH16N204.H20: C, 63.22; H, 5.30; N, 8.18; Obtido: C, 63.3; H, 5.6; N, 7.7.
ESI-MS: m/z [Obtido (Calcd)]: 325.07 (325.12) (100%) [L+H]*. UV-Vis. em DMSO
Amax/nm (¢/M-'cm-): 292 (9.4x103), 354 (1.0x10%), 365 (8.8x103%). "H-RMN (metanol-
ds, 8/ppm): 2,47 (s, 3H, H?*); 4.69 (s, 2H, H'%) 4.71 (s, 2H, H?"); 5.62 (s, 1H, H8) 7.0 (d,
1H, H3) 7.04 (t, 1H, H') 7.41 (t, 1H, H?) 7.45 (s, 1H, H'") 7.79 (d, 1H, H®); 7.88 (s, 1H,
H'7). 13C-RMN (metanol-d4, d/ppm): 18.8 (C?*); 45,3 (C'#); 60.9 (C?"); 101,4 (C°); 103.1
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(C8): 118.8 (C3); 122.8 (C'); 124,3 (C); 126.6 (C8); 134.8 (C?); 135.3 (C'); 135.7 (C7);
147.3 (C'9); 153.1 (C'®); 156.2 (C'); 156.9 (C%); 181.1 (C'0). 13C-RMN (DMSO-ds,
8/ppm): 19.9 (C?4); 43.9 (C™); 59.3 (C2'); 99.6 (C%); 101.6 (CB); 117.7 (C3); 121.6 (C');
123.2 (C%); 125.3 (CP); 130.7 (C'5); 133.4 (C2); 133.7 (C%); 140.0 (C'7); 146.5 (C'9);
149.6 (C'8); 154.2 (C'); 155.0 (C*); 178.1 (C0).

(E)-3-((((3-hidroxi-5-(hidroximetil)-2-metilpiridin-4-il) metil)imino) metil)-6-metil-
4H-cromen-4-one (HLS)

Rendimento: 85%, 0.360g. MM (C19H18N204) = 338.4 g/mol. Analise elementar:
Calc. para C19H1sN204.H20: C, 64.04; H, 5.66; N, 7.86; Obtido: C, 64.2; H, 5.9; N, 7.5.
ESI-MS: m/z [Obtido (Calcd)]: 339.09 (339.35) (100%) [L+H]*; 337.37 (337.34) (15%)
[L-H]. UV-Vis. em DMSO Amax'nm (¢/M'cm): 290 (7.5x103), 316 (6.5%x103%), 355
(1.1x10%), 365 (1.0x10%). "H-RMN (metanol-da, &/ppm): 2.30 (s,3H, H?%); 2.47 (s, 3H,
H24): 4.68 (s, 2H, H'4); 4.71 (s, 2H; H?"); 5.58 (s, 1H, H?®); 6.87 (d, 1H, H?%); 7.22 (d, 1H,
H2); 7.44 (s, 1H, H'); 7.58 (s, 1H, H®); 7.88 (s, 1H, H'"). "3C-RMN (DMSO-ds, &/ppm):
19.9 (C?%); 20.3 (C?®); 43.8 (C'4); 59.2 (C?"); 99.7 (C®); 101.5 (C8); 117.4 (C3); 122.9
(C%); 125.2 (C%); 130.4 (C"); 130.7 (C™); 133.7 (C?°); 134.0 (C?); 139.9 (C'"); 146.4
(C'9); 149.5 (C8); 152.9 (C*); 153.9 (C'); 178.3 (C9).

(E)-6-bromo-3-((((3-hidroxi-5-(hidroximetil)-2-metilpiridin-4-il)metil)imino)
metil)-4H-cromen-4-one (HL6)

Rendimento: 92%, 0.310g. MM (C1sH1sN204Br) = 403.23 g/mol. Analise
elementar: Calc. para C1sH15sN204Br.3H20: C, 47.28; H, 4.63; N, 6.12; Obtido: C, 47.7;
H, 4.3; N, 5.8. ESI-MS: m/z [Obtido (Calcd)]: 403.01 (403.03) (100%) [L+H]*. UV-Vis.
em DMSO Amax/nm (e/M-lcm): 289 (6.9x103), 325 (8.3x103), 358 (1.5x10%), 370
(1.3x10%). 'TH-RMN (metanol-d4, d/ppm): 2.47 (s, 3H, H?*); 4.70 (s, 2H, H'); 4.71 (s,
2H, H2"); 5.64 (s, 1H, H8); 6.93 (d, 1H, H3); 7.49 (m, 1H, H'"); 7.50 (m, 1H, H?); 7.87 (s,
2H, H e H'7). 13C-RMN (metanol-ds, 8/ppm): 18.8 (C?*); 45.5 (C'4); 60.9 (C?'); 101.0
(C®); 103.3 (C?8); 115.1 (C%); 121.0 (C®); 126.1 (C"); 129.1 (C®); 135.5 (C%); 137.1 (C?);
137.7 (C'7); 147.4 (C"9); 155.8 (C*); 156.5 (C'); 179.2 (C9).
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(E)-4-((((3-hidroxi-5-(hidroximetil)-2-metilpiridin-4-il) metil)imino) metil)-5-
(hidroximetil -2-metilpiridin-3-ol (HL7)

O H2L7 foi preparado adicionando umas gotas de uma solucdo de KOH
metandlica a dicloridrato de piridoxamina (0.482 g, 2.00 mmol) dissolvido em 6 mL de
metanol, obtendo-se um pH ca. 9.0. Apds 30 minutos, o sélido branco (KCI) foi filtrado
e a mistura foi adicionada a uma solugéo contendo cloridrato piridoxal (0.407 g, 2.00
mmol) em 5 mL de metanol. A solugao foi levada a temperatura de ebuligdo por 1 h.
Apos arrefecimento, o pH foi ajustado para cerca de 7.0 com HCI metandélico, obtendo-
se um precipitado que foi filtrado, lavado com agua, metanol frio e éter etilico e seco
sob vacuo. Rendimento: 36.5%, 0.038g. MM (C16H19N304) = 317.34 g/mol. Analise
elementar: Calc. para C16H19N304.H20: C, 57.5; H, 5.75; N, 12.5; Obtido: C, 57.3; H,
6.31; N, 12.53. ESI MS: m/z [Obtido (Calcd)]: 318.0 (318.1) (100%) [L+H]*; 168.9
(168.1) (35%) [L+H+NH4]?*; 632.9 (633.3) (100%) [2L-H]; 351.9 (352.1) (28%) [L+CIT
; 316.1 (316.1) (23%) [L-H]. UV-Vis. em DMSO Amax/nm (e/M-'cm-): 291 (6.9x103),
337 (43.9x103%), 431 (5.5x102). "H-RMN (metanol-d4, 8/ppm):2.3 (s, 3H, H7); 2.4 (s, 1H,
H'8); 4.58 (dd, 2H, H??); 4.64 (dd, 2H, H'9); 4.9 (s, 2H, H?9); 5.24(t, 1H, H?3); 5.36(t, 1H,
H™); 7.8(s, 1H, H*); 8.0(s, 1H, H'®); 9.0 (s, 1H, H®); 9.06(s, 1H, H'®). "3C-RMN (DMSO-
ds, &/ppm): 154.0 (C'); 148.2 (C?); 137.0 (C*); 119.3 (C?®); 132.5; (CP); 18.6 (C7); 164.4
(C®); 58.3 (C'9); 149 (C'2); 146(C'3); 139.4 (C5); 129.6 (C'®); 133.7 (C'"); 19.8 (C®);
52.3 (C?%); 58.9 (C?2).

8.2.2. Complexos

8.2.2.1. Procedimento geral para a sintese dos complexos do tipo [Cu(L1-3)X] em
que X=Cl ou OH

Os complexos de cobre (Il) 1-3 foram obtidos pela adicao em gotas de 1 mL de
CuCl2 (1.00 mmol) em metanol a uma solugdo contendo o pro-ligando precursor
apropriado (1.00 mmol) em metanol (7-10 mL) sob constante agitagdo seguida pela
adicao de algumas gotas de KOH ou NaOH em metanol para ajustar o pH em ca. 7.5-
8.0. A mistura foi agitada a temperatura ambiente durante ~4 h e mantida no frigorifico

durante a noite. Os sélidos formados foram separados por filtragdo, lavados com agua,
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uma pequena quantidade de metanol frio ou acetona e éter dietilico e secos sob

vacuo.

K[Cu"(L1)CI] (1) — Um solido verde escuro foi obtido com rendimento de 24%,

0.042 g. Analise elementar: Calc. para [C15H14N203CICu]K+0.5H20: C, 43.16; H, 3.62;

N, 6.71;Cl, 8.49; Obtido: C, 43.1; H, 3.4; N, 6.5; ClI, 8.9. ESI-MS: m/z [Obtido (Calcd)]:
368.04 (368.00) (20%) [M+CI]; 378.2 (378.0) (57%) [M+FA-H]; considerando M o
complexo neutro sem ides cloreto e potassio; FA é o acido formico. UV-Vis. em DMSO,

Amaxinm (/M-'cm1): 266 (11447), 320 (4718), 370 (3498) e 670 (113).

[Cu"(L2)(H20)] (2) - Um sdlido vermelho escuro foi obtido com rendimento de

0.210 g. MM (C14H14N204Cu) = 337.8 g/mol. Analise elementar: Calc. para
C14H14CuN204: C, 49.78; H, 4.18; N, 8.29; Obtido: C, 49.5; H, 3.7; N, 8.1. ESI-MS: m/z
[Obtido (Calcd)]: 179.74 (178.48) (45%) [M+H+K]?>*, 397.77 (398.09) (10%)
[M+H20+IsoProp+H]*, 364.38 (364.0) (100%) [M+FA-H], 683.35 (683.0) (60%)

[2M+FA-H], Considerando M o complexo neutro sem H20. UV-Vis. em DMSO, A

max/nm (/M cm): 281 (10251), 420 (9391) and 457 (10818).

Na[Cu"(L3)CI] (3) — Um sdlido vermelho escuro foi obtido com rendimento de

57%; 0.062 g. Analise elementar: Calc. para [C14H14N203CICu]Na+0.5H20: C, 43.21;

H, 3.88; N, 7.20; Cl, 9.11; Obtido: C, 43.5; H, 3.4; N, 7.0; CI, 9,5. ESI-MS [Obtido
(Calcd)]: 356.54 (356.00) (90%) [M+CI], 366.41 (366.03) (90%) [M+FA-H], 397.82
(397.95) (100) [M+2K-H]+, Considerando M o complexo neutro sem o ido CI. UV-Vis.

em DMSO, Amax/nm (/M-'em"): 286 (11540), 422 (8804), 454 (10282).

8.2.2.2. Procedimento geral para a sintese dos complexos do tipo [Cu(L)(phen)]

Os complexos de cobre (IlI) foram preparados pela adigdo gota a gota de 1 mL

de CuCl2 (1.00 mmol) em metanol a uma solugéo contendo o precursor pré-ligando
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apropriado (1.00 mmol) dissolvido em cerca de 7-10 mL de metanol. De seguida
adicionaram-se algumas gotas de KOH em metanol para ajustar o pH a ca. 7.5-8.0. A
mistura ficou sob agitacdo a temperatura ambiente por 15 min. e uma solugao
contendo phen ou os seus derivados em metanol ou etanol (1.00 mmol) foi também
adicionada gota a gota. A mistura ficou em agitagdo por mais 4 horas e mantida no
frigorifico durante a noite. O sdlido resultante foi filtrado e lavado com agua, etanol frio
ou metanol e éter etilico, seco sob vacuo e recristalizado com metanol, quando

necessario.

[Cu"(L1)(phen)] (4) — Um sdlido verde foi obtido com rendimento de 66%, 0.210

g. MM (C27H22CuN4O3) = 514.07 g/mol. Analise elementar: Calc. [C2rH22CuN4O3]e

0.5H20: C, 62.00; H, 4.43; N, 10.71; Obtido: C, 62.1; H, 4.2; N, 10.7. ESI-MS: m/z
[Obtido (Calcd)]: 514.02 (514.1) (100%) [M+H]*. 178.72 (179.37) (23%) [M+2H+Na]3*.

UV-Vis. em DMSO, Ama/nm (/M- 'cm): 275 (49367), 293 (21402), 371 (4833), 450

(744) e 672 (159).

[Cu"(HL2)(phen)]CI (5) — Um solido laranja foi obtido com rendimento de 55 %,

0.136 g; MM (C2sH20N4O3Cu) = 500.02 g/mol. Analise elementar: Calc. para
[C26H21N4O3CICu]+1.5H20: C, 55.42; H, 4.29; N, 9.94; Obtido: C, 55.8; H, 4.2; N, 9.8.
ESI-MS: m/z [Obtido (Calcd)]: 500.08 (499.97) (75%) [M+H]*; 999.16 (1000.4) (28%)
[2M+H]*; 498.07 (497.27) (45%) [M-H]", considerando M o complexo neutro sem o ido
Cl- e desprotonado. UV-Vis. em DMSO, Amax/nm (/M- cm"): 295 (17357), 400 (6811)

e 467 (6620).

8.2.2.3. Procedimento geral para a sintese dos complexos do tipo [Cu(L6-8)]

A sintese de complexos de cobre (6-8) foi realizada pela adigéo lenta de 1 mmol
de CuClz dissolvido em metanol a uma solugéo de 5-7 mL de metanol contendo a base
de Schiff apropriada (1 mmol), seguida pela adicao de algumas gotas de NaOH em
metanol de modo a obter um pH aproximado de 7.5-8.0. A mistura foi mantida sob

agitacédo a temperatura ambiente durante ~4 h e colocada a 4°C durante a noite. Os
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s6lidos formados foram isolados por filtracdo, lavados com H20, metanol frio, éter
dietilico e secos sob vacuo.

[Cu"(L4)OH] (6) Um sdlido verde escuro foi obtido com rendimento de: 72%,
0.080 g. MM (C1sH1eN205Cu) = 403.88 g/mol. Analise elementar: Calc. para
C18H16N205Cu+0.5H20: C, 52.36; H, 4.15; N, 6.78; Obtido: C, 51.9; H, 4.2; N, 6.3. Nao
foi detetado nenhum i&o cloreto. ESI-MS: m/z [Obtido (Calcd)]: 438.31 (438.00) [M+CI]
(100%); 448.38 (448.04) [M+FA-H] (47%). 552.17 (552.00) [M+HCI+TFA-H] (25%).
UV-Vis. em DMSO, Amax'nm (e/M-'cm-): 265 (1.7x10%), 295 (1.6x10%), 364 (1.2x10%),
650 (235).

Na[Cu'(L5)CI2] (7) Um sdlido verde escuro foi obtido com rendimento de: 75%,
0.230 g. MM ([C19H17N204Cl2Cu]Na) = 494.79 g/mol. Analise elementar: Calc. para
([C19H17N204CI2Cu]lNa+0.5H20: C, 45.31; H, 3.60; N, 5.56; Cl, 14,08; Obtido: C, 45.1;
H, 3.6; N, 5.2; Cl, 13.9. ESI-MS: m/z [Obtido (Calcd)]: 452.59 (452.02) [M-H] (100%);
566.21 (566.02) [M+TFA-H] (15%). Considerando uma molécula de agua coordenada
ao centro de ido de metal sem um ido CI. UV-Vis. em DMSO, Amax/nm (¢/M-'cm-1): 280
(1.4x10%), 304 (1.2x10%), 360 (6.0x103), 648 (137).

Na[Cu'(L6)CI2] (8) Um solido vermelho esverdeado foi obtido com rendimento
de 72%, 0.110g. MM ([C18H14N204Cl2BrCu]Na) = 559.66 g/mol. Analise elementar:
Calc. para ([C1s8H14N204Cl2BrCu]Na: C, 38.64; H, 2.52; N, 5.01; Cl, 12.67; Obtido: C,
38.8; H, 2.9; N, 5.4; CI, 12.3. ESI-MS: m/z [Obtido (Calcd)]: 518.07 (518.22) (100%)
[M-H]; 554.09 (554.20) (15%) [M+Cl]; 556.04 (556.18) (20%) [M+K-2H].
Considerando uma molécula de agua coordenada ao centro de ido de metal sem um
ido CI~. UV-Vis. em DMSO, Amax/nm (¢/M-'cm'): 296 (1.7x10%), 350 (9.1x103), 650
(193).

[CuU'(L5)(phen)CI] (9) A adigdo gota-a-gota de 1 mL de CuCl2 (1 mmol) em
metanol a uma solugéo de HL2 dissolvida em metanol (1 mmol) seguida pela adi¢ao
de algumas gotas de KOH em metanol para ajustar o pH a cerca de 7.5-8.0. A mistura
foi agitada a temperatura ambiente durante 15 min e adicionou-se 1,10-fenantrolina (1
mmol). A mistura foi deixada sob agitacdo durante mais 4 h e mantida no frigorifico

durante a noite. O solido resultante foi filtrado e lavado com agua, metanol frio e éter
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etilico, e seco sob vacuo. Foi obtido um sélido verde com rendimento de 68%, 0.342g.
MM (C31H2sN4O4CICu) = 559.66 g/mol. Analise elementar: Calc. para
(C31H25N404CICu): C, 60.39; H, 4.09; N, 9.09; Obtido: C, 60.0; H, 4.4; N, 8.7. ESI-MS:
m/z [Obtido (Calcd)]: 580.0 (580.12) (16%) [M]*; 612.0 (612.1) (100 %) [M+MeOH]*;
625.9 (625.0) (46%) [M+2Na]*; 656,5 (656.1) ([M+ACN]*. Considerando o complex
sem um ido cloreto. O acetonitrile & representado por ACN. UV-Vis. em DMSO,
Amax/nm (e/M-Tecm1): 296 (1.7x10%), 350 (9.1x103), 650 (193). Nao foi possivel hidrolisar

o complexo e, portanto, o conteudo de cloreto na formula nao foi confirmado.

Na[V'VO(L5)CI2] (10) Os solventes e solugdes utilizados na sintese de 5 foram
desaerados com N2. O complexo 5 foi sintetizado adicionando 1.5 mL de VOSO4 (1
mmol) em metanol a uma solugdo de HL2 em metanol (7 mL, 1 mmol), seguido da
adicdo de algumas gotas de KOH em metanol para ajustar o pH a ca. 7.5-8.0. Um
solido verde acastanhado precipitado imediatamente, a mistura permaneceu sob
atmosfera inerte e sob agitacdo durante ca. 3 h e apds o isolamento do sélido foi
lavado com agua, éter etilico e seco sob vacuo. Yield: 27.3%, 0.068g; MM
([C19H17N20sCI2VINa) = 498.19 g/mol. Andlise elementar: Calc. para
([C19H17N205CI2V]Na*H20): C, 44.21; H, 3.71; N, 5.43; Cl, 13.74; Obtido: C, 44.4; H,
3.9; N, 4.9; Cl, 14.2. ESI-MS: m/z [Obtido (Calcd)]: 513.8 (514.0) (24%) [M+K]*; 519.9
(5620.0) (28%) [M+2Na-H]*. Considerando o complexo neutro protonado. UV-Vis. em
DMSO, Amax/nm (¢/M-'cm-): 310 (8.6x10%), 388 (5.8x103), 600 (139).

[VVO(L5)(phen)Cl]*NaCl (11) O procedimento foi semelhante ao utilizado para
10 sendo também foi adicionado 1,10-fenantrolina (1 mmol) apds cerca de 15 minutos
de reacgdo. O solido foi lavado com agua, éter etilico e seco sob vacuo. Foi obtido um
sélido castanho claro com rendimento de 25.4%, 0.079 g. MM (C31H25N4O05CIV) =
619.95 g/mol. Analise elementar: Calc. para ([C31H25sN4Os5CIV]NaCl-2.5H20): C, 51.47;
H, 4.18; N, 7.75; Obtido: C, 51.2; H, 3.9; N, 7.5. ESI-MS: m/z [Obtido (Calcd)]: 584.1
(584.1) (7%) [M]*; 616.0 (616.2) (40%) [M+MeOH]*. Considerando o complex sem o
ido cloreto como sendo a molécula ionizada. UV-Vis. em DMSO, Amax/nm (g¢/ M-'cm-™):
274 (2.2x10%), 294 (1.2x10%), 396 (5.1x10%), 417 (5.6x103), 460 (6.2x103%). Nao foi
possivel hidrolisar o complexo e, portanto, o conteudo de cloreto na formula nao foi

confirmado.
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8.2.2.4. Procedimentos para a preparag¢ao dos complexos contendo o pré-ligando
HL7

[Cu"(L7)(H20)] (12) A adigdo gota-a-gota de 1 mL de CuCl2 (0.5 mmol) em
metanol a uma suspensao de HL7 em 25 ml em metanol (0.0785, 0.5 mmol) formou
uma solugcédo de coloragdo verde limpida. De seguida foram adicionadas algumas
gotas de KOH em metanol para ajustar o pH a cerca de 7.5-8.0. Deixou-se a mistura
sob agitacdo a temperatura ambiente durante cerca de 4h com a obtengcdo de um
so6lido que foi isolado por filtragdo durante 2 minutos a 6000RPM e lavado com H20 e
metanol a frio, seguido de éter etilico, e seco sob vacuo. Redissolveu-se o complexo
em isopropanol filtrou-se e evaporou-se o solvente sob vacuo a secura. Foi obtido um
sélido verde tropa com rendimento de 36.8%, 0.0382mg. Analise elementar: Calc.
para ([C16H19N3OsCu]H20): C, 46.32; H, 5.10; N, 10.13; Obtido: C, 46.41; H, 4.50; N,
9.95. ESI-MS: Modo positivo: m/z [Obtido (Calcd)]: 279.19 (279.06) (97%) [M+H]*.
Considerando o complexo sem a molécula de agua. UV-Vis. em DMSO, Amax'nm (&/
M-ecm-): 273 (12182), 299 (10975), 386 (5675), 668 (194).

[CU"(L7)(phen)]*KCI (13) O procedimento foi semelhante ao utilizado para 12
sendo que foi adicionado 1,10-fenantrolina (0.5 mmol) apds cerca de 15 minutos de
reacao. O isolamento e purificacido foi efetuado da mesma forma. Foi obtido um sdlido
verde amarelado com rendimento de 26.7%, 0.046 mg. Analise elementar: Calc. para
([C28H25N504Cu]KCI+2H20): C, 50.22; H, 4.36; N, 10.46; Obtido: C, 50.29; H, 3.87; N,
10.68. ESI-MS: Modo positivo: m/z [Obtido (Calcd)]: 558.12 (559.6) (4%) [M+H]*. UV-
Vis. em DMSO, Amax/nm (¢/ M-'cm-): 266 (29098), 298 (25143), 446 (2285), 355
(12906), 652 (248)

[Cu"(L7)(amphen)]*KCI (14) Realizou-se o mesmo procedimento do 13 com a
obtencdo de um sdlido verde escuro com rendimento de 31.6%, 0,0316 g. Analise
elementar: Calc. para ([C2sH26NeO4Cu]KCI*H20): C, 50.45; H, 4.23; N, 12.61; Obtido:
C, 50.90; H, 4.32; N, 12.54. Nao foi possivel observar o pico de m/z do i&o molecular
nem de nenhum dos aductos habitualmente formados no modo positivo ou negativo.
Apenas se considerarmos a perda de uma unidade de piridoxal, resultando num

complexo neutro com amphen e piridoxal coordenados ao centro de ido de metal: ESI-
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MS: Modo positivo: m/z [Obtido (Calcd)]: 423.17 (424.06 (100%). UV-Vis. em DMSO,
Amax/nm (€/ M-'em): 261 (14671), 280 (14142), 379 (3585) (larga), 562 (601)

[VIVO(L7)(H20)2] (15) O procedimento adotado foi o mesmo do complexo 13
com o cuidado de ter um fluxo continuo de N2 durante a reagdo e nos passos de
purificacdo sendo que o processo de centrifugagao foi realizado apenas 30 segundos
com o recipiente selado com N2 no seu interior. Foi obtido um sdlido verde com
rendimento de 54.6%, 0.0576 g. Analise elementar: Calc. para
([C16H21N307V]0.5H20): C, 44.97; H, 5.19; N, 9.83; Obtido: C, 45.1; H, 4.58, N, 9.66.
ESI-MS: Modo positivo: m/z [Obtido (Calcd)]: 414.13 (415.09) (100%) [M+MeOH+H]".
Considerando o complexo a perda de uma molécula de agua. UV-Vis. em DMSO,
Amax/nm (¢/ M-'cm"): 280 (14142), 379 (3585), 562 (601.6).

[VVO(L7)(phen)]*KClI (16) Efetuou-se o mesmo procedimento para a obtengdo
do complexo 15 com a a adi¢ado de 1,10-fenantrolina (0.5 mmol) apds cerca de 15
minutos de reagao. Foi obtido um sdlido castanho com rendimento de 45.8%, 0.0796
g Andlise elementar: Calc. para ([C2sH25N505V]KCI*2H20): C, 49.97; H, 4.34; N, 10.41;
Obtido: C, 50.23; H, 4.05; N, 10.25. Modo positivo: m/z [Obtido (Calcd)]: 563.04
(563.14) (10%) [M+H]* UV-Vis. em DMSO, Amax/nm (¢/ M-'cm-): 278 (43962), 278
(43962), 464 (5047), 348 (14461)

8.2.2.5. Procedimento geral para a sintese dos complexos do tipo [VO(Xphen)2]*

A sintese dos complexos de vanadio foi realizada com base em protocolos da
literatura.[2][3][4] Dissolveu-se 0.5 mmol de VOS04.5H20 em 1 ml de H20-Milig com
agitacado a temperatura ambiente numa atmosfera inerte (N2), seguido da adigéo gota
a gota de 1.5 ml de uma solugéo etandlica contendo 1 mmol da 1,10-fenantrolina
pretendida. Apds aproximadamente 30 minutos, um sélido foi-se formando e a mistura
foi mantida em agitacdo durante cerca de 3 horas. O precipitado foi isolado por
filtracdo e lavado com H20 frio seguido de etanol frio e seco sob vacuo. Os solventes
foram purgados com gas de nitrogénio antes de serem utilizados e a mistura de reacgéo

foi mantida sob fluxo N2.
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[VIVO(OSO0s)(phen)2].3H20 (17). Foi obtido um sdlido castanho claro com
rendimento de 73%, 209 mg. Analise elementar: Calc. para (C24H22N40sSV): Calc. C,
49.92; H, 3.84; N, 9.70; S, 5.55; Obtido: C, 50.0; H, 4.5; N, 9.7; S, 5.8. ESI-MS
(metanol): Modo positive: m/z [Obtido (Calcd)]: 457.98 (458.09) (100%)
[VO(OMe)(phen)z]*. Foi obtido e determinada a estrutura por cristalografia de raio-x
de cristal unico. As condi¢cdes experimentais para permitir a fomacéo do cristal foram
realizadas de acordo com a literatura.[5] O sdlido [VVO(OSOs)(phen)2] foi colocado
num frasco e dissolvido numa quantidade minima de dimetilformamida, seguido pela
adicdo de aproximadamente 1:10 parte H20-Miliq. e algumas gotas de éter dietilico.
O frasco foi entdo mantido fechado a temperatura de 4°C durante pelo menos uma

semana. Numero de deposicdo 2015213.

[VVO(OSO03)(Mezphen)2].5H20 (18). Foi obtido um solido castanho claro com
rendimento de 66.9%, 224mg. Analise elementar: Calc. para (C2sH34N4O10SV): Calc.
C, 50.23; H, 5.12; N, 8.37; S, 4.79; Obtido: C, 50.2; H, 4.8; N, 8.2; S, 5.3. ESI-MS
(metanol): Modo positivo: m/z [Obtido (Calcd)]: 514.05 (514.16) (100%)
[VO(OMe)(Mezphen)2]*.

[VVO(OSOs)(amphen)2]-3H20-0.5EtOH (19). Foi obtido um sélido vermelho
tjolo com rendimento de 62.2%,196mg. Anadlise elementar: Calc. para
(C2sH27N6Os.5SV): Calc. C, 47.62; H, 4.32; N, 13.33; S, 5.08; Obtido: C, 48.0; H, 4.1;
N, 13.4; S, 4.6. ESI-MS (metanol): Modo positive: m/z [Obtido (Calcd)]: 553.83
(5654.05) (20%) [VO(OSOs)(amphen)z2+H]*; 487.99 (488.12) (100%)
[VO(OMe)(amphen)2]*.

[VVO(OSO0s)(bipy)2].2H20 (20). Foi obtido um sélido castanho escuro com
rendimento de (79 %) 64 mg. C20H16N4OsSV: Calc. C, 46.97; H, 3.94; N, 10.96; S,
6.27; Obtido: C, 46.7; H, 4.1; N, 10.8; S, 6.5. ESI-MS (metanol): Modo positivo: m/z
[Obtido (Calcd)]: 409.88 (410.09) (15%) [VO(OMe)(bipy)z2]*; 475.82 (476.04) (5%)
[VO(OSOs)(bipy)2+H]*; 538.76 (539.05) (7%) [VO(OSOs)(bipy)2+ACN+Na]*.
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8.2.2.4. Procedimento geral para a sintese dos complexos do tipo [Cu(phen).]**

A sintese dos complexos de cobre 21-23 foi efetuada de acordo com a
literatura,[6][7] pela dissolu¢do de 0.121 g de nitrato de cobre(ll) tri-hidratado (0.5
mmol) em 1 mL de etanol seguido da adicdo de 2 mL de uma solugéo etandlica ou
metandlica contendo 1 mmol do derivado 1,10-fenantrolina. As solugdes foram
deixadas em agitagdo a temperatura ambiente durante 30-60 min, com a formagéao de
um precipitado que foi isolado por filtragdo, lavado com agua, metanol frio e éter

dietilico e seco sob vacuo.

[Cu"(phen)2(H20)](NO3)2 (21): Um sdlido verde claro foi obtido com rendimento
de 75.4%, 217 mg. Analise elementar: Calc. para C24H1sNeO7Cu-0.5H20: C, 50.13; H,
3.33; N, 14.62; Obtido: C, 50.1; H, 3.4; N, 14.5%. ESI-MS m/z [Obtido (Calcd)]: 484.78
(485.05) (17%) [Cu(phen)2(NO3)]*; 211.74 (211.54) (100%) [Cu(phen)2]?*. ATR-FTIR
(cm=1): 3060 (C-aromatico); 1609 (C=N); 1521 (C=C); 1430 (C-C); 1305 (C-N); 855
(deformagéo de anel). UV-Vis. [DMSO, Amax/nm (€ / M~1 cm~1)]: 700 (5.16x10"), 345
(1.12x103), 327 (3.01x103), 295 (2.14x10%), 273 (5.92x10%).

[Cu"(Me2phen)2(NO3)](NO3)-H20 (22): Um sdlido verde acinzentado foi obtido
com um rendimento de 75.1%, 234mg. Analise elementar: Calc. para
C2sH24NeOsCu.H20: C, 54.06; H, 4.21; N, 13.51%; Obtido: C, 54.5; H, 4.3; N, 13.2%.
ESI-MS m/z [Obtido (Calcd)]: 540.8 (541.1) (15%) [Cu(Mezphen)2(NOs3)]*; 239.8
(239.6) (100%) [Cu(Mezphen)2]?*. ATR-FTIR (cm™1): 3068-3061 (C-Haromatic); 2979-
2921 (C-H-aliphatic); 1622 (C=N); 1517 (C=C); 1450 (C-C); 1353 (C-N); 844
(deformacgdo de anel). UV-Vis. [DMSO, Amax/nm (¢ / M1 cm™1)]: 697 6.45%x10"), 345
(1.94x103), 328 (3.90%x103), 294 (2.13x10%), 275 (7.51x10%).

[Cu'(@amphen)2(H20)](NO3)2 (23): Um solido verde acastanhado foi obtido com
um rendimento de 73.7%, 220 mg. Analise elementar: Calc. para C24H1sCuNgOs.H20
C, 48.37; H, 3.38; N, 18.80%; Obtido: C, 48.1; H, 3.2; N, 18.8%. ESI-MS m/z [Obtido
(Calcd)]: 514.8 (515.1) (15%) [Cu(amphen)(NOs3)]*; 226.8 (226.5) (100%)
[Cu(amphen)z]2*. ATR-FTIR: (cm™1): 3411-3340 (N-H); 3061 (C-Haromatic); 1642-1622
(C=N); 1522 (C=C); 1463 (C-C); 1316 (C-N); 862 (deformagéo de anel). UV-Vis.
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[DMSO, Amax/nm (€ / M1 cm1)]: 695 (5.57x101), 440 (2.74x103), 365 (1.47x10%), 295
(4.14x10%), 270 (3.96x10%).

8.3. Cromatografia anidénica

Os complexos foram dissolvidos em DMSO (ca. 4mM) e hidrolisados com uma
solugdo de 0.1 M de H2SO4, agitando a temperatura ambiente durante a noite. As
solugdes resultantes foram diluidas em agua Millipore para que a concentragao
prevista de Cl estivesse dentro do intervalo da curva de calibracdo obtida. A curva de
calibracdo foi obtida com cinco solugdes de KClI, preparadas a partir de uma solugao
concentrada rigorosa de 500 ppm em agua Millipore, com concentragdes que
variavam entre 2 a 25 ppm. As solugdes diluidas e hidrolisadas dos complexos foram

injetadas, e a concentragao de cloreto foi determinada.

8.4. Estabilidade hidrolitica

Solugbes padréao de complexos e pro-ligandos foram preparadas em DMSO
com concentragdes que variam de 1.0 a 4.0 mM e diluidas em DMSO, NH4CO3 (25
mM, pH~7.4), PBS (10 mM, pH = 7.4), ou meio de incubagao celular para obter
concentragdes que variam de 25 a 120 uM com concentragdo de DMSO inferior a <
5%. Os espetros de absorcéo das solugdes diluidas foram monitorizados entre 250 e
800 nm ao longo do tempo.

8.5. Estudos de interagao com o ADN

Em todas as experiéncias foi utilizada agua Millipore e solugdes tampé&o Hepes
(10 mM, pH = 7.4) ou PBS (10 mM, pH = 7.4). As solugdes padrédo dos complexos
foram preparadas em DMSO. As solucdes de estudo foram preparadas por diluicao
da solucdo padrdo em DMSO em tampéao Hepes ou PBS. A quantidade de solvente
organico foi mantida abaixo dos 5% (v/v). O ADN do timo de bezerro — (ctADN) - foi
adquirido a Sigma. As solu¢des de ctADN foram preparadas por dissolugdo em
solucdo tampao e mantidas a 4°C cerca de 48h para hidratar completamente a
biomolécula. A concentracédo de ctADN foi determinada por absorvancia UV usando o

coeficiente de extingéo por nucleotido €260 = 6600 M-' cm'.[8] A relagéo de absorgao
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(A260/A280) da solugao de ctADN encontrava-se compreendida entre os valores de

1.8 e 1.9, indicando que o ctADN estava suficientemente livre de proteinas.

8.5.1 Espetroscopia Eletrénica de Absorgao

As titulagdes de absorg¢ao foram realizadas adicionando diferentes quantidades
de ctADN a uma solugao dos complexos com concentragdo de DMSO < 5% (v/v). Os
espetros de absorgao foram medidos 5 min apds a adi¢ao e uma quantidade igual de
ctADN foi adicionada tanto a amostra como a célula de referéncia para eliminar a
contribuicdo de ctADN. As constantes de associagao foram estimadas ajustando a

absorgcao aos comprimentos de onda pretendidos para a equacado de Kaminoh.[9]

__ Ap+K[ADN]Ag,¢

Abs
1+K[ADN]

(eq. 8.1)

onde Asat € a absorvancia em condicdes de saturacdo, Ao € a absorvancia do
complexo, K é a constante de Kaminoh determinada a partir da curva de Abs vs.
[ctADN].

As constantes (Ksc) também foram obtidas ajustando os dados de absorgéo a

equacao do modelo matematico Scatchard[10]:

[ctDNA] _ [ctDNA] | _ 1 (eq. 8.2)

Agqp Ae AeKpc

Onde Aeap = [ea-&1]; Ae = [eb-€f]; €a; @ € @ razdo entre a absor¢do medida e a
concentragdo do complexo (Abs/[complexo]); b e f sdo os coeficientes de extingdo do
composto ligado ao ctADN e livre em solugdo, respetivamente; [ctADN] € a
concentragéo de ctADN (em pares de bases) e Kec € a constante intrinseca de ligagéo
calculada pelo grafico de [ctADN]/ap vs. [ctADN]. Em todos os ensaios de ctADN foi

utilizada uma célula de quartzo de 10 mm de comprimento de percurso 6tico.

8.5.2. Dicroismo circular
Titulagbes de dicroismo circular de complexos, que contém 1,10-fenantolina
como co-ligando, com ctADN foram feitas mantendo constante a concentracdo de
ctADN enquanto se variava a concentracdo dos complexos. As solugdes de ctADN
foram tituladas adicionando pequenas quantidades dos complexos dissolvidos em
DMSO para obter racios molares complexos/ADN variando de 0.02 a 1.5. Os ensaios
foram realizados diretamente na cuvete de quartzo de 10 mm e os espetros de DC

foram recolhidos entre 230 a 600 nm com 1nm de largura de banda, utilizando um
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fotomultiplicador UV. Os espetros em branco foram medidos sem ctADN e subtraidos

da amostra correspondente.

8.6. Interagdo com a BSA

A ligagédo de complexos de ides de metal a BSA (albumina de soro bovino) foi
avaliada por medicdes espetrais de UV-Visivel e DC. Foram obtidas solugbes padrao
de BSA dissolvendo a proteina em tampao PBS (10 mM, pH~7.4), ou HEPES (10 mM,
pH~7.4) que foi mantida a 4 °C durante pelo menos 3 h para hidratar completamente.
A concentracao de albumina foi determinada pela medi¢do da absorvancia a 279 nm,
considerando o coeficiente de extingdo molar 44309 M-'cm'.[11] As solugbes padrio
concentradas de complexos de ides de metal foram preparadas em DMSO e diluidas
com tampéao PBS, devido a sua solubilidade limitada em meio aquoso; a quantidade

de DMSO nas amostras era inferior a 5%.

8.6.1. UV-Vis.

A espetroscopia de absorgéao eletronica foi utilizada para monitorizar (até 24 h)
a estabilidade dos compostos e também as interagcbes com BSA. Foram preparadas
amostras contendo BSA (ca. 25 uM) e cada complexo na propor¢cao desejada
garantindo que a concentracdo de DMSO fosse inferior a <6 % (v/v). Todos os
espetros foram registados em células de quartzo de 10 mm de percurso 6tico (240-
700 nm). A mesma quantidade de BSA foi adicionada a célula de referéncia para

cancelar a contribuicdo do espetro da albumina.

8.6.2. Estudos de interagao com os complexos

As titulagcdes de BSA em tampao foram efetuadas adicionando uma solucdo em
DMSO para obter concentragdes finais de forma que a quantidade de DMSO fosse
inferior a 5%(v/v). Outro ensaio foi realizado adicionando a solugé&o padréo de BSA a
amostra contendo o complexo em tampao PBS (com DMSO >5 %, v/v). Todas as
solucdes de trabalho foram medidas a temperatura ambiente com uma cuvete de

quartzo de 10 mm de percurso o6tico.
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8.6.3. Estudos de estabilidade de espécies BSA/complexo formados

A solucédo de BSA em tampéao PBS foi titulada com solugbes dos complexos

dissolvidos em DMSO para obter concentra¢gdes de DMSO <5 (%). Os espetros DC

das solugdes foram medidos e a varios racios de complexo/BSA e as solugdes de

cada proporgao medida periodicamente sempre que seja adequado ao estudo. Foram

medidos ensaios em branco para cada espetro DC com a mesma concentragao de
ambos os complexos e DMSO sem a proteina.

8.6.4. Estudos de conformagao da BSA
As solugdes padrao dos complexos foram preparadas em metanol e utilizadas
em poucas horas. As amostras de misturas de proteinas e complexos-proteina foram
preparadas individualmente por diluicdo de quantidades adequadas e medidas apos
um tempo de equilibrio de 8-10 minutos para cada amostra. A quantidade de solvente
organico mantida abaixo de 5 (v/v) em cada amostra. As linhas de base foram
registadas e subtraidas de cada espetro de amostra. Os dados obtidos foram tratados

utilizando a seguinte relagao de conversio.[18]

MRE = —20bs (eq. 8.4)

CpxXnxIx10

Onde Bobs € o0 sinal de DC observado em mili-graus, n € o numero de residuos
de aminoacidos (585), | € o comprimento do percurso 6tico em cm e Cp € a
concentragdo da proteina BSA em molaridade. As alteragdes a nivel das hélices-a da

estrutura secundaria da BSA foram calculadas utilizando a seguinte equacgao:[18]

—MRE5(3—4000
330004000

a-helical (%) = x 100 (eq. 8.5)

8.6.5. Fluorescéncia

Adicbes sucessivas de solugdes padrao dos complexos em DMSO foram
diretamente introduzidos na cuvete contendo BSA (ca. 0.68 uM) em tampao HEPES
(pH 7.4, 10 mM) para obter uma concentracdo de DMSO inferior a <4% (v/v). Os
espetros de emissdo de fluorescéncia foram registados utilizando os seguintes

parametros: A abertura de fenda com largura de banda entre 3 e 5 nm. Foram medidos
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0s ensaios branco para cada amostra. Os dados foram corrigidos em relagdo a
absorgao e aos efeitos do filtro interno.[12][13]
Os dados de extingdo por fluorescéncia foram ajustados com a equagao de

Stern-Volmer:

Iy
Fo1F Ks[Q]
(eq. 8.6)

onde lo e | sdo as intensidades relativas de fluorescéncia da proteina BSA na
auséncia e presenca do supressor, respetivamente. [Q] é a concentracdo do
supressor € Ksyv € a constante de extingcdo de Stern-Volmer. As constantes de Ksv
foram obtidas a partir da regressao linear da parcela de lo/l vs. [Q]. As constantes de

ligacao foram determinadas utilizando a equagao Scatchard.[14]

Al
/fo Al

ol =NKgcp - Ksmg
(eq. 8.7)

onde Ksch representa a constante de ligagao obtida a partir do declive do grafico

obtido pela equacao:

Al
/Io Al

e =
2] o (eq. 8.8)

e n € o numero de locais de ligagdo por molécula de proteina.

8.7. Atividade de inibigao de formacgao de radicais (RAS)

1.25 mL de uma solugao de DPPH (50 uM) em metanol foi misturado com cinco
solucdes contendo o composto selecionado em diferentes concentragdes, dissolvido
no mesmo solvente. O volume final foi ajustado para 3.5 mL com metanol. O controlo
continha apenas DPPH. As amostras foram agitadas e deixadas durante 30 min
protegidas da luz a temperatura ambiente e os espetros de absorgao foram registados
entre 300 e 700 nm. A percentagem de RAS foi determinada medindo a absorvancia
da DPPH a 517 nm de acordo com a seguinte equagao:

ORAS = Tipadrio D amostra 100 (eq. 8.9)

AbSpadrao
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onde Absamostra € @ absorcao de solugbes de DPPH contendo o composto a
testar e Abspadrao € a absorgcao de DPPH em metanol. O acido ascérbico foi escolhido

como controlo positivo.

8.8. Ensaios de viabilidade celular

Os ensaios biolégicos foram realizados no Centro de Ciéncias e Tecnologias
Nucleares (C?TN), Instituto Superior Técnico, Universidade de Lisboa pela Dra.
Fernanda Marujo Marques e seus colaboradores. Na University Research Center for
Translational Medicine (KUTTAM) em Sariyer, Istambul, Turquia, pelo grupo liderado
pala Dra. Ceyda Acilan e no pelo Dr. Ignacio E. ledn pertencente ao grupo CONICET
do Centro de Quimica Inorganica (CEQUINOR), da Universidade Nacional de La Plata
(UNLP), Buenos Aires, Argentina.

Como exemplo, para testar a viabilidade celular induzida pelos compostos do
capitulo V, foi usado o ensaio MTT que resumidamente consiste em deixar em manter
as células em crescimento numa placa com 96 pogos por 24h seguido do tratamento
com os compostos durante outras 24 h. A viabilidade celular foi analisada usando um
leitor de placas para obter as absorvancias selecionadas. Esses dados foram
analisados em Graphpad Prism (V5,01) para obter o ICso de cada composto e 0 DMSO
usado como controlo.

Informacao mais detalhadas dos procedimentos adotados podem ser obtidos
na literatura.[15][16][17][18]
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» Capitulo IX - Consideragoes finais
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9.1. Consideragoes finais

Este trabalho teve como objetivo preparar e avaliar o potencial antitumoral de
complexos Cu" e VIVO com ligandos bioativos derivados da vitamina Be e co-ligandos
heterociclicos aromaticos com atividade bioldgica. Pretendia-se também avaliar a
especiacao de complexos de Cu e VO em meios fisioldgicos de modo a ter uma viséo
mais abrangente dos mecanismos da morte celular envolvidos para este tipo de
complexos. Os resultados foram discutidos de uma forma integrada ao longo do texto
em cada capitulo, pelo que serdo aqui apresentadas apenas algumas reflexdes finais

sobre o trabalho desenvolvido.

O piridoxal e a piridoxamina foram selecionados ndo so6 pela facilidade na
preparacdo de bases de Schiff mas também devido a enorme versatilidade e
abrangéncia de possibilidades em conjuga-los com outras aminas, aldeidos ou
cetonas com relevancia biolégica. Outro motivo esta relacionado com a capacidade
das bases de Schiff formarem complexos estaveis com a maioria dos metais de
transicao. A simplicidade sintética e a purificacdo dos potenciais farmacos preparados,
sao fatores importantes para aplicagbes futuras na industria farmacéutica.
Prepararam-se entdo, sete novos pro-ligandos usando procedimentos sintéticos
simples com bons rendimentos, e a partir destes, obtiveram-se 13 novos complexos

de cobre e 4 novos complexos de vanadio.

A estabilidade dos complexos foi avaliada em meio aquoso, previamente aos
estudos de citotoxicidade e interagao com biomoléculas, por forma a podemos avaliar
corretamente estes resultados. A excecdo dos complexos constituidos pelas bases de
Schiff formadas com as cromonas do tipo [M(Ln)], todos os restantes complexos
mostraram ser estaveis o suficiente para se realizarem os ensaios bioldgicos. A
utilizagcdo dos co-ligandos heterociclicos aromaticos, visou aumentar a atividade
citotdxica; é expectavel que isto também contribua para direcionar o modo de agao
dos complexos para a interacdo com o ADN. Todos os complexos que os continham
demonstraram também melhorias na sua estabilidade em meio aquoso. De facto, foi
verificado que os complexos com estes co-ligandos apresentaram maior citotoxicidade
e maior capacidade de ligagdo ao ADN, com perfis de ligacdo diferenciada
dependentes do substituinte usado no anel heterociclico.

A atividade antioxidante foi também avaliada com a obtencéo de pro-ligandos

com destaque para o Hz2L2, que apresentou uma atividade de inibigdo de formagao de
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radicais livres excecionalmente alta, superior até a atividade do acido ascérbico,
controlo positivo. O complexo 6 também apresentou valores préximos do composto

de referéncia.

No geral, é notavel que os co-ligandos heterociclos melhoram o perfil
farmacolégico tanto para os complexos de Cu(ll) como para os de V(IV)O. Um
resultado interessante foi obtido para o composto 9 que evidenciou interagir com a
BSA com a formacdo de outras espécies diferentes do complexo original. Estes
estudos indicam a necessidade de se estudar a especiacdo em meio celular, assim
como a interagdo com biomoléculas existentes no meio celular, que tenham afinidade
para o centro de ibes de metal dos complexos em estudo (principalmente para
complexos constituidos por ligandos labeis, tais como diiminas aromaticas). Estes
resultados motivaram a producgao e purificagdo de outros 7 complexos binarios de
Cu(ll) e V(IV)O constituidos apenas por ligandos phen e seus derivados para explorar
esse tema. Foram também sintetizados e purificados outros 7 homologos de Fe(lll) e
Zn(ll) para comparagéo.

Os complexos do tipo M(Xphen)2 sdo mais citotdxicos que os respetivos
ligandos para tempos de incubagao até as 24 h, apds o qual os valores tendem a
igualar. Este facto esta relacionado com a especiagdo imediata sofrida em meio
fisioloégico, originando diferentes espécies. Para além destes equilibrios a
concentracao de albumina de soro bovino também pode afetar os valores de ICs0, uma
vez que a competicdo da BSA e da phen pelos ides metalicos origina diferentes tipos
de espécies com proporcoes dependentes da concentragdo de complexos
inicialmente adicionados e da quantidade de albumina existente. Deste modo os
mecanismos de acado serdo distintos mediante as condigdes experimentais dos
ensaios de citotoxicidade, por exemplo a varios periodos de incubagdo, ou com
diferentes concentracdes de albumina. Em relagdo aos mecanismos de morte celular,
uma vez entrando nas células muito provavelmente os ides metalicos e as moléculas

de phen devem ter acdo separada alvos distintos.

Em conclus&o os complexos de Cu(ll) e V(IV)O com ligandos de bases de Schiff
derivados da vitamina Bs desenvolvidos nesta tese, cumpriram o objetivo de combinar
estabilidade e atividade biolégica, apresentando caracteristicas interessantes que
valera a pena explorar como novas familias com potencial terapéutico para o cancro.

Assim como os estudos realizados e discutidos nos capitulos VI e VII podem ter
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grande impacto na avaliagdo dos ensaios de citotoxicidade de complexos de ides de
metal, tais como Cu(ll) ou V(IV)O que contenham diaminas aromaticos.
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Anexo 1. Estruturas dos pré-ligandos e complexos
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Anexo 2. Determinagao das constantes de ligagao das espécies Cu(ll)- e
Cu-phen a BSA (e HSA)

Como ja foi referido, estas constantes foram determinadas através de calculos
efetuados pela Dr.2 Sofia Gama em colaboragdo com o Professor Jodo Pessoa e a
Dr.2 Isabel Correia. Comegou-se por definir as constantes condicionais parciais (Kn) e

globais (Bn) da ligacao de Cu(ll) com estas proteinas a pH constante como:

Ki: Cu*' + proteina S (Cu)i(proteina) (2A)

Kz:  (Cu)i(proteina) + Cu** S (Cu)a(proteina) (2B)

Kn:  (Cu)ni(proteina) + Cu(Ill) S (Cu)n(proteina) (20)

- [(Cu“)l(proteiina)] (3A)
[Cu?*][proteina]

Cu?*),(proteina
K, = [( )2(p : )] (3B)
[(Cu?*t),(proteina)][Cu?*]

Bn: nCu®" +proteina S (Cu)n(proteina) (4A)

[(Cu),(proteina)]

B, = [Cu?t]|"[proteina] (4B)

Para o sistema que também inclui phen, as constantes de ligagao Bpq foram

definidas pelo equlibrio | (ver texto principal capitulo VII) e correspondem a:

_ [cur*),(Phen) 4 (proteina)] (3)
qu ~ [Cu?*]P[Phen]d[proteina]

Os valores Kn , Bn € Bpqg dependem do pH e da natureza do tampé&o.

A albumina de soro humano e bovino contém um local primario de ligagao forte
para o Cu(ll), o local N-terminal (local 1, que envolve residuos Asp1, Ala2, His3)[1] e
um local secundario, o local de ligagao multimetal (MBS ou local 2) localizado na
interface entre os dominios | e Il da HSA. O MBS é o local primario de ligagao dos ides
de Zn(ll).[1] Como as ligagbes covalentes sdo estabelecidas entre os atomos
doadores de BSA (ou HSA) e os ides Cu(ll), a quiralidade dos aminoacidos proteicos
€ transferida para o cobre(ll) e o dicroismo circular pode ser observado para as bandas
centradas no metal na regido do visivel devido as transi¢cdes d-d. A ligagao no local 1

€ muito mais forte do que no local 2 e constantes de ligagdo condicional (ver egs. 2-



4) a pH = 7.4 foram determinadas a partir de dados de DC para HSA como log B1(local
1)=12.0+ 0.5 e log B2(local 1+2) = 18.0 £ 1.0 (constante de ligagao parcial: log Kz(local
2) ~6);[1][2] Na albumina de soro de bovino, o local de ligagéo 1 € também muito mais
forte do que o local 2 e foram reportadas constantes de ligagao condicional para Cu(ll)
a pH = 7.4 no intervalo: (a) log B1 (Local1) 11-13.5 e (b) log Kz (Local 2) no intervalo
6-7.[1][3][4] Outros locais de ligagdo mais fracos com log Kn ~ 5-7 (n > 3) foram

também determinados.[3][4]



Anexo 3. Potenciais ligandos existentes nos meios de incubagao de

células de mamiferos.

Nos meios de incubagao habituais para as células de mamiferos utilizados,
existem varios potenciais ligandos de baixo peso molecular para ides metalicos, tais
como cloreto (100-110 mM), glucose (10 a 25 mM), piruvato (aprox. 1 mM),
aminoacidos (aprox. 0.01 a 0.1 mM), vitaminas e mediadores redox (aprox. 1 a 40 uM
cada).[5] A importdncia de cada um destes ligandos depende do ido metalico
considerado e do intervalo de concentracdo do complexo de ido metalico a ser
analisado. Por exemplo, a concentragdo de glutationa reduzida (GSH) nos meios de
cultura celular esta tipicamente presente a =3-4 uM.[5] Na presenca de complexos de
Cu(ll), com concentragdes superiores a ~20 uM, provavelmente ndo sera um potencial
ligando, podendo, no entanto, ser relevante caso a concentragao de Cu(ll) seja de 1-
3 uM (o intervalo de varios valores de ICso de complexos de Cu(ll)-phen). A GSH
podera reduzir o Cu(ll) a Cu(l), formando glutationa oxidada (GSSG), no entanto o
Cu(l) na presencga de oxigénio, sera provavelmente oxidado a Cu(ll) num periodo de
tempo relativamente curto.

Quanto aos ligandos de elevado peso molecular, as principais proteinas a
considerar sdo as albuminas. Os meios de incubacao de células de mamiferos podem
conter BSA a baixas concentragdes (uM), por exemplo =6 uM no meio de cultura:
Advanced Dulbecco's Modified Eagle's Medium.[5][6] O soro fetal de bovino (FBS)
contém até cerca de 36 g/L (=540 uM) de BSA, bem como outras proteinas. O FBS
esta tipicamente presente nos meios de incubagdo num intervalo entre 1 e 10 %,
sendo a principal fonte de albumina presente em contacto com células.

O FBS utilizado nas medigdes de citotoxicidade realizadas contém 25.8 g/L de
BSA. Por conseguinte, o meio de incubacdo utilizado contém quantidades
significativas de albumina de soro bovino (aprox. 3.9x10° M). Assim, de entre os
potenciais ligandos existentes nos meios celulares que podem competir com os
ligandos phen para os ides de Cu(ll), a BSA é a mais relevante. As quantidades
médias de BSA em contacto com células em experiéncias in vitro sdo assim = 20-40
uM, correspondendo a adigao de 5-10 % de FBS, sendo este potencialmente o
principal ligando para os complexos de Cu(ll).

No sistema de Cu(ll)-phen, ndo considerando a possibilidade de reducéo de

Cu(ll) a Cu(l) (por exemplo pela GSH), varias espécies de Cu podem ser



consideradas: Cu?*, Cu(OH)* (log B = -6,5)[7], [Cu(phen)]?*, [Cu(phen)]** e
[Cu(phen)s]?* (log B1 =9.1; log B2 = 15.85; log B3 = 20.9).[8]

Dos varios ligandos presentes no meio de incubacéo utilizado, todos os
aminoacidos sao potenciais ligandos para o Cu(ll) e a sua concentragao total em Adv.
DMEM ou RPMI-1640 esta no intervalo 100-800 uM.[5][6] (para o meio RPMI-1640).
Os mais relevantes sao Arg, GIn, lle, Leu, Lys, Thr, Val, Gly, Ser, (sendo Phe, Tyr,
Met, Cistine, e outros menos importantes). Para avaliar a relevancia dos aminoacidos
na coordenagéao ao Cu, foi considerada a concentragdo de 600 uM (como média) e as
constantes de formagao da glicina, considerando apenas as espécies CulL e Cul2 (log
B1=8.1, log B2 = 15.0 pKa1 = 9.56, pKa2 = 2.36[9]). Foram realizados varios tipos de
calculos de especiacédo pelo Professor Jodo Pessoa, que, considerando os varios
potenciais ligandos (grupos fosfato, cloreto) e a maioria das constantes de ligacéo
apresentadas por Martell, et al.[9] concluiu que, além da phen, o principal potencial
ligando de Cu(ll) é a BSA. A excegao €, como mencionado acima, a GSH. Deste
modo, foi assumido que a GSH pode reduzir Cu(ll) a Cu(l) e apos todo o GSH ser
transformado em GSSG, o Cu(l) formado seria oxidado a Cu(ll) pelo oxigénio.



Anexo 4. Estudos dos sistemas Cu+ BSA + phen por dicroismo circlar e
RPE

4.1. Espetrofotometria de Dicroismo Circular de Solugdées com
albumina de soro bovino e Cu(ll)

O sistema Cu(ll)-HSA foi previamente estudado por espetrofotometria de
DC.[10][11] Neste anexo apresentam-se os resultados sobre o sistema Cu(ll)-BSA a
pH=7.4. Os espetros de dicroismo circular e RPE foram medidos com solugcdes que
continham Cu(NOs)2 e BSA a varias razées molares de Cu:BSA, a maioria desses
dados estdo incluidos abaixo. A BSA nao absorve na regido do visivel, pelo que as
bandas observadas entre 350-800 nm correspondem a bandas de dicroismo circular
induzido (DCI), que s6 podem ser visiveis se ocorrerem interacbes razoavelmente
fortes de complexos de Cu(ll) com moléculas quirais (ou partes quirais de moléculas),
como é o caso da BSA. Apos a adigdo de uma solugdo de Cu(NOs)2a solugédo de BSA
em tampao PBS, s&o observadas alteragbes em varias regides distintas (Figuras A4.1

a A4.4, onde At esta em M-'.cm™).

-0,8 -
Figura A4.1. Espetros de DC, no intervalo entre 350-800 nm, para

solugdes 0.6 mM de BSA em PBS e apds a adigdo de solugdes de
Cu(NO3)2, de modo com os racios molares Cu:BSA: 0.9 (cinzento), 2.0

(preto), 1.1 (verde claro), 2.3 (verde escuro), 3.5 (vermelho) e 4.3 (azul).
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Figura A4.2. Espetros de DC, no intervalo 350-750 nm, para solu¢des 0.4
mM de BSA em PBS e mediante a adicdo de solugdes de Cu(NO3)2, de
acordo com os racios molares Cu:BSA: 0.2; 0.4; 0.6; 0.8; 1; 1.3; 1.6; 2; 2.5
e 3.0. Seguiu-se entdo a adicdo de uma solugdo de Zn(NOs3)2, de modo a

que os racios molares BSA:Cu?*:Zn?* fossem: 1:3:1 e 1:3:2.

[Zn]>*
': A A
v 750“HMV Hﬁo
—1
—2
—3
— 3-leq. 2n
— 32eq.2Zn
-0,7

-0,85 -
Figura A4.3. Espetros de DC, das mesmas solugdes para a obtencao da

Figura A4.2., com destaque para os racios molares BSA:Cu?*:Zn2*:1:1:0;
1:2:0; 1:3:0; 1:3:1 e 1:3:2.
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Figura A4.4. Espetros de DC, no intervalo entre 350-800 nm, de solugbes
0.6 mM de BSA em PBS e apds a adi¢gao de solugbes de Cu(NOs)z, de
acordo com os racios molares Cu:BSA: a) 0.3; 0.6; 0.9; 1.1; 1.4;1.7e 2 e
b) 1.7; 2; 2.5; 3.1 e 4.3. Em todos estes espetros de DC foi subtraido o

“espetro” da solugdo de BSA livre a de cada solugéo.

4.2. Solugdées com albumina de soro bovino, Cu(ll) e phen medidos
por DC e RPE

O sistema Cu(ll)+BSA+phen foi estudado pela aquisicdo de espetros de DC na
regido do visivel para determinar as espécies formadas e as constantes de ligagao
correspondentes. Considerando as constantes de ligagao Bpq definidas na equacéo 5,
varios conjuntos de espetros de DC (e RPE) foram adquiridos a pH = 7.4 para os
sistemas BSA+Cu(ll) e BSA+Cu(ll)+phen, a diversos racios molares. Alguns destes
dados estdo incluidos nesta secg¢ao. As Figuras abaixo foram preparadas para varios

razbes BSA:Cu:phen de 1:ncu:Nphen (€M molar).
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0,4 -
0,2 4
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<]
D -
3%
0,2 1 BSA:Cu:Phen 1:0:0
= BSA:Cu:Phen 1:1:0
0,4 s BSA:Cu:Phen 1:1:0.2
=—PBSA:Cu:Phen 1:1:0.4
0,61 e BSA:Cu:Phen 1:1:0.6
*BSA:Cu:Phen 1:1:0.8
=—=BSA:Cu:Phen 1:1:1
0,8 <

Figura A4.5. Espetros de DC, no intervalo 350-800 nm, de solugées com 0.4 mM
de BSA em PBS, ap6s adicdo de uma solugédo de Cu(NOs)2, de modo a que a razéo
molar Cu:BSA fosse 1.1, seguida da adi¢do de uma solugao de phen até uma razao
molar final Cu:BSA:phen de 1:1:1. A A = 560 nm, |Aemax| corresponde a razao de

1:1:0, ao adicionar phen, estes |Ag| valores diminuem continuamente.

— BSA-Cu-Phen-1-1-1
—— BSA-Cu-Phen-1-1-2
= BSA-Cu-Phen-1-1-3

2,65 2,5 2,35 2,2 2,05 1,9
g value

Figura A4.6. Espetros de RPE a 77 K de solugées com 0.4 mM de BSA em PBS de
solugdes onde se encontram Cu(NOs)2 e phen. Os racios molares estao indicados
na figura.
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=—BSA-Cu-Phen-1-1-1 '

=——BSA-Cu-Phen-1-1-2
=——BSA-Cu-Phen-1-1-3 \
~——BSA-Cu-Phen-Zn-1-1-3-1

==BSA-Cu-Phen-Zn-1-1-3-2
BSA-Cu-Phen-Zn-1-1-3-3

2,'65 2,5 2,;5 g vaILZJ;Z 2,:)5 1,9
Figura A4.7. Espetros de RPE a 77 K de uma solugao contendo 0.4 mM BSA em
PBS, apos adigdo de uma solugdo de Cu(NOs)2, de modo a que os racios molares
Cu:BSA fossem 1.0, sucedendo-se as adi¢ées de uma solugéo de phen até um racio
molar final de Cu:BSA:phen na propor¢cdo 1:1:3. Seguidamente foi
progressivamente adicionada uma solu¢do de Zn(NOs)2. Os racios molares estao
indicados na figura.

Tabela A4.1. Pard@metros de Spin Hamiltonian obtidos por simulagdo espetral[12]
para espécies de Cu existentes em solugdes aquosas a pH = 7.4 que contém
Cu(NOs)2, BSA e phen (e Zn(NOs)z).

BSA:Cu:phen:(Zn) |Ax,| Ay 1A
(concentragao de BSA) GGy | O I(x10* cm™)  /(x10* cm™)
(500 M)
1:1:1 2.040 2.189 15.7 204.5
1:1:1 2.048 2.266 25.3 182.0
(400 M)
1:1:3 2.025 2.200 12.4 184.9
1:1:3 2.064 2275 11.6 165.8
(500 M)
1:1:3 2.045 2274 22.5 160.2
1:1:3 2.066 2.182 19.8 209.6
(400 M)
1:1:3:(3) 2.046 2.191 84 207.5
1:1:3:(3) 1.988 2.150 13.9 156.6
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—BSA-CU-1-2 =—BSA-Cu-Phen-1-2-1
= BSA-Cu-Phen-1-2-2B =—BSA-Cu-Phen-1-2-4
=——BSA-Cu-Phen-1-2-6 ~———BSA-Cu-Phen-1-2-8

=== BSA-Cu-Phen-Zn-1-2-8-3

2,8 2,6 2,4 2,2 2,0
Figura A4.8. Espetros de RPE de solugbes com 0.5 mM de BSA em PBS, apés
adicdo de uma solugdo de Cu(NOs)2, de modo a que os racios molares Cu:BSA
fossem 2:1, seguidos da adicdo de uma solugéo de phen até um racio molar final
de Cu:BSA:phen de 2:1:8. Em seguida, foi adicionada progressivamente uma

solugéo de Zn(NOs)z.

Tabela A4.2. Parametros de Spin Hamiltonian obtidos por simulagdo espetral[12]
para espécies de Cu existentes em solugbes aquosas a pH = 7.4 que contém
Cu(NO3)2, BSA e phen.

BSA:Cu:phen [Axl;|Ay| [A|
- 9x,9y 9: _ _
(concentragdo de BSA) I (x10*ecm™) /(x10* cm™)
(500 pM)
1:2:4 2.050 2.188 17.7 207.3
1:2:4 2.059 2270 21.9 167.0

Estudos espetroscopicos Solugdes com albumina de soro bovino e Cu(ll) por
RPE.

Varios espetros de RPE foram recolhidos de solu¢ées com Cu(ll) e BSA e estao
representados nas Figuras A4.9 e A4.10, onde foram detetadas até 3 espécies
diferentes. Os parametros do hamiltoniano de spin obtidos dos espetros por

simulagéo[12] estdo incluidos na Tabela A4.3: espécie |: g- = 2.188, |Az|= 207x10* cm-
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' e espécie II: gz = 2.31x10%, |Az|= 168 cm™ coincidem com os descritos para Cu(ll)
ligados no local 1 e 2, respetivamente.!" 2> Para as solugdes envolvendo racios
molares de Cu:BSA mais elevados, os parametros do hamiltoniano de spin sdo g:

=2.12, |Az] = 200 cm™', embora sejam mais dificil de obter com rigor.

—BSA-Cu-1-1
— BSA-Cu-1-3

— BSA-Cu-Zn-1-3-1
BSA-Cu-Zn-1-3-2

2,7 2,6 2,5 2,4 2,3 2,2 g 2,1 2 19 1,8

Figura A4.9. Espetros de RPE obtidos a 77 K de solug¢des contendo 400 uM de
BSA e Cu(NOs)2 em tampéao PBS, seguidos da adigdo de uma solugado Zn(NOs)z.
As amostras contém 10% de etilenoglicol e os racios molares séo indicados na

figura.

Tabela A4.3. Parametros de simulagcédo dos parametros de spin Hamiltonian obtidos
a partir dos espetros de RPE de solu¢des aquosas (PBS, 10 mM, pH = 7.4) contendo
BSA (400 uM) e Cu(ll). As solugbes consistem em: I) BSA (393 uM) e
Cu(NO3)2.3H20 (383 uM) com 1.6 % MeOH), resultando numa razdo molar BSA:Cu
de =1:1; Il) BSA (380 uM) com Cu(NOs)2.3H20 (1.14x10% uM) com 4.8 % MeOH,

obtendo uma razao molar BSA:Cu de 1:3.

Condigoes [Axl,|Ay| |Az|
. . 9x9y 9: BSA:Cu
experimentais /(x10* cm™) /(x10* cm™)
| 2.045 2.192 84 1:1 207.5
2.053 2.185 9.9 1:3 (espécie 1) 204.3

1.988 2.300 37.4 1:3 (espécie 2) 167.6
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—BSA-Cu-1-1,1

—BSA-Cu-1-2

—BSA-Cu-1-3
BSA-Cu-Zn-1-3-3

2,6 2,4 2,2

2

8

Figura A4.10. Espetros de RPE obtidos a 77 K de solugdes com [BSA] = 600 uM,
apos adicao de uma solugao de Cu(NOs)2 até uma razdo molar de Cu:BSA de 3:1,
seguida de adicdo de uma solugdo de Zn(NOs)2 até razdes molares de Cu:BSA:Zn

de 3:1:3. As solucdes contém =10 % de etilenoglicol.

BSA+Cu (1:2) (600 uM)

2,E+03

Espécie 1
1,6403 |
8,E402
3,E402 \
r T 7 7 v r b— T
2803300 2500 2700 2900 3100 Bog | f3s00 3700
¥Rt
7,6402 Campo magnético / G |
-1,E+03 -
— Simulado

-2,E403 . e
— Original

QO
N—

-2 F+03

2,E403 1
BSA+Cu (1:2) (600 uM)
Espécie 2

1,6403

2,E+02

r T T T T T i T T
|

2300 2500 2700 2900 3100 30¢ A 3500 3700

8,E:02 Campo magnético / G

— Simulado
— Original Y

U b)

Figura A4.11. Espetros de RPE de uma solugdo com uma razdo molar Cu:BSA de

-2,E403

2:1 e [BSA] = 600 uM, medida a 77 K, e o espetro simulado correspondente para a)
espécies designadas como 1, e b) espécies designadas como 2; utilizando o
programa de computador de Rockenbauer et al. 2 A solugdo contém =10 % de

etilenoglicol.
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Anexo 5. Espetros de RPE de solugoes com complexos do tipo

[VVO(Xphen).] em diversos meios, medidos ao longo do tempo

PBS: Tampao PBS apH=7.0

MC: Meios de cultura de células Minimum Essential Medium Eagle (MEM)

MC + FBS: Meios de cultura de células MEM com adicédo de 10% de FBS.

— 0h |
— 3h
- 24h

k.
; Jim

|
T [J ‘ 1]
il | AP gt ialll
Nl 3 'l s

Mm A il
1

' g

Figura A5.1. Espetros de RPE de 12 derivada a frequéncia da banda X medidos a
77K para amostras com 17 (ca. 0.50 mM) a pH = 7.0 em meios de cultura de células
MEM. Apds adi¢do de 17 aos meios, as solugbes foram deixadas em repouso a
cerca de 25 °C. Os espetros das amostras a 3, 24 e 48 h tém uma intensidade

muito mais baixa do que a 0 h, e foram tragadas com uma escala distinta.

—— 0Oh

3h
—— 24h
—— 48h

Figura A5.2. Espetros de RPE de 12 derivada a frequéncia da banda X medidos a
77K para amostras contendo [VVO(phen)2] (17) (ca. 0.50 mM) a pH = 7.0 em meios
de cultura de células MEM. Apds adicdo de 17 aos meios, as solugdes foram
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deixadas em repouso a cerca de 25 °C. Os espetros das amostras a 3,24 e 48 h

tém uma intensidade muito mais baixa do que a 0 h.

Figura A5.3. Espetros de RPE de 12 derivada a frequéncia da banda X medidos a
77K para amostras com [VVO(Mezphen)2] (18) (ca. 0.50 mM) a pH = 7.0 em tampao
PBS. Apds a adicdo de 18 aos meios, as solugdes foram deixadas em repouso a
cerca de 25 °C. Os espetros das amostras a 24 e 48 h tém uma intensidade muito

mais baixa que a 0 e 3 h, e foram desenhados com uma escala distinta

Oh
—— MC+FBS
—MC
——PBS
25 23 2 ,9 1,7
g

Figura A5.4. Espetros de RPE de 12 derivada a frequéncia da banda X medidos a
77K para amostras contendo [VVO(Mezphen)2] (18) (ca. 0.50 mM) a pH = 7.0
adicionados aos trés meios distintos. As amostras foram congeladas pouco tempo
apos a adigao de 18 aos meios. Apos a adicdo de 18 ao meio, as solugdes foram
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deixadas em repouso a cerca de 25 °C. O espetro da amostra adicionada ao meio

MC+FBS tem menor intensidade.

3h

Figura A5.5. Espetros de RPE de 12 derivada a frequéncia da banda X medidos a
77K. Apos adicdo de 19 aos meios, as solugbes foram deixadas em repouso a
cerca de 25 °C e estas amostras foram inseridas em tubos de RPE e congeladas
apos ca. 3 h da sua preparagao. O espetro da amostra adicionada ao meio PBS
tem maior intensidade e foi tragada numa escala distinta (com menor amplificagéo).
A intensidade dos espetros medidos em PBS 24 e 48 h diminui progressivamente

a sua intensidade, mas o padréo tipico para os complexos VVO ainda é visivel

Figura A5.6. Espetros de RPE de 12 derivada a frequéncia da banda X medidos a
77K para amostras com [VVO(amphen)2] (19) (ca. 0.50 mM) a pH = 7.0 em tampao
PBS. Apds a adigdo de 19 aos meios, as solugdes foram deixadas em repouso a
cerca de 25 °C. Os espetros das amostras a 24 e 48 h tém uma intensidade muito

mais baixa que a 0 e 3 h, e foram tragadas com uma escala distinta
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3h

—— MC+FBS
—MC

Figura A5.7. Espetros de RPE de 12 derivada a frequéncia da banda X medidos a
77K. Apds adicado de 19 aos meios, as solu¢des foram deixadas ao ar a cerca de
25 °C e estas amostras foram inseridas em tubos de RPE e congeladas apds ca.
3 h da sua preparagéo. O espetro da amostra adicionada ao meio PBS tem maior

intensidade e foi tragcado numa escala diferente (menos amplificada).

Contrariamente ao que foi observado para os [VVO(phen)2] (17),
[VVO(Mezphen)2] (18) e [VVO(amphen)z2] (19), nas experiéncias com [VVO(bipy)2]
(20) no tempo 0 h os espetros sdo menos intensos em meio PBS quando comparado
com os meios CM e CM + FBS. No entanto, a oxidagdo da VVO progride mais
rapidamente com o complexo 20 e as ~3 h o perfil caracteristico dos compostos da

VVO torna-se pouco visivel.

— O0h
='3h
— 24 h
— 48 h

Figura A5.8. Espetros de RPE adquiridos a 77 K para as amostras com
[VVO(bipy)z] (20) (ca. 0.50 mM) a pH = 7.0 nos meios de cultura celular com 10%
de FBS. As amostras foram congeladas breves momentos apds a adigdo de 4 aos
meios de cultura. Apds a adicao de 20 aos meios de cultura, as solugdes foram
deixadas ao ar a cerca de 25 °C. A escala utilizada para tragar o espetro do tempo

0 h foi alterada (com menor ampliagao)
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Anexo 6. Resultados de RMN de solugbes com NHsVVO; e 1,10-

fenantrolina

pD=7.52

pD=9.76

pD=9.19 JL/

J
pD=10.80 ]
l

vvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvv

Desvio quimico / ppm

Figura A6.1. Espetros de 5"V RMN de solugées com NH4VO3 (1 mM) e phen (2 mM)
em D20 (5 % de MeOD-d4) a varios valores de pH (ajustados com uma solugéo
muito diluida de DCI/D20). Os valores de pD estdo indicados na figura.

pD=7.52 A P i

pD=10.80 | lL

pD=9.76 | | A_L

pD=9.19 |
A A A
pD=807 |, |,
pO=631
pD=5.43
A PN AN A i AT
pD=4.69

.__.__J;.N_—_J‘\__/'\”‘\AIL/\

Desvio quimico / ppm
Figura A6.2. Espetros de '"H RMN de solugdes com NH4VO3 (1 mM) e phen (2 mM)
em D20 (5 % de MeOD-d4) a varios valores de pD (ajustados com uma solugéo
muito diluida de DCI/D20). O espetro no topo da figura corresponde apenas a 1,10-
fenantrolina (1 mM) a pD = 7.52. Os valores de pD estao indicados na figura.

22



A Figura A6.3. representa uma expanséo dos espetros da Figura A6.2. na
regiao atribuida aos protdes aromaticos.

pD=7.52 A N N M
pD=10.80 ﬂ M n
pD=9.76 JL M JM
pD=9.19 N I

M,
pD=8.07 jk N J
BD=(.14 N ML
pD=6.31 N, N ""Lﬂ
pD=5.43 o

pD=4.69 J\.f\__M_.M____J\_..../"'\N\wA PN

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
98 97 96 95 94 93 92 91 90 89 88 87 86 85 84 83 82 81 80 79 78 77 76 75 74 73 72 71

Desvio quimico / ppm

Figura A6.3. Ampliagdo dos Espetros de 'H RMN da Figura A6.3 (7.05 a 9.85 ppm).

Os valores de pD estao indicados na figura.
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Anexo 7. Absorc¢ao de vanadio pelas células A2780

Para avaliar o efeito do BSA na atividade citotoxica, as células A2780 foram
incubadas em meios com quantidades de FBS distintas e o complexo 17 em
concentragdes equivalentes aos valores de ICso encontrados a 3, 24 e 48 h. Os dados
relativos a viabilidade celular estao representados na abaixo.

3

Y
i [

" T T
0 II I.I || Il
3 6 10 15 20

FBS (% v/v)

L= 551 ]
= = =
1 1 i

Fsd
=
L

Viabilidade celular (% controlo)

3h m24h m48h

Figura A7.1. O efeito do teor das proteinas séricas no meio de incubacgéo da célula
na atividade citotoxica de [V'VO(phen):] (17) medida pela % de FBS adicionada ao
meio de incubagao. O complexo foi avaliado numa concentragao equivalente ao seu
ICs0 em condigdes padrao (3, 24 e 48 h de exposigéo, meio contendo 10% de FBS):
3 h: 100 uM, 24 h: 5 uM e 48 h: 1 uyM. As concentragdes totais de BSA, nos meios
de incubacéo, variam no intervalo aproximadamente 4 - 80 uM, correspondendo a
1-20 % de FBS, respetivamente. Os dados sdo as médias *+ DP de duas

experiéncias independentes realizadas com pelo menos 6 réplicas por condig¢ao.
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Anexo 8. Especiagao

8.1. Especiacido nos sistemas VVO?* + 1,10-fenantrolina e 4,7-metil-
1,10- fenantrolina

Considerando a reacéo:
p VVO?* +gphen + rH* S (VVO)p(phen)q(H*)r <> Bpgr equilibiro (1)
A partir de[10], as constantes de formag&o das espécies de V'VO-phen s&o:

log B110 = 6.13; log B120 = 10.28; log P12-1 = 5.53; log P22-2 = 7.02; log P22-3 =
1.56

as espécies dinucleares foram retiradas de[10] mas com log 222 = 6.0; log P22-
3=-1.0

Assumindo [VIVO(OH)]?* (-5.94), [(VVO)2(OH)2J?* (-6.95), [(VVO)2(OH)s]~ (-22.5)
and (-18.5) obtidas da literatura.[13]

Considerando [VVO(phen)2]?* dissolvido em agua com as concentragdes totais
de oxidovanadio(lV) (Cvo) de 1 mM ou 20 uM, considerando as constantes de

formacgao das espécies V'VO-phen acima, obtém-se os diagramas de especiagdo na
gama de pH 2-10:

VO + phen (1:2) at 1 mM of VO

100
| (vO)(phen) (VO)2H-5
80 — (VO)H-1(phen)>
60 —

(VO)(phen)2

Yofarrdtion relaive to (MO)
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VO + phen (1:2) at 20 microM of VO
100

INVvO) (VO)2H-5
(VO)(phen)
g 80
S i
2 60+
3 /
4 8 (VO)H-3
.‘é 40 (VO)2H-2(phen) \
R 204
° T
2 10
B)

Figura A8.1. Diagrama de distribuicdo das espécies para o sistema V'VO+phen, A)
para Cvo = 1 mM, e B) 20 uM, calculado utilizando o programa HySS[14]. Consiste
em ter [VVO(phen)2]?* dissolvido em agua com concentragado total de 1 mM (A) ou
de 20 uM (B). As constantes de formagdo das espécies de VVO-phen foram

retiradas de[10] (ver acima), e as espécies hidroliticas de:[13]

Considerando as mesmas constantes de formagao, compreendidas entre Cvo

=1x107% e 1x10-* M e a pH constante = 7, a especiacio é:

VO + phen (1:2) (pH= 7))

100
i (VO)oH-5
g 80 —
5
Q 504
g % (VO)H-1(phen);
s A
é 40
X 20 (VO)H-3
_>QVO)2H—2(phen)2 (VO)2H-3(phen)2
° ‘v—v—v—v—l

T T
3,0E-5 5,0E-5 7,0E-5 9,0E-5
Total concentration of (VO)

T
1,0E-5

Figura A8.2. Diagrama de distribuicdo das espécies para o sistema VVO-phen com
Cvo nointervalo: 1 a 100 pM, utilizando o programa HySS a pH = 7.0 para o sistema
VVO-phen, considerando uma razao molar VVO:phen de 1:2. As concentragOes das
espécies dinucleares  [(VVO)2(phen)2(OH)12* e  [(VVO)2(phen)z(OH)s]*sédo
praticamente coincidentes.
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A principal espécie existente do tipo VVO-phen em solugdo a pH = 7 é
[VIVO(OH)(phen)2]* (representada como: (VO)H-1(phen2)). A medida que a quantidade
total de [V'VO(phen)2]?* hipotético aumenta, todas as espécies que contém VVO-phen

também se tornam progressivamente mais significativas.

Em solugdo aquosa, os complexos VVO-Mezphen formados sé&o

significativamente mais estaveis do que os formados no sistema V'VO-phen:

log B110 = 6.91; log B120 = 11.74; log B12-1 = 6.45; log P22-2 = 7.0; pKa=6.01[15]

VO + Me2phen (1:2) at 1 mM of VO

100 (VO)H-q1(Me2phen)o>
(VO)(Me2phen) (VO)oH-5
g 80
3 -
g 60 —
o) (VO)(Me2phen)o
T -
-é 40 —
NG VO)sH->(Me2ph
2 504 (VO)2H-2(MeZphen)>
. VO)H-37
(VO) 3
O +V—————F T T 7 T
2 4 6 8 10
pH
VO + Me2phen (1:2) at 10 microM of VO
100
n (VO)(Methen) (VO)2H—5
g 80 —
S 4
-,;% 60 7 (VO)H-1(Me2phen)>
o) 4
(VO)H-
E . (VO)o2H-2(Me2phen)s
Y=
X 20 -
(VO)(Me2phen)o
0 — i 7 T T T T T
2 4 6 8 10
pH

Figura A8.3. Diagrama de distribuicdo das espécies para o sistema VVO2* +
Mezphen (1:2), calculado com base no programa HySS,[14] tendo em consideragao

duas concentragoes totais distintas de oxidovanadio(IV): (A): 1 mM; (B) 10 uM.
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Assumindo as mesmas constantes de formag&o, para um valor de V(IV) total
compreendido entre 1x107% and 1x10™* M e a pH = 7.0:
VO + Me2phen (1:2) (pH = 7))

100
O 80
g (VO)2H-5 (VO)H-1((Me2phen))z
5 4
g 60 —
o}
i -
.5 40 —
E 7\ (VO)H-3
R 504
y (VO)2oH-2((Me2Zphen))o
0 _{FI'

T T T T T
3,0E-5 5,0E-5 7,0E-5 9,0E-5

Total concentration of (VO)

T
1,0E-5

Figura A8.4. Diagrama de distribuicido de espécies para o sistema VVO2* +
Mezphen (gama Cvo: 1 a 100 uM) elaborado utilizando o programa HySS a pH = 7,
considerando uma razao molar VVO:Me2phen de 1:2.

8.2. Especiagio no sistema V'VO?* + 1,10-fenantrolina + BSA
Pressupondo que as espécies formadas sdo do mesmo tipo, e que as
constantes de ligagao de V'VO?* a BSA s3o iguais as de HSA, a pH 7.4: (VO)HSA (log
B11 = 9.1£1.0) e (VO)2PHSA (log B12 = 20.9+1.0). Uma vez que a VVO se liga
predominantemente a albumina. Apenas para concentracbes mais elevadas de
vanadio, quando ndo ha BSA suficiente para ligar o ido metalico, as espécies que

contém VVO-phen comecam a ser mais relevantes.

VO + phen (1:2) - pH =7 - [BSA]=40 microM
100

(VO)2BSA

) o}
o o
| |

% formation relative to (VO)
N
o
] ]

(VO)H-1(phen)2
20

0—= T T T T T T
1,0E-5 3,0E-5 5,0E-5 7,0E-5
Total concentration of (VO)

T
9,0E-5
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VO + phen (1:2) - pH = 7 - [BSA]=40 microM

100
7 (phen)

_g 80 7 (phen)BSA
:é, _
g 60
o)
D _
5 40
E 7 (VO)H-1(phen)2
[
X 20

0] T T T T T T T T T =

1,0E-5 3,0E-5 5,0E-5 7,0E-5 9,0E-5
Total concentration of (VO)
VO + phen (1:2) - pH =7 - [BSA]=40 microM
100
(VO)2BSA

é 80 —
o i
g 60 —
o)
L) i
'E 40
fe) ] (phen)BSA
X
o~ 20

O —

T T T T
3,0E-5 5,0E-5 7,0E-5 9,0E-5

Total concentration of (VO)

T
1,0E-5

Figura A8.5. Diagramas de distribuicdo das espécies no sistema VVO2* + phen +
BSA (gama Cvo: 1 a 100 uM) calculados utilizando o programa HySS a pH = 7 para
o sistema VVO?* + phen, considerando uma razdo molar VVO:phen of 1:2 e [BSA]
=40 uM. A ligagao do phen a BSA é considerada com uma constante de ligagédo de

5.7x10%, embora nestes diagramas a formagao de espécies [V'VO(phen)(BSA)] ndo
seja contemplada.
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VO + phen (1:2) - pH = 7 - [BSA]=40 microM with K(BC)

100
g 80 — (VO)2BSA
o _
$ 60-
]
'g _
E (VO)H-1(phen)
5 _
& 20
i (VO)(phen)BSA
0—= T T T T T T T T I
1,0E-5 3,0E-5 5,0E-5 7,0E-5 9,0E-5

Total concentration of (VO)

Figura A8.6. Diagramas de distribuicdo de espécies no sistema V'VO-phen-BSA
(Cvo: 1 a 100 uM) calculados usando o programa HySS a pH = 7 para o sistema
VVO2* + phen, considerando uma razdo molar VVO:phen de 1:2 e [BSA] = 40 uM.
A ligagao de phen a BSA é considerada com uma constante de ligagdo de 5.7x10*
e a formacao de espécies [VVO(phen)(BSA)] com uma constante de estabilidade de
104 (correspondendo a uma constante de ligagdo condicional, K'sc, de 108). Com
este valor de constante de ligagdo K'sc, a importancia relativa das espécies
[VVO(phen)(BSA)] é baixa (maximo ~5 % da concentragao total de V'VO). Tal ndo
explicaria satisfatoriamente os espetros de DC obtidos. Para este efeito, seria
necessario um valor de log K'sc de pelo menos 109, sendo esse o valor assumido

neste trabalho.
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Anexo 9. Dados de cristalografia de [VVO(OSQ:)(phen)z] (17).

Figura A9.1. Unidade assimétrica em [VVO(OSOs)(phen)] (17). Os parametros da
célula diferem dos do cristal publicado por Dong el al, (DOI:10.1016/S0162-
0134(00)00060-X), ver unidade assimétrica a direita (célula: a: 14.2125(17) A, b:
10.8628(13) A, c: 20.143(2)A, a: 90°, B: 102.569(2)°, y: 90°). Os desenhos foram

feitos com o programa de mercurio 3.7 em modo “wireframe”.

7 |

Z
77

D
=

B

1
- IiS

Tabela A9.1. pontes de hidrogénio em [VVO(OSOs)(phen)2] (17).

D-H..A d(D-H) / [A] d(H...A)/[A] d(D...A)/ [A] <(DHA)

O(1W)-H(1WA)...O(2A) 0.85 2.01 2.86(2) 178.7
O(2W)-H(2WA\)...O(2B) 0.85 1.96 2.70(2) 1457
O(2W)-H(2WA)...O(2A) 0.85 221 2.807(17) 126.8
O(1W)-H(1WA)...O(1) 0.85 2.56 3.095(10) 122.0
O(1W)-H(1WA)...S(1) 0.85 2.89 3.658(5)  151.0
O(1W)-H(1WB)...O(BW) 0.85 1.94 2.787(7) 179.4
O(2W)-H(2WA)...S(1) 0.85 3.00 3.647(6) 1345
O(2W)-H(2WB)...O(4W)#10.85 2.37 3.181(8)  160.5

O(3W)-H(3WA)...O(4W)#20.85 1.95 2.801(8)  179.4

O(3W)-H(3WB)...O(7W) 0.85 1.92 2.767(7) 1795
O(4W)-H(AWA)...O(5)#3 0.85 2.59 3.440(7) 179.9
O(5W)-H(5WA)...O(1W) 0.85 2.14 2.761(8)  129.7
O(5W)-H(5WB)...0O(2W)#40.85 1.92 2.747(8)  162.9

Transformagdes de simetria utilizadas para gerar atomos equivalentes:
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#1 -X,-y+1,-z #2 x+1/2,-y+3/2,z+1/2 #3 x-1,y,z #4 -x+3/2,y+1/2,-z+1/2

Table A9.2. Dados de Cristal e Refinamento de Estrutura para [VIVO(OSOs)(phen)2]

(7).
Parametros 17
Formula C24 H3o N4 O12S V

Peso molecular

T, K

Comprimento de onda, A
Sistema de cristais

Grupo espacial

alA

b/A

c/A

B

VIA3

Z

Fooo

Dcac/lg cm-3

y/mm-?!

6/ (°)

Rint

Tamanho do cristal/ mm?
“Goodness-of-fit on” F?
Ri[I>25(1)] 2

wR2P

aR1 = ZHFO| -

| Fe [ y2] | /2 w(Fo?)?3 172

|FCH/Z‘FO‘.

bWR>

649.52
100(2)
0.71073
Monoclinic
P21/n
8.560(2)
15.981(4)
20.429(5)
100.420(4)
2748.6(12)
4
1348
1.570
0.509
1.63 to 28.47
0.1529
0.36 x 0.10 x 0.09
1.040
0.0910
0.3015

= =Ew(llFP -
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Anexo 10. Citotoxicidade dos compostos 12-16 e do respetivo ligado HL7

para a linha celular MG64

150+

100+

n
o
1
!
.
e
;-;-;-;l‘-‘l;-;t

% viabilidade celular

PR PR WPES WNPES WXPRS WX PRS
[Compostos] / uM

Figura 10.1. Citotoxicidade dos compostos 12-16 e do respetivo ligado HL7 para a
linha celular MG64.
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