Universidade de Sao Paulo

Instituto de Quimica

Programa de Pds-Graduag¢ao em Quimica

Marcelo Cecconi Portes

Complexos iminicos de cobre com
atividade antiparasitaria frente a Doenga
de Chagas

Versao corrigida da Tese defendida

Sao Paulo
Data de Depdsito na SPG:
12/01/2021



Marcelo Cecconi Portes

Complexos iminicos de metais essenciais com atividade
antiparasitaria frente a Doenc¢a de Chagas

Tese apresentada ao Instituto de Quimica da
Universidade de S3o Paulo para obtencdo do

Titulo de Doutor em Ciéncias (Quimica)

Orientadora: Prof2 Ana Maria da Costa Ferreira

Coorientadora: Prof2 Maria Julia Manso Alves

S3o Paulo
2021



Autorizo a reproducdo e divulgacao total ou parcial deste trabalho, por
gualquer meio convencional ou eletronico, para fins de estudo e pesquisa,
desde que citada a fonte.

Ficha Catalografica elaborada eletronicamente pelo autor, utilizando o
programa desenvolvido pela Secdo Técnica de Informatica do ICMC/USP e
adaptado para a Divisdo de Biblioteca e Documentacdo do Conjunto das
Quimicas da USP Bibliotecéria responsavel pela orientacdo de catalogacao
da publicacdo: Marlene Aparecida Vieira - CRB - 8/5562

Portes, Marcelo Cecconil

PidSc Complexos iminicos de cobre com atividade
antiparasitaria frente & Doenga de Chagas / Marcelo
Cecconl Portes. — S3c Pauleo, 2021.
143 p.
Tese (doutorado) - Institute de Quimica da
Universidade de S3c Paulc. Departamento de Quimica
Fundamental .

Orientador: Ferreira, AEna Maria da Costa
Coorientadeor: Alwes, Maria Julia Manso

1. Doenga de Chagas. 2. complexos de cobre. 3.
ligantes iminicos. 4. wviabilidade celular. 5.
cruzaina. I. T. II. Ferreira, Ana Maria da Costa,
orientador. III. Zlves, Maria Julia Manso,
coorientador.







“The Road goes ever on and on
Down from the door where it began.
Now far ahead the Road has gone,
And | must follow, if | can.”

J.R.R. Tolkien



Dedicatoria

Dedico esse trabalho aos meus pais, que sempre me apoiaram e me
permitiram chegar até aqui. Ao meu irmao que sempre em apoiou em
todas as dificuldades.



Agradecimentos

Gostaria de agradecer a Prof2 Dr2 Ana Maria da Costa Ferreira, pela orientacdo, suporte
e ensinamentos nesses dez anos como aluno do laboratério. Pela oportunidade como
aluno de IC que culmina hoje em um doutorado. Pelas oportunidades de crescimento e

pelos conselhos, que fazem parte da pessoa que eu sou hoje.

A Prof2 Dr2 Maria Julia Manso Alves e todo seu laboratério, por me receber e me acolher.
Pela oportunidade e pela paciéncia de me ensinar a trabalhar com parasitas com
seguranca e permitir que essa pesquisa tenha acontecido. Pelas conversas, conselhos e

revisoes.

A Célia Ludio, pelas experiéncias do dia-a-dia, pelas conversas, pelos cafés, pela paciéncia

de lidar com um aluno assustado e por tudo que me ensinou no laboratdrio.

Ao Prof? Dr2 Wagner Alves de Souza Judice e sua equipe, na Universidade de Mogi das
Cruzes, pelos experimentos com cruzaina. Pela disposi¢cdo de ensinar e revisar o capitulo

4 desta tese. Por tornar o capitulo 4, possivel.
A Cida Paiva Lopes e ao Ricardo Alexandre Couto por todo o suporte e dedicacio.

Gostaria de agradecer a todos que dividiram o laboratdrio comigo em todos esses anos.
Pelas discussdes, conversas e ideias. Por tudo que me ensinaram e por todos os
momentos que pudemos dividir. Em especial ao Rodrigo Fazzi, Rodrigo Bernardi, Adriana
Pires, Camila Wegermann, Veridiana Tofik, Cléia Justino, Daniel Rodrigues, Francisco

Neto, Mauricio Oshiro, Julia Freixedelo, Elaine Mattos e Rafael Mol.



Ao meu melhor amigo, Raphael Bacil, por ndo ter desistido de mim e n3do ter duvidado do
meu potencial, mesmo quando eu mais duvidei. Por todas as conversas, ideias e
momentos que me ajudaram a nao desistir e superar a frustracdao. Por me ajudar a me

encontrar e encontrar meu proposito.

A minha melhor amiga, Elaine Mattos, por sempre acreditar em mim, por dividir os
melhores e piores momentos e contribuirimensamente para o meu crescimento pessoal.
Por me ajudar a enxergar quem eu realmente sou e fazer eu me sentir confortdvel para
mostrar isso para o mundo. Obrigado por contar essa histéria junto comigo e por fazer o

impossivel se tornar possivel.

Aos meus amigos que sempre estiveram ao meu lado, Rodrigo, Francisco, Fernando,

Everton, Chiara e Anderson.

A Milena Barp, pela companhia e pelas conversas tarde da noite. Por acreditar em mim e

me ajudar a vencer minhas duvidas.

A Jéssica Luiza e Isabela Fernandes, pelo apoio incondicional, pelo carinho e pela

inspiragdo.

Ao Prof? Dre Lucas Rodrigues, Douglas Fritzen, Victor Vendruscolo e Luis Couzenn, por
acreditar nas minhas ideias doidas e por confiar que eu vou conseguir coloca-las em

pratica. Pelo amparo e suporte emocional. Por me ajudar a manter a cabeca focada.

A todos que dividiram momentos comigo nessa caminhada de 12 anos de IQ. Todos
contribuiram para construir a pessoa que eu sou hoje e tenham certeza de que eu guardo

um pedacinho de cada um em mim.



Por fim, gostaria de agradecer & CAPES pela bolsa de doutorado. A Fapesp, via projeto
tematico, e a rede CEPID/Redoxoma, pelo auxilio financeiro para compra de reagentes e

manuten¢ao de equipamentos.



Resumo em portugués

Portes, M. C. Complexos iminicos de cobre com atividade antiparasitaria frente a
Doenga de Chagas, 2021, 144p. Tese (Doutorado) — Programa de Pds-Graduagcdo em
Quimica. Instituto de Quimica, Universidade de Sdo Paulo, Sdo Paulo.

Neste trabalho foram sintetizados e caracterizados trés complexos de cobre com ligantes
iminicos, com o objetivo de avaliar sua atividade tripanocida. Esses complexos foram
caracterizados por diversas técnicas espectroscdpicas, como UV-Vis, Infravermelho e EPR,
além de analise elementar e espectrometria de massa. Juntamente com outros
complexos similares previamente sintetizados pelo nosso grupo, tiveram suas atividades
avaliadas frente a forma tripomastigota do parasita T. cruzi, responsavel pela fase aguda
da doenca de Chagas, por ensaios de viabilidade celular, com determinacdo do valor de
seus ICsg, concentracdo em que observamos a morte de 50% da cultura celular, pela
metodologia denominada MTT. Todos os complexos mostraram-se eficientes frente a
tripomastigotas, apresentando valores de ICso abaixo de 10 uM, com quatro deles
obtendo indice de seletividade maior que 10, fator importante para definir agentes
promissores antichagasicos. Complexos selecionados também tiveram sua atividade
verificada frente a forma amastigota do parasita, responsavel pela fase crénica da doenga,
utilizando método de imageamento por microscdpio de fluorescéncia e contagem celular.
Estudos de inibicdo da cruzaina, uma cisteino-protease importante para o metabolismo
do parasita foram conduzidos em colabora¢dao com o laboratério do Prof. Wagner Alves
de Souza Judice, da Universidade de Mogi das Cruzes. Quatro dos compostos testados
apresentaram atividade inibitdria frente a cruzaina, sendo dois de cobre, um de zinco e
um ligante livre. Os estudos também permitiram diferenciar os mecanismos de inibicao
dos compostos, com os complexos de cobre apresentando um mecanismo de inibi¢do
classico e o composto de zinco e o ligante livre apresentando o mecanismo de inibicdo

competitiva parabdlica com cooperatividade.

Palavras-chave: Doenca de Chagas; complexos de cobre; ligantes iminicos; atividade

tripanocida; cruzaina; viabilidade celular.
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Abstract

Portes, M. C. Imine copper complexes with antiparasitic activity against Chagas disease,
2021, 144p. Ph.D. Thesis — Graduate Program in Chemistry. Instituto de Quimica,
Universidade de S3o Paulo, S3o Paulo.

In this work, three copper complexes with iminic ligands were synthesized and
characterized, with the objective of evaluating their trypanocidal activity. These
complexes were characterized by several spectroscopic techniques, such as UV-Vis,
Infrared and EPR, in addition to elementary analysis and mass spectrometry. Together
with other similar complexes previously synthesized by our group, their activities were
evaluated against the trypomastigote form of the parasite T. cruzi, responsible for the
acute phase of Chagas disease, by cell viability tests, with determination of the value of
their IC50, concentration in that we observed the death of 50% of the cell culture, by the
methodology called MTT, all presenting ICso values below 10 uM, with four of them
obtaining a selectivity index greater than 10, important factor for defining promising
antichagasic agents. Selected complexes also had their activity verified against the
amastigote form of the parasite, responsible for the chronic phase of the disease, using a
fluorescence microscope and cell counting imaging method. Inhibition studies of cruzain,
a cysteine protease important for the metabolism of the parasite, were conducted in
collaboration with the laboratory of Professor Wagner Alves de Souza Judice at the
University of Mogi das Cruzes. Four of the tested compounds showed inhibitory activity
against cruzain, two of copper, one of zinc and a free ligand. The studies also allowed to
differentiate the mechanisms of inhibition of the compounds, with the copper complexes
presenting a classic inhibition mechanism and the zinc compound and the free ligand

presenting the competitive parabolic inhibition mechanism with cooperativity.

Keywords: Chagas disease; copper complexes; imine ligands; trypanocidal activity;

cruzain inhibition; cell viability.
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Introducao

Neste trabalho serd feita inicialmente uma introducdo sobre a doenca de Chagas e
os tripanossomatideos que a causam, assim como de varios dos compostos descritos na
literatura como possiveis agentes antichagdsicos. Enfase maior serd dada a complexos
metdlicos com ligantes nitrogenados, especialmente de cobre(ll), alvos principais de

nossas investigagoes.

1. A doenga de Chagas

Tripanossomatideos sdo protozoarios patogénicos unicelulares e monoflagelados,
encontrados muitas vezes como endoparasitas em diversos organismos, desde plantas,
insetos, até mamiferos.! S3o causadores de vérias patologias, incluindo doenca africana
do sono (T. brucei gambiense), doenca de Chagas (T. cruzi) e Leishmaniose (L. infantum,
L. donovani, L. major). Particularmente, a doenga de Chagas? constitui uma importante
doenca parasitaria numa larga faixa endémica, desde o sul dos USA até a Patagonia, na
Argentina, e que tem se disseminado com recentes movimentos de migracdo humana.? A
doenca de Chagas (American trypanosomiasis) recebeu esse nome apds o trabalho de
Carlos Justiniano Chagas, um médico brasileiro que a descobriu e reportou em 1909. Sao
bem estabelecidas a diversidade do genoma do parasita T. cruzi, assim como sua
multiplicidade de gendtipos e fenétipos. Ao longo do tempo, diversas classificacdes foram
propostas, e presentemente 6 diferentes unidades, denominadas discrete typing units

(DTUs), Tcl a TeVl sdo utilizadas para classificar esses parasitas.*
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Essas doengas, assim como a dengue, sdao causa de alta mortalidade e morbidez
entre humanos e, entretanto, ndo tém sido objeto de investimentos significativos por
parte da industria farmacéutica, sendo consideradas doencas tropicais negligenciadas.”
Além disso, essas doengas afetam principalmente populagdes pobres, vivendo em
condi¢des sanitdrias inadequadas, na Africa e na América Latina, em zonas rurais isoladas
ou favelas urbanas, em contato frequente com vetores propagadores dessas doencas.

Com a globalizacdo e o aumento das viagens internacionais, a doenca se propagou
rapidamente a outras regides, antes ndo afetadas.? Estima-se que 8 milhdes de pessoas
estejam infectadas por T. cruzi no mundo, sendo responsavel por cerca de 10.000 mortes
ao ano. No caso da doenca de Chagas, o vetor transmissor é um inseto triatomineo, que
se alimenta de sangue, o popular “barbeiro” (vide Figura 1). Usualmente escondido
durante o dia, alimenta-se a noite, picando pessoas e diversos outros organismos tais

como roedores, gambas, morcegos, cdes e outros.

B)

BARBEIROS

——

N\
N\

www.mdsaude.com
Figura 1. Diferentes triatomineos6. Fonte: https://www.mdsaude.com/doencas-infecciosas/parasitoses/doenca-
de-chagas/.
Atualmente as doencas tropicais negligenciadas englobam cerca de 20 patologias,
gue afetam mais de 1 bilhdo de pessoas, em 149 paises. Por isso, ja ha algum tempo, tem-

se um grande incentivo para a investigacdo e o desenvolvimento de possiveis novos
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farmacos para essas patologias e ha organismos internacionais fomentando essas
investigacdes, como DNDI (Drugs for Neglected Diseases Iniciative).b As estratégias
sugeridas incluem interrup¢do da transmissdo vetorial da doenca através de
principalmente iniciativas intergovernamentais, além de novas terapias para cura dos
pacientes afetados, tanto em fase aguda como cronica. Para tanto, tém sido
desenvolvidos diversos compostos, por diferentes grupos de pesquisa, na tentativa de
obter melhores farmacos. Entretanto, foram poucos os compostos que lograram entrar
em testes clinicos.’

Um desses compostos é o posaconazol, que foi testado clinicamente apds mostrar
atividade tripanocida em experimentos com modelos murinos, embora seja um composto
caro e de dificil preparacao. Nesses testes clinicos foram utilizadas doses de posaconazol
de 400 mg duas vezes ao dia (teste com alta dose) ou 100 mg duas vezes ao dia (teste
com dose baixa), em comparacdo com pacientes tratados com benznidazol, numa dose
de 150 mg igualmente duas vezes ao dia. Em todos os testes os compostos foram
administrados por 60 dias. Entretanto, tanto o benznidazol como o posaconazol
ocasionaram efeitos adversos. Com benznidazol, 5 pacientes (de um total de 78
pacientes) tiveram dermatite alérgica. Pacientes tratados com posaconazol tiveram
aumento relevante nos niveis das proteinas aminotransferase e fosfatase alcalina, o que
impediu seu uso farmacoldgico.®

Um estudo interessante usou a metodologia de reposicionamento de farmacos
(repurposing of drugs), com o objetivo de diminuir o tempo necessario para o
desenvolvimento de um novo farmaco, usualmente mais de 10 anos. A partir de uma
biblioteca de 963 compostos ja testados clinicamente para outros propdsitos, foram

identificados alguns compostos que mostraram efeitos significativos no crescimento e
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viabilidade de parasitas T. cruzi e que poderiam ser pontos de partida para futuro
desenvolvimento de farmacos mais eficientes. Nesses estudos foram considerados
promissores os compostos: Clemastine, Azelastine, Ifenprodil, Ziprasidone e Clofibrate

(vide Figura 2). Destes, ziprasidone é um derivado oxindélico.
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Figura 2. Derivados testados como agentes promissores antichagasicos®.

O ciclo de vida dos tripanossomatideos causadores da doenca de Chagas envolvem
um inseto triatomineo hematdéfago, um vertebrado hospedeiro e diferentes formas do
parasita: epimastigotas e tripomastigotas metaciclicas presentes no vetor,
tripomastigotas localizados no sangue de infectados e amastigotas, que se situam e
proliferam dentro das células do mamifero (vide Figura 3). Sdo verificadas 4 etapas em
seu desenvolvimento: duas replicativas (amastigotas e epimastigotas), uma

tripomastigota metaciclica ndo-replicativa e uma de disseminacdo (tripomastigota).1°
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Figura 3. Formas amastigotas (A, B), tripomastigotas sanguineas (C) e epimastigotas (D) do
parasita Trypanosoma cruzi. Imagens: Técia Ulisses de Carvalho, Estudo de microscopia dptica,
Programa de Biofisica, Instituto de Biofisica Carlos Chagas Filho, Universidade Federal do Rio de Janeiro
- http://chagas.fiocruz.br/organizacao-estrutural/

O ciclo de vida do parasita pode ser descrito de forma simplificada como: a forma
tripomastigota é ingerida pelo inseto ao picar um individuo infectado e se diferencia na
forma epimastigota, que entdo prolifera no tubo digestério do vetor, diferenciando-se na
parte final do intestino numa forma tripomastigota metaciclica. Essa forma é transmitida
a um vertebrado, pela picada do inseto, ao receber transfusdo de sangue contaminado
ou pela ingestdo de alimento contaminado. A forma tripomastigota infecta diferentes
tipos de células do hospedeiro e sofre diferenciagdo para a forma amastigota, intracelular,
gue entdo prolifera no citoplasma e se transforma em tripomastigotas, liberadas no
sangue apo6s o rompimento da célula. Estas formas podem infectar novas células ou serem
ingeridas pelo inseto durante seu repasto sanguineo, reiniciando o ciclo. Desse modo a
doenca é disseminada.

Em humanos ndo tratados, os sintomas caracteristicos da fase aguda sdo, febre
prolongada, dor de cabeca, fraqueza intensa e inchago no rosto e pernas, e podem
persistir por cerca de 2 meses. Na fase cronica, os pacientes sao em geral assintomaticos,
mas cerca de 20% deles desenvolvem sintomas caracteristicos de problemas cardiacos,
como insuficiéncia cardiaca, problemas digestivos, como megacolon e megaes6éfago ou

ainda problemas neuroldgicos.
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Atualmente ha dois farmacos aprovados como Unicas opg¢des de tratamento para a
doenca de Chagas, um derivado nitroimidazol, benznidazol (Bz), usado ha mais de 40 anos
e um derivado nitrofurano, nifurtimox (Nfx), que entretanto sé mostram eficiéncia em

fases agudas da doencga (Figura 4).

N
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Figura 4. Farmacos utilizados contra a doenga de Chagas: benznidazol (1) e nifurtimox (2).

Estudos recentes sobre esses compostos indicam que sua eficdcia é baseada na
formacao de radicais nitro, que danificam o DNA do parasita (vide Figura 5).*! No caso do
benznidazol, sua reducdo através de etapas com dois elétrons também gera espécies
radicalares.'?

Outros estudos também mostraram a ativa¢do de proteinas reparadoras de DNA

como estratégia na atividade antichagasica de benznidazol.*3
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Figura 5. Mecanismos propostos para os farmacos Benznidazol e Nifurtimox, envolvendo enzimas
nitroredutases e formag3o de espécies radicalares'?.

Entretanto, esses compostos apresentam severos efeitos colaterais, como febre,
edema generalizado, dores musculares e nas juntas, e polineuropatia periférica.'* Por
esta razdo diferentes compostos organicos foram testados como potenciais agentes
antichagasicos. . Além disso, ha varias cepas de T.cruzi resistentes a benznidazol por

exemplo que estdo sendo associadas as distintas DTUs.'®

2. Compostos organicos como agentes antichagasicos

Alguns outros compostos, de origem natural ou sintética, ja foram reportados como
agentes tripanocidas, como cetoconazol, itraconazol, alopurinol, e varios derivados nitro-
heterociclicos. Em geral, esses compostos apresentam boa atividade, mas baixa
solubilidade em meio aquoso, baixa eficacia ou alta toxicidade.

Tiazois ja foram testados, apresentando atividade anti-tripanossoma acentuada,
com valores determinados de ICso (concentracdo de composto responsavel por causar

50% de morte celular) entre 2 a 13 uM, sendo mais ativos que tiosemicarbazonas.®
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Foram capazes de induzir a morte do parasita por processo apoptoético, isto é, morte
celular programada. N3o foi detectada acdo inibitdria sobre a cruzaina, uma proteina-alvo
de varios estudos e essencial para o parasita T. cruzi.

Tiazolidinonas !’ e 5-nitroindazolinonas também s3o exemplos de compostos
testados com alta atividade tripanocida.!® Tiazolidinonas também n3o inibem a cruzaina,
principal cisteino protease do parasita, mas alteram a morfologia do complexo de Golgi e
do reticulo endoplasmatico (ER), produzindo vacuolos citosdlicos atipicos e induzindo a
morte do parasita por necrose. Protétipos de 5-nitroindazolinonas, por outro lado,
apresentam alta atividade e eficiéncia principalmente contra formas amastigotas, com
ICs0 na faixa de 3 a 9 uM, em infec¢Oes causadas por parasitas classificados segundo as
discrete typing units (DTUs) como Tcll e TcVI.

Outra classe de compostos estudados sdo as arilimidamidas, que apresentaram
valores de ICsp muito promissores, na faixa de 50 nM a 2,5 uM contra tripomastigotas e
de 20 a 200 nM contra amastigotas, apds 24 ou 72h de incubacdo a 37°C. Os valores para
benznidazol obtidos nas mesmas condi¢cdes foram 12,9 e 2,8 uM, respectivamente.?
Além disso, o mais ativo desses compostos apresentou boa atividade frente a
tripanossomas de diversas cepas do parasita (YuYu, Colombiana e CL, além da Y).

Também merecem destaque derivados heterociclicos contendo grupamento N-
dxido, que geram espécies reativas radicalares, responsaveis por sua atividade parasitica
e antitumoral.?°

Ou ainda naftoquinonas, cujo ciclo redox no meio biolégico inclui reducdo a
semiquinonas, que na rea¢do com oxigénio molecular sdo capazes de gerar espécies

reativas de oxigénio (EROs), como radical hidroxila, causando danos oxidativos. Lapachol,

o-lapachona e B-lapachona sdo exemplos desse tipo de composto, também estudados
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como agentes antitumorais, que se mostraram ainda inibidores de topoisomerases,

enzimas responsdveis pela topologia do DNA?! (vide Figura 6).
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Figura 6. Compostos organicos diversos com atividade tripanocida (cetoconazol, alopurinol, tiazéis,
tiazolidinonas, entre outros).

Recentemente, um estudo baseado na otimizagdo estrutural de um composto-lider
(hit compound) levando a derivados de 1,4-naftoquinona foi realizado. A maioria das
modifica¢cdes levaram a uma melhoria da atividade tripanocida, embora algumas tenham
levado a maior toxicidade. 22

InvestigacOes sobre a atividade tripanocida de derivados de pirazol-imidazolina e
pirazol-tetrahidropirimidine contra formas clinicamente relevantes de T. cruzi também
foram realizadas. Derivados di-clorados mostraram-se mais ativos que o benznidazol
frente a tripomastigotas e amastigotas. Esses compostos mostraram interacdo com a

cruzipaina, com inibicdo da atividade cisteina proteinase do parasita. Entretanto, a
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substituicdo do grupamento imidazolina por tetrahidropirimidina levou a perda da
atividade antiparasitaria.?3

Uma série de derivados hibridos contendo os grupamentos oxindol e triazol foram
sintetizados, conforme o esquema na Figura 7. Esses derivados tio- e semicarbazonas sao
estruturalmente simples e faceis de serem sintetizados. As tiosemicarbazonas
mostraram-se mais ativas que as semicarbazonas e essa atividade parece ser
principalmente devida a interacdes dos compostos com enzimas do parasita e ndo a

etapas de dxido-reducdo, como no caso de benznidazol.?
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Figura 7. Esquema de derivados hibridos contendo os grupamentos oxindol e triazol (conforme ref. 24).

Apesar dessa ampla diversidade de compostos investigados, é grande a necessidade
de desenvolvimento de novos farmacos, com menos efeitos colaterais e com alta

eficiéncia.l®
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3. Complexos metdlicos como agentes tripanocidas

Na drea de Quimica Inorganica Medicinal, diferentes complexos metalicos ja foram
testados e descritos como potenciais farmacos para doencas negligenciadas,
particularmente com atividade antichagdsica.?>%°

Em geral, esses complexos metdlicos ou organometdlicos compreendem dois tipos:
um onde o ligante livre ja apresenta atividade tripanocida e outro em que o ligante ndo é
bioativo. Em ambos os casos, procura-se aliar a atividade bioldgica do ligante ou sua
capacidade de reconhecimento molecular com as propriedades inerentes dos metais, ou
seja, carga, potencial redox dependente do ligante coordenado, habilidade de se ligar a
biomoléculas importantes, como DNA ou proteinas, ocasionando danos ou inibicdo de
atividade.

Dentre os metais presentes nestes compostos merecem especial atengdo
ruténio3%3!, cobre3? e ouro.?? Esses metais apresentam mais de um estado de oxidac3o,
podendo participar de etapas redox, com formacdo de espécies reativas de oxigénio
(EROs). Dentre os complexos de ruténio merecem destaque os complexos com
clotrimazol (CTZ) e cetoconazol (KTZ), que atuam como inibidores esteroidais. Os ligantes
CTZ e KTZ também mostraram acdo tripanocida acentuada, em complexos com ouro,

especialmente quando coordenados simultaneamente a trifenilfosfinas, mostrando

grande melhora na atividade em relagao aos ligantes livres.

Compostos de vanadio, especialmente de vanadila (V=0%*) com ligantes
polipiridinas, como [VIVO(SO4)(H20)2(NN)] e [VVO(L-2H)(NN)], onde NN = bipy, phen,
dppz, tdzp, etc., também ja foram reportados com boa atividade anti-T cruzi, onde o alvo

principal parece ser o DNA, através de intercalacdo dos complexos.3436
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Complexos de manganés também ja foram descritos como possiveis agentes
tripanocidas. Dois compostos de manganés(l) com ligantes tetradentados baseados em
poliaminas (incluindo grupamentos piridinas) mostraram boa atividade contra T. cruzi, in
vitro e in vivo, e um deles também inibiu a proteina superdxido dismutase Fe-SOD.3” Como
tripanossomas ndo apresentam catalase, essa proteina Fe-SOD é responsavel pelo
metabolismo de radicais superdxidos liberados na formacdo de radicais tirosil pela
ribonucleotido redutase3?, protegendo o parasita de danos oxidativos. Estudos mais
recentes demonstraram que estes compostos também sdo ativos contra T. brucei.
Entretanto, ndo confirmaram a atividade inibitdria frente a Fe-SOD. Um dos compostos
mostrou-se inativo e o outro apresentou baixa atividade, o que nao justifica a toxicidade
dos compostos frente a tripanossomas.3?

Ainda, compostos de bismuto e antimoénio também foram descritos como agentes
anti-tripanossomas,*® atuando como indutores de morte celular por necrose.
Particularmente no caso de complexos de cobre, o metal pode ter um papel muito maior
do que apenas carregador para os ligantes. O cobre é nutriente muito importante para
diversos organismos, e em mamiferos tem uma homeostase bem controlada. Sua
principal fungdo no meio intracelular esta atrelada a sua capacidade redox, fazendo com
gue seja parte importante no funcionamento de diversas enzimas e, portanto, essencial
para o metabolismo.

Por ser um metal endégeno o cobre pode ser assimilado com maior facilidade,
atuando também como um eficiente carregador para os ligantes.** Quando muda de
estado de oxidacdo, o cobre também altera a geometria de suas ligacGes, impactando

diretamente em sua esfera de coordenacdo, podendo alternar entre geometria quadrado
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planar e tetraédrica. Essa propriedade possibilitou que complexos de cobre pudessem ser
desenvolvidos de acordo com a propriedade que se deseja explorar.

Ligantes que favorecem a conformac¢do quadrado planar podem ser melhores
intercaladores, agindo diretamente no DNA como forma de atuac¢do. Ja ligantes que
levam a geometria tetraédrica ou mais flexiveis podem atuar como inibidores alostéricos,
bloqueando diretamente sitios de enzimas importantes para o funcionamento das células
no parasita.

Complexos de cobre também podem agir como geradores de espécies reativas de
oxigénio (EROs)*?, causando estresse oxidativo no meio intracelular e consequentemente
induzindo a morte celular, no caso de células infectadas.

Por se tratar de um micronutriente e um metal essencial para a nossa espécie e por
ser altamente regulado pelo nosso metabolismo, complexos de cobre podem ser menos
téxicos que outros metais, visto que nosso organismo possui diversas maneiras de lidar
com excessos do metal. Em mamiferos, ha cerca de 300 proteinas, dependentes de cobre.

E possivel encontrar na literatura uma grande diversidade de complexos metalicos
propostos para a atividade tripanocida. Assim como uma grande variedade de ligantes
gue estdo sendo estudados visando otimizar a atuacdo desses potenciais
metalofarmacos. Muitos dos complexos testados apresentaram excelentes resultados,
apresentando valores de ICsp na faixa entre 1 a 10uM, abaixo inclusive dos farmacos
comerciais Benznidazol e Nifurtimox.?®

Apesar das baixas concentragdes de inibicdo e altos valores de seletividade, muitos
dos resultados apresentados na literatura falham em apresentar um protocolo geral de
testagem. O principal ponto de divergéncia frente a amostragem de resultados se deve

ao tempo de incubac¢do, com estudos utilizando 24h como tempo padrao, mas podendo
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variar até 72h.% 0O tempo de incubacdo pode ser muito impactante, principalmente
para os ensaios que utilizam o MTT como ferramenta de medida, pois quanto maior o
tempo de incubagdao, maior a probabilidade de a mortalidade apresentada ocorrer devido
a escassez de nutriente no meio de cultura.

Outro ponto que dificulta a comparacao de resultados é a variedade de cepas entre
as formas do T. cruzi, além de muito estudos utilizarem a forma epimastigota®®*’ em seus
ensaios, por ser menos susceptivel a intempéries do ambiente. Porém, esta é a forma ndo
infectante, presente no inseto vetor e os resultados obtidos ndo podem ser

completamente correlacionados com a forma sanguinea tripomastigota.

4. Complexos oxindoliminicos de cobre ou zinco

Ha mais de uma década que vimos estudando em nosso laboratério ligantes
oxindoliminicos, derivados de isatina, como agentes antitumorais>64248-52,

Como a ac¢do bioldgica desses complexos envolve estresse oxidativo, com formacao
de EROs e consequentes danos oxidativos ao DNA e mitocondria, especialmente através
de radicais hidroxil, decidimos testar alguns desses complexos frente a T. cruzi.
Verificamos que esses complexos, tanto de cobre(ll) como de zinco(ll), que ndo tem
atividade redox, apresentavam boa atividade tripanocida com indices de seletividade
bastante promissores®3°4,

Nesta tese, desenvolvemos 3 novos complexos de cobre (1), também com ligantes
iminicos, que se mostraram tdao ou mais reativos que os anteriormente estudados. Dados
comparativos da atividade anti-tripanossoma de 5 compostos sdo aqui descritos e

discutidos, obtidos com metodologia de contagem de parasitas em cdmara de Neubauer
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e através de testes com MTT. Adicionalmente, foram realizados estudos para identificar
possiveis alvos no parasita e elucidar provaveis mecanismos de acdo dessa classe de

compostos.
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Objetivos

O objetivo principal desta tese é avaliar os efeitos de complexos de cobre com
ligantes derivados iminicos de oxindéis, especialmente a isatina, frente a diferentes

formas do Trypanosoma cruzi, parasita responsavel pela Doenca de Chagas.
Os objetivos especificos sao:

- Sinteses de complexos de cobre com ligantes nitrogenados derivados de isatina ou

acetilpiridina, obtidos por reagdao de condensagdao com aminas escolhidas;

- Caracteriza¢dao dos complexos sintetizados via diferentes técnicas como Espectroscopia
UV/Visivel, Andlise Elementar, Espectroscopia de Infravermelho, Espectroscopia EPR e

Espectrometria de Massas;

- Ensaios de viabilidade celular dos compostos sintetizados, bem como de ligantes livres
e de compostos ja conhecidos do grupo frente a forma tripomastigota do T. cruzi, via

metodologia MTT;

- Ensaios de viabilidade celular dos compostos estudados via MTT frente a linhagens de

células de hospedeiros, como Fibroblasto P4 e LLCMK2;

- Avaliacdo por ensaios de Microscopia de Fluorescéncia de efeitos dos compostos

estudados sobre a forma amastigota do T. cruzi;

- Estudos do possivel efeito inibitério de alguns dos compostos estudados frente a uma

das principais cisteino proteases do Trypanosoma cruzi, a cruzaina;
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Capitulo 1

Sintese e Caracterizacao dos
Complexos Metalicos
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1.1 Consideracgoes Iniciais

Em estudos anteriores sobre atividade antiparasitaria envolvendo complexos
oxindoliminicos em nosso laboratério, haviam sido testados 4 complexos, sendo dois de
cobre(ll), [Cu(isaepy)H,0]CIOs e [Cu(isapn)](ClO4)2, e dois analogos de zinco(ll),
[Zn(isaepy)Cl,] e [Zn(isapn)]ClO4, assim como os respectivos ligantes, isaepy e isapn*.
Esses ligantes sdo do tipo base de Schiff, obtidos a partir de um oxindol, isatina, e
diferentes aminas, capazes de formar espécies bastante estdveis com diferentes ions
metalicos. No caso do cobre, esses ligantes conseguem estabilizar ambos os estados de
oxidacdao do metal presentes no meio bioldgico, facilitando um ciclo catalitico em que
espécies reativas de oxigénio sdo provavelmente formadas.

Na presente tese de doutorado, pretendeu-se entdo desenvolver novas
investigacOes, preferencialmente com compostos mais ativos frente a parasitas T. cruzi,
visando também elucidar seus possiveis alvos e modos de acdo no meio bioldgico.

O primeiro composto escolhido para esta finalidade foi o [Cu(isaenim)]ClO4, que ja
havia demonstrado, em estudos anteriores, atividade antitumoral, causando
principalmente danos oxidativos ao DNA>*>>, Foram realizados também estudos com um
outro composto, com um ligante mais hidrofébico, [Cu(isambz)H,0]ClO4. Para todos esses
compostos citados tem-se duas formas tautomeéricas possiveis, a forma ceto e a forma
enol, dependendo do pH da solucdo. A forma ceto predomina a baixos pHs (3 a 5) e a
forma enol a pHs mais elevados (8 a 10). Deste modo, alguns dos complexos foram
isolados na forma ceto e outros na forma enol, dependendo do pH utilizado na etapa de

metalacdo. Foram desenvolvidas ainda investigacdes com um composto sem o
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grupamento oxinddlico proveniente da isatina, [Cu(apybmz)H,0]ClIO4, para efeito de
avaliacdo da influéncia de diferentes grupamentos no ligante.

Foram ainda incluidos em nossas investigacdes os dois complexos de cobre(ll),
[Cu(isaepy)H20]CIOs e [Cu(isapn)](ClOa4);, anteriormente estudados em nosso
laboratério®*, para comparacdo de suas reatividades com a dos novos complexos. Todos
os derivados de isatina apresentam equilibrio ceto-endlico, conforme mostrado nas

Figuras 8 a 12 abaixo.

n Composto [Cu(isaenim)]ClO4

=z
Iz

Figura 8. Equilibrio ceto-endlico para o complexo [Cu(isaenim)] */?*.

(m Composto [Cu(isabmz)H,0]ClO4

T+ N 12+
N
—< . H* —~<
N\ N - /N\ /N
z cu” - H+ /Cu\
g oH N S0 OH

Figura 9. Equilibrio ceto-endlico para o complexo [Cu(isabmz)(H20)]*/*.
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() Composto [Cu(apybmz)H,0]ClO4

]2+

Figura 10. Estrutura do complexo [Cu(apybmz)(H20)]*.

(IV)  Composto [Cu(isaepy)H20]ClO4

Figura 11. Estrutura do complexo [Cu(isaepy)H20]".

(V) Composto [Cu(isapn)](ClOa4)2

HNE\ /ﬁg le / \O/ NH ] /CU\O N

[Cu(isapn)]?* [Cuisapn)]* [Cu(isapn)]

Figura 12. Estrutura dos tautémeros do complexo [Cu(isapn)]*.
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1.2 Parte Experimental

As sinteses dos ligantes descritas nesse capitulo foram realizadas em pHs entre 5 e
6, para favorecer a formacdo da ligacdo iminica. Posteriormente, procedeu-se a
metalacdo in situ dos ligantes preparados, usando perclorato de cobre(ll). Como visto
anteriormente, nessa faixa de pH é esperado que os derivados de isatina se encontrem
tanto na forma ceto como na forma endlica. Portanto, a caracterizacdo dos compostos
baseados nesse precursor levara em conta a possibilidade da formacao predominante de
uma espécie ou de misturas das duas formas estarem presentes em solu¢do, ou mesmo

no sdlido isolado.

1.2.2 Precursores utilizados

Isatina (CsHsNO;), Sigma-Aldrich; 97%

MM: 147,13g/mol

O]

N\ /
X

Etilenodiamina (NH,CH,CH;NH3), Sigma-Aldrich; P.A.

MM: 60,10g/mol
HsN
ZI NH,

Imidazol-2-carboxaldeido (C4HaN»0), Sigma-Aldrich; 97%




MM: 96,09g/mol

2-(aminometil) benzoimidazol (CsHoN3 - 2HCI), Sigma-Aldrich; 98%

MM: 220,10g/mol

N
@ Y +2HCI
N NH

2

2-Acetilpiridina (C;H;NO), Sigma-Aldrich; 299%

MM: 121,14g/mol

Vs

W

CHs

Etanol (CH3CH,0H), Sigma-Aldrich; P.A.

MM: 46,07g/mol

Perclorato de Cobre (Il) hexahidratado (Cu(ClOa4); - 6H,0), Sigma-Aldrich; 98%

MM: 370,54g/mol

38
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1.2.3 Sinteses dos complexos oxindoliminicos de cobre(ll)

1.2.3.1 Sintese do Composto 1 — [Cu(isaenim)]ClO4:2H,0

O composto 1 ja havia sido previamente sintetizado pelo nosso grupo®?, porém
optou-se por utilizar uma via de sintese distinta daquela ja descrita na literatura. A nova
rota de sintese escolhida esta descrita abaixo.

Para esta sintese foram solubilizados 0,589g (4mmols) de isatina em 20mL de etanol
absoluto, num baldo de 125mL. O bal3do foi entdo acoplado a um condensador e aquecido
a 50°C, sob agitacdo magnética constante, por 20 minutos. Apds esse tempo, observou-
se que toda a isatina havia se solubilizado formando uma solucdo laranja, e nesse
momento o aquecimento foi desligado. Esse cuidado teve que ser tomado, porque em
seguida foram adicionados mais 10mL de etanol ao baldo e 300uL (4 mmols) de
etilenodiamina, que é bastante volatil e poderia evaporar devido ao vidro quente.

Logo apds a adi¢do da etilenodiamina a solugdo tornou-se rubra. O sistema foi
deixado sob agitacdo, sem aquecimento por mais 20 minutos, quando a solucdo adquiriu
uma coloragdo amarela. Nesse momento o pH foi medido em 8. Foram adicionadas trés
gotas de solucdo acido percldrico 2M até que o pH do meio fosse ajustado para 6, para
favorecer a formacdo da ligacdo iminica.

Foram entdo pesados 1,500g (4mmol) de perclorato de cobre(ll), que foram
solubilizados em 5mL de dgua deionizada e adicionados lentamente ao baldo. Observou-
se a formagdo de um precipitado escuro logo apds a adicao do sal de cobre. O pH foi

medido novamente, estando entre 5 e 6. Foram, entdo, adicionadas duas gotas de
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hidréxido de sédio 1M para ajustar o pH em 8, para favorecer a espécie enol, e a solugao
foi deixada sob agitacdo por mais 20 minutos.

Foram entdo pesados 0,394g (4 mmols) de imidazol-2-carboxaldeido, solubilizados
em 10mL de dgua deionizada e adicionados ao baldo, deixando a solu¢do sob agitagao por
uma hora. Apds esse tempo, a solucao foi transferida para um erlenmeyer e deixada em
repouso por dois dias. Em seguida, foi filtrada a pressdo reduzida e o precipitado foi
lavado com etanol gelado. O sdlido foi colocado em um dessecador com vacuo, por um
dia. O rendimento obtido foi de 39,4% (ou 0,677g, 4mmol), considerando o composto

puro na forma enolato.

N"‘ !
“~Cu._ / —NH C, -

/ ;'l' ‘N + HI /_._é: N /
Vand - H+ N
N H

o N’ "NH,

pH: 6 /
0 + HNo Ny, ——B 0
N N
H

I=
O
+
0O
c
T+
N
:’k
=
/ N
o, .
\\n
=
-
Ny

N’ NH, H
7 cuv? pH: 6 I\lf\,f\lﬁ}\NH
< + AL T AN
N NH =
\—/ /

Figura 13. Roteiro de sintese para o composto 1.
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A sintese do composto 1 exigiu uma estratégia elaborada, pois para a formacgao do
ligante eram necessarias duas condensacdes iminicas. Assim, a sintese prévia do ligante
demonstrou grande instabilidade, sendo o ligante degradado antes da metalacao,
resultando em compostos diversos. Para melhorar a estabilidade do ligante, optou-se
por fazer a adicdo do metal apds a formacdo da primeira ligacdo iminica, estabilizando
esta através da coordenacdo ao ion de cobre, e possibilitando a formacgdo da segunda
ligacdo iminica, com o ligante ja coordenado ao cobre, sem que a primeira degradasse. A
rota de sintese utilizada esta representada na Figura 13 acima. O composto formado é
solivel em DMSO e pouco soluvel em etanol.

Espectrometria de massas (+ESI-MS): Ci4H12NsOCu-H,0, MM = 347,04 gmol?,

[C14H12N50Cu.H,0]*, m/z = 347,0421.

Andlise Elementar, ([Cu(isaenim)]ClO4:2H;0), Ci4H12NsOCuClO4:-2H,0), MM =

465,31gmol?) = Calc. C 36,14/ H 3,47/ N 15,05 %; Exp. C 35,58/ H 3,07/ N 14,26 %.

1.2.3.2 Sintese do Composto 2 — [Cu(isabmz)H,0]CIO,

Foram pesados 0,588g (4 mmols) de isatina que foi transferida para um baldo de
125mL. Ao baldo foram adicionados 20mL de etanol. O sistema foi colocado em refluxo
sob agitacdo e aquecimento para solubilizar a isatina, obtendo-se uma solucdo laranja.

Apds 10 minutos foram pesados 0,884g (4Ammols) de 2-(aminometil)benzimidazol
solubilizados em 20mL de dgua deionizada e adicionados ao baldo. O pH foi medido em 3
e logo ajustado para 6, com solucao de hidréxido de sédio 1M. O sistema foi deixado sob

agitacdo sem aquecimento por 12 horas e o baldo foi fechado com parafilme. Logo apds
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a adicdo do 2-(aminometil)benzimidazol a solucdo ficou vermelho rubro, porém quando
o pH foi ajustado para 6 ela ficou ainda mais escura. Apds 12 horas formou-se precipitado
na solugao.

Foram entdo pesados 0,510g (4 mmols) de perclorato de cobre que foram
adicionados diretamente no baldo. O pH do meio foi medido em 3 e ajustado para 8, e
com isso formou-se um sélido marrom. O sélido foi filtrado e lavado com éter etilico e
colocado para secar em dessecador com vacuo.

A sintese do composto 2 foi feita utilizando um leve excesso de metal para favorecer
a formacdo do complexo 1:1. O complexo metalico entre cobre e o ligante isabmz foi
estudado anteriormente no laboratdrio, mas o complexo foi obtido na proporgao 2:1 de
ligantes para metal, que apresentou baixa solubilidade e baixa eficiéncia nos ensaios
bioldgicos®®. Acredita-se que a espécie mais ativa desse composto no meio bioldgico seja
a 1:1, que também é mais soluvel. O composto formado é soluvel em DMSO, muito pouco
solivel em etanol e acetonitrila.

Espectrometria de massas (+ESI-MS): CiH14aN4O3Cu, MM = 355,84 gmol?,

[C16H14N403CU+H]+, m/z = 356,36.

Andlise Elementar, ([Cu(isabmz)(H20)]CIO04:6H.0), CisH12N402CuClO4.6H,0), MM =

563,38gmol?) = Cal. C 34,11/ H 4,29/ N 9,94 %; Exp. C 33,46/ H 4,42/ N 9,02 %
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Figura 14. Roteiro de sintese para o composto 2.

1.2.3.3 Sintese do Composto 3 — [Cu(apybmz)]ClO,4

Foram pesados 0,898g (4 mmols) de cloridrato de 2-(aminometil)benzimidazol e
dissolvidos em 20mL de etanol, num baldo de 125mL. O sistema foi deixado sob agitacado
e aquecimento brando (50°C), por 20 minutos. Apds esse periodo o reagente ndo
solubilizou. O pH medido era 3, mas mudou para 1 a medida que o sélido se dissolvia.
Ajustou-se entdo o pH do meio com solucdo de hidréxido de sédio 1M, gota a gota, até 3.
O solido solubilizou-se deixando a solugado cristalina e incolor. Adicionou-se entao 495ulL

(4 mmols) de 2-acetilpiridina tornando a solu¢do amarelada e o pH foi novamente medido
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em 3. O sistema foi deixado sob agitacao, por uma hora. O pH do meio foi entdo ajustado
com a solugao de hidroxido de sédio 1M até estar entre 5 e 6. Foram pesados 1,5g (4
mmols) de perclorato de cobre que foram adicionados diretamente ao baldo, deixando a
solugdo azul escura. O sistema foi deixado sob agitacdo por mais uma hora. Apds esse
tempo formou-se um precipitado azul claro. Ndo foi possivel medir o pH devido a grande
quantidade de sélido formado. A solucdo foi transferida para um erlenmeyer e deixada
em repouso na geladeira. Apds 12 horas na geladeira a solucdo aparentava ser um sélido
azul esponjoso como um todo, nao sendo possivel distinguir sobrenadante e precipitado.
Foram entdo adicionados 10mL de etanol ao erlenmeyer e este foi aquecido, solubilizando
o solido esponjoso. Apds alguns dias a solucdo foi filtrada a vdcuo e lavada com etanol
gelado. Foi possivel isolar um sdlido azul claro, semelhante ao que havia precipitado
durante a sintese. Esse sdlido azul foi seco a vacuo e pesado, obtendo-se 1,506g (4 mmols)
de composto, indicando um rendimento de 71,0%. O composto formado é soluvel em

DMSO, etanol e metanol.

H
H,N N
< I\
pH: 6 N AN
N + HN \ —
o) N/l
X
H
N

n Ccut2 PH:8 N\ /N\
N/ /Cu
o ‘ H,0 \N _ ‘
X

Figura 15. Roteiro de sintese para o composto 3.
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Espectrometria de massas (+ESI-MS): [C1sH1sN4OCu]*, MM = 330,85 gmol?,
[C1sH1sN4OCu-H,0]* e [C1sH13N4Cu]*, m/z = 348,0214 e 312,0434. Analise Elementar,
([Cu(apybmz)(H20)](ClO4)2, C1sH16N4O9Cl2Cu, MM = 530,96gmol) = Calc. C 33,94/ H

3,04/ N 10,56 %; Exp. C 35,78/ H 3,17/ N 10,61 %.

Todas as sinteses mostraram uma correlagao aceitdvel entre os valores obtidos e os
calculados para as andlises elementares, considerando a estrutura proposta. Diferencas
podem ser creditadas a presenca de outra forma tautomérica, em menor propor¢ao, no
produto isolado. Os complexos 1 e 2 mostraram-se muito higroscépicos, mesmo apds

secagem a vacuo. O mesmo nao foi observado para o composto 3.

1.2.4 — Dados de Caracterizagao dos Compostos 4 e 5.

Os compostos 4 e 5 ja haviam sido preparados e caracterizados em outros estudos
de nosso grupo e utilizados nestes estudos. Os dados correspondentes sdo mostrados
abaixo®’.

Composto 4 — [Cu(isaepy)H20]ClO4

Andlise Elementar, ([Cu(isaepy)(H20)](ClO4).H,0), C1sH16N307CICu, MM = 449,31 gmol?)

= Calc. C 40,10/ H 3,59/ N 9,35 %; Exp. C 40,73/ H 3,41/ N 9,18 %.

Composto 5 — [Cu(isapn)](ClO4)2

Anélise Elementar, ([Cu(isapn)](ClO4)2), C1sH16N4010Cl2Cu, MM = 594,80 gmol?) = Calc. C

38,36/ H 2,71/ N 9,42 %; Exp. C 39,33/ H 2,88/ N 9,69 %.
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1.2.5 Técnicas utilizadas na Caracterizagdao dos Compostos

Preparados

Andlise Elementar (CHN)

A andlise elementar de cada um dos complexos preparados foi realizada pela Central

Analitica do 1Q-USP, utilizando um Analisador Elementar Perkin EImer 2400, series ii.

Espectroscopia UV-Visivel (UV/Vis)

Os espectros de absorcdo na regido do ultravioleta e visivel foram obtidos em
espectrofotdbmetro Shimadzu UV/Vis, modelo 1650, utilizando-se cubetas de quartzo de

caminho éptico de 1,00 cm.

Espectroscopia Infravermelho (1V)

Todos os espectros obtidos nesta se¢ao foram obtidos em um espectrofotometro Perkin

Elmer — Frontier, pela técnica de pastilha de KBr, junto a Central Analitica do 1Q USP.

Espectrometria de Massa (LC-MS)

Todos os experimentos foram conduzidos nas seguintes condi¢des, junto a Central
Analitica IQ-USP:
Equipamento: MICROTOF — Bruker Daltonics; Nebulizer: 0.4 Bar; Dry gas: 5 |/min

Temperatura: 200 °C; HV: 4500 V. Modo de aquisigdo: Positivo
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Espectroscopia Paramagnética Eletrdnica (EPR)

Espectros EPR foram registrados em espectrometro Bruker, modelo EMX, operando
em banda X, a aproximadamente 9,5 GHz, utilizando cavidade standard ou cavidade
ultrassensivel. Essas medidas foram feitas no estado sélido e em solugdo congelada, a
temperatura ambiente (298K) e a temperatura do nitrogénio liquido (77K). Para medidas
a baixa temperatura foi utilizado um Dewar e tubos de quartzo de 2mm de didametro
interno, adquiridos da Wilmad. Nas simulacdes utilizou-se o software Easyspin®® da

Bruker, em plataforma MatLab.

1.2.6 Otimizagao das Estruturas dos Complexos por DFT

Os calculos tedricos para otimizacdo das estruturas dos complexos foram feitos em

colaboracdo com o Dr. Raphael Enoque Ferraz de Paiva, pela metodologia descrita abaixo.

As estruturas dos compostos de cobre(ll) foram otimizadas pelo método de Density
Functional Theory (DFT) através do pacote Orca 4.2°%%0, O funcional hibrido PBEO foi
escolhido, em conjunto com a funcdo de base triplo-zeta def2-TZVP. Fung¢des de base
auxiliares de Weigend foram utilizadas®. As estruturas iniciais foram desenhadas com
base em informacdes estruturais obtidas por técnicas espectroscépicas como EPR, UV-Vis
e IV. As estruturas otimizadas foram compiladas (renderized) com o software Chemcraft

1.8.
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1.3 Resultados e Discussao

1.3.1 Caracteriza¢dao dos Compostos por Espectroscopia no

Infravermelho (FTIR)

A partir daqui os compostos serdo nomeados sem preocupagao com as cargas ou
contra ions, por exemplo [Cu(isaenim)], [Cu(isaepy)] ou [Cu(isapn)].

Ao utilizar a espectroscopia na regiao do infravermelho, buscou-se observar bandas
em comprimentos de onda caracteristicos relativos a grupos especificos dos compostos
sintetizados. Os espectros apresentados a seguir foram obtidos em estado sélido, com
pastilha de KBr, em colaborag¢do com a Central Analitica do IQ-USP.

Os espectros obtidos para os compostos 1, 2 e 3 estdo mostrados abaixo, nas
Figuras 16, 17 e 18. A Tabela 1 indica as bandas mais relevantes para os complexos

sintetizados e suas atribuicdes.
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Figura 16. Espectro Infravermelho do composto 1, [Cu(isaenim)].
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Figura 17. Espectro Infravermelho do composto 2, [Cu(isabmz)(H20)].
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Figura 18. Espectro Infravermelho do composto3, [Cu(apybmz)(H20)].

Os espectros exibem as bandas relevantes para cada um dos compostos, em
especial a banda entre 1520 e 1690 cm?, caracteristica do estiramento C=N de iminas,
gue ajuda a identificar a formac¢do da imina, indicando que a sintese do ligante foi bem-
sucedida. Por se tratar de sélidos higroscopicos, as bandas na regido entre 3000 e 3500cm”
! encontram-se alargadas pela presenca de agua.

As atribuicdes para as principais bandas observadas sao mostradas na Tabela 1.
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Tabela 1. Atribuicao para os espectros FTIR dos compostos estudados.

Composto 1 Composto 2 Composto3 Composto 4°* Composto 5°* Atribuicao
3339 cm” 3446 cm” 3414 cm” Estiramento N-H
1730 cm-1 1731 cm? 1731 cm™ Estiramento C=0

de carbonila
1648 cm 1619 cm’™ 1665 cm 1575 cmt 1593 cm't Estiramento C=N
da imina formada
1501 cm 1452 cm 1453 cm’™ 1452 cm™* 1446 cm™ Vibragdo do anel

imidazol®?

1119 cm™ 1122 ecm™ 1110 cm™ 1091 cm* 1097 cm Perclorato; ClO 48

Como mostrado na Tabela 1, os compostos possuem estruturas semelhantes e suas
bandas caracteristicas estdo em regides préximas. Observa-se que o composto 2 possui
além da banda caracteristica de imina, uma banda em 1730 cm™ caracteristica do
estiramento C=0, indicando a presenca significativa do isbmero ceto na composi¢ao do
solido. Essa banda também foi observada no espectro dos complexos 4 e 5. A banda
observada ao redor de 1110 cm™ é caracteristica de ion perclorato atuando como contra-

fon.

1.3.2 Caracterizagdao dos Compostos por Ressonancia

Paramagnética Eletrénica (EPR)

Os espectros mostrados a seguir foram obtidos em solucdo de DMSO, a 77K,

resfriada com nitrogénio liquido.



52

—— Composto 1
—— Simulacado

T T T T T T T
1000 2000 3000 4000 5000
Campo Magnético, (G)

Figura 19. Espectro EPR do composto 1, [Cu(saenim)], em solugdo de DMSO, a 77K.

O composto 1 apresentou gy, igual a 2,067 (gL ), g igual a 2,205 (g//), com A; (Ay))
igual a 181G. O ligante isaenim é um ligante tetradentado que dificulta a interacdo com o
solvente. O espectro EPR mostra a presenca de hiperfinas caracteristicas de cobre,
indicando que o elétron esta mais presente no orbital do metal. Ao aplicar a férmula semi-
empirica de Sakaguchi®®, obtém-se uma rela¢do g,/A;,, com A, em cm’?, igual a 118,

indicando que o cobre no complexo tende a apresentar uma geometria planar.
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——— Composto 2
—— Simulacao

Oyy = 2,099

g,=2,225

Ay =204

A,=152,4

T T T T T T T
1000 2000 3000 4000 5000

Campo Magnético, (G)

Figura 20. Espectro EPR do composto 2, [Cu(isabmz)(H20)], em solu¢do de DMSO, a 77K.

O composto 2 apresentou gyy igual a 2,099, g, igual a 2,250 e A; igual a 152G. O
ligante isabmz é tridentado, apresentando uma quarta coordenacdo “livre” no cobre.
Como vemos na analise por espectrometria de massa esse quarto sitio de coordenacao
esta ocupado por uma molécula de dgua, fato que se reflete no alargamento das bandas
na regido entre 3000 e 3500cm™ do infravermelho. O sal do composto também se
mostrou muito higroscépico.

No espectro EPR deste complexo observa-se a presenca de apenas uma espécie,
mostrando que o DMSO ndo consegue deslocar a dgua que ocupa a quarta coordenacdo

do cobre. E importante ressaltar que apesar do IV apontar a presenca das duas formas
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tautoméricas ceto e enol no sélido, o espectro EPR foi realizado em solu¢do de DMSO,
gue pode favorecer uma das formas frente a outra.

O espectro também evidencia uma interacao hiperfina mais fraca, indicando uma
interagcdao menor do elétron com o cobre. Ao aplicar a formula de Sakaguchi, obtemos o
valor de 140 para a relagdo g,/A;, indicando que o cobre tem uma geometria tetraédrica
distorcida.

A distorcdo na geometria, juntamente com uma maior delocalizacdo do elétron por
uma possivel interacdo com o ligante, podem explicar uma maior estabilidade para a

ligacdo agua-cobre, tornando-a menos labil.

——— Composto 3
/\ — Simulagéo
T T T T T T T
1000 2000 3000 4000 5000

Campo Magnético, (G)

Figura 21. Espectro EPR do composto 3, [Cu(apybmz)(H20)], em solugao de DMSO, a 77K.

De forma semelhante ao composto 2, o composto 3 também possui um ligante

tridentado, propiciando uma quarta coordenacao “livre” no cobre. Porém, ao contrario



55

do composto 2, no espectro EPR do composto 3 observamos a presenca de duas espécies,
além de uma interacdo mais forte entre elétron e metal, evidenciada pela presenca de
hiperfinas mais destacadas. Ao analisar as duas espécies observam-se valores muito
proximos para seus parametros. Os valores obtidos sdo mostrados na Tabela 2 abaixo. A
segunda espécie pode ser explicada pela troca na quarta ligacao do cobre, com a entrada
de uma molécula de solvente, no caso DMSO, indicando uma maior labilidade dessa
ligacdo.

Utilizando o método de Sakaguchi, os valores para as relagdes gz/Az obtidas para as
duas espécies também sdo préximos, 110 e 116, indicando que a geometria do cobre nas

duas espécies é aproximadamente planar.

Para comparacao, os dados relativos aos compostos 4 e 5 também foram incluidos

na Tabela 2.

Tabela 2. Parametros EPR determinados para os complexos estudados.

Compostos A;(G) g: 8xy A; (10%cm?) g:/A; (cm)
Composto 1 181,4 2,205 2,067 186,7 118
Composto 2 152,4 2,250 2,099 160,1 140
Composto 3 194,5 2,130 2,099 193,4 110
183,4 2,220 2,105 190,1 116
Composto 4°’ 172,6 2,259 2,065 186,0 121
Composto 5°7 186,5 2,255 2,102 194,0 116

A conversdo dos valores de A de Gauss para 10*cm™ pode ser realizada pela

equacdo 1 mostrada abaixo.

Ay (10%cm™) =g/, B A//(G) = 0,46686 x 10 g/, A//(G); onde B =1,39969 MHz/G (1)
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1.3.3 Caracterizagcao dos Compostos por Espectroscopia no

UV/Visivel

A espectroscopia na regiao do ultravioleta e visivel foi utilizada para determinar os
valores de absortividade molar das bandas caracteristicas de cada composto. Os
espectros foram feitos em solugdo DMSO, por conta da baixa solubilidade dos compostos.
Em alguns casos ndo foi possivel observar a banda referente a transicdo d-d do metal, pois

nao foi possivel alcangar uma concentragao alta para tal.

[Cu(isaenim)]CIO,
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Figura 22. Espectro UV/Vis do composto 1, [Cu(isaenim)], em solu¢do de DMSO.
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Os valores de absortividade molar calculados para as bandas do composto 1 s3o:

Tabela 3. Valores de absortividade molar para as bandas do composto 1, em solugao

de DMSO.
Banda Absortividade Molar Atribuicao
290 nm 1,11 x 10* IL
432 nm 1,07 x 10* TCML

Bandas observadas para esse complexo em solugdo aquosa foram ja descritas em

trabalhos anteriores do grupo, referéncias 36 e 49.

[Cu(isabmz)(H,0)](CIO,),

1,2
f282nm 1E 5
Lol -~ 2E-5
’ . 3E-5
| \‘ * 311nm 4E-5
o 08| — BE-5
= \ 6E-5
g \\\ ?SSOnm
5 064 '\
8 \\\ * 385nm
< \ *412nm
0,4 4~ N
\\\
0,2 - \
\ - ? 540nm
0,0 e

T T T T T T T T T T T T T
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Comprimento do Onda, nm

Figura 23. Espectro UV/Vis do composto 2, [Cu(isabmz)(H20)], em solugdo de DMSO.
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Os valores de absortividade molar calculados para as bandas identificadas no

composto 2 sao:

Tabela 4. Valores de absortividade molar para as bandas do composto 2, em solugdo

Absorbancia

de DMSO.

Banda Absortividade Molar Atribuicao
282 nm 1,78 x 10* IL
311 nm 1,25 x 10* IL
350 nm 9,19 x 10° IL
385 nm 7,32 x 103 TCML
412 nm 5,74 x 10° TCML
540 nm 8,31 x 10? d-d

[Cu(apybmz)(H,0)](CIO,),
0.8 - 4 279nm —1E-5
' — 2E-5
1 4 2950m 3E-5
0.6 4E-5
' — 5E-5
6E-5
04+ |
T T T T T T T T T
300 500 600 700 800 900 1000

Figura 24. Espectro UV/Vis do composto 3, [Cu(apybmz)(H20)], em solu¢io de DMSO.

Comprimento de Onda, nm
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Os valores de absortividade molar calculados para as bandas identificadas no

composto 3 sao:

Tabela 5. Valores de absortividade molar para as bandas do composto 3, em solugdo

de DMSO.
Banda Absortividade Molar Atribuicao
279 nm 1,45 x 10* IL
295 nm 1,05 x 10* IL
358 nm 1,87 x 103 TCML

Para todos os compostos foi possivel observar apenas as bandas referentes as
transicdes metal-ligante ou transferéncias internas do ligantes. Mesmo as bandas em 432
nm do composto 1 e 540 nm, que estdo na regido do visivel, correspondem a transi¢cdes

ligante-metal, fato suportado pelo alto valor de suas absortividades molares.

1.3.4 Otimizagdo das estruturas dos Complexos por DFT

As estruturas otimizadas por DFT podem ser observadas nas imagens abaixo.

Cu(isaenim)]**
Cu(isaenim)]?* ( )

enol
ceto

Figura 25. Estruturas otimizadas para as formas ceto e enol do composto 1.
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Cu(isabmz)(H,0)]?* Cu(isabmz)(H,0)]**

ceto enol

Figura 26. Estruturas otimizadas para as formas ceto e enol do composto 2.

Cu(apybmz)(H,0)]**

Figura 27. Estrutura otimizada para o composto 3.

As estruturas otimizadas para os compostos 4 e 5 ja haviam sido relatadas na
literatura®.
As estruturas determinadas por DFT corroboram as geometrias estimadas pelo EPR,

onde os compostos apresentam uma tendéncia planar, principalmente os compostos 1 e
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3, com o composto 2 apresentando uma maior distor¢ao tetraédrica em relagdao aos
demais, mas ainda assim apresentando uma alta planaridade.

Os calculos de DFT sdo uma otimiza¢do quantica das estruturas e funcionam muito
bem para a otimizacdo de estrutura, porém eles ndo levam em consideracao fatores que
também podem afetar a geometria, como interagdes intermoleculares e interagdes com
o solvente. Apesar disso, ainda mostraram grande concordancia com os resultados

obtidos experimentalmente.

1.4 Conclusoes

Foram sintetizados trés complexos de cobre, a partir da sintese do ligante orgéanico,
seguida de metalacdo in situ. Os complexos foram caracterizados por analise elementar,
espectrometria de massa, espectroscopia UV/Vis e Infravermelho e espectroscopia EPR.

Através da analise elementar e espectrometria de massa foi possivel estimar para
os complexos 1 e 2, a forma tautomérica do ligante presente no sélido (enol ou ceto,
respectivamente), suportadas pelos espectros de Infravermelho. Por espectroscopia
UV/Vis foi possivel determinar os valores de absortividade molar para as transicdes
internas do ligante e de transferéncia de carga metal-ligante. O complexo 4 foi isolado
predominantemente na forma de enolato e o complexo 5, ao contrdrio, na forma ceto.

A solubilidade dos complexos foi testada em agua, etanol, metanol, DMSO, DMF e
acetonitrila. O complexo 1 apresentou solubilidade em DMSO, DMF e Acetonitrila. O
complexo 2 apresentou solubilidade apenas em DMSO e o complexo 3 apresentou
solubilidade em todos os solventes testados. O composto 2 também se mostrou

higroscopico.
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Através da obtencdo dos parametros de EPR, estimou-se a geometria do centro de
cobre, baseado nas correlacdes semi-empiricas de Sakaguchi®®. Através do EPR pode-se
também verificar a pureza dos complexos, como no composto 3, onde se observam dois
sinais atribuidos a troca de coordenagao entre dgua e DMSO na solugdo analisada, devido
a labilidade da quarta coordenacdo do cobre no complexo.

Todos os compostos preparados foram isolados e caracterizados pelas técnicas
apresentadas e posteriormente tiveram sua reatividade verificada em ensaios biolégicos

com parasitas Trypanosoma cruzi (formas tripomastigotos e amastigotos).



Capitulo 2

Ensaios de Viabilidade
Celular em Tripomastigotas

63
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2.1 Consideragoes Iniciais

O método de viabilidade celular através da reducao do reagente MTT é amplamente
utilizado na literatura para ensaios in vivo (ou in cellulo), em estudos sobre citotoxicidade
dos mais variados compostos, organicos, inorganicos ou metalados, frente a células
tumorais, em comparacdo com células ndo-tumorais®>-,

No caso de estudos com parasitas, na literatura € comum encontrar ensaios de
viabilidade com Trypanosoma cruzi executados de duas formas, com contagem em
microscopio Optico utilizando cdmara de Neubauer®® e por espectroscopia na regido do
visivel, utilizando o chamado teste com MTT (brometo de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-
difeniltetrazélio)®’. No caso da contagem de células vidveis no microscépio, os desafios
sdo maiores, ja que os parasitas estdo mdveis no meio de cultura, e ndo fixados como nos
testes usuais com células.

Em nosso trabalho, optou-se por utilizar preferencialmente o ensaio colorimétrico
com monitoramento da reducdo do MTT pelas vantagens do método, como, por exemplo,
maior praticidade na leitura e contagem feita por via espectroscopica e, portanto, com
resultados menos dependentes do operador.

Este ensaio consiste na verificacdo da reducdo do MTT a formazan pela atividade
mitocondrial dos parasitas ainda vivos, segundo a reacdao abaixo. O formazan tem
coloracgdo azul, podendo facilmente ser monitorado espectrofotometricamente (A = 565
nm), permitindo que se correlacione a concentracdo de formazan formada com a
guantidade de parasitas vivos no momento da adicdo do MTT, isto é, apds um certo

tempo de tratamento com o composto cuja atividade tripanocida quer-se estudar.
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3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl}-2.5-diphenyltetrazolium bromide [E. Z)-5-(4 5-dimethylthiazal-2-yl}-1, 3-diphenylformazan
(MTT) (Formazan)

Figura 28. Reagdo de reducdo do MTT a Formazan.

A maior dificuldade enfrentada nesta metodologia consiste no fato de as formas
tripomastigotas do parasita ndo serem células aderentes, o que impossibilita a lavagem
com o meio de reacdo durante o ensaio para revelar o MTT. Outros pontos tiveram que
ser otimizados, como a concentragao de parasitas por mL em cada pogo de leitura, volume
e concentracdo de MTT utilizados, volume de SDS para revelar o MTT e tempo de
incubacdo em estufa. Foram adicionados controles para o meio de cultura, pois o meio
utilizado possui um indicador de pH (vermelho de fenol) que poderia interferir nas
medidas de absorbancia.

Os procedimentos apresentados abaixo correspondem aos métodos ja otimizados,
para determinacdo das variaveis citadas acima.

Além dos compostos de cobre(ll), preparados e descritos no capitulo 1 (compostos 1,2 e
3), também foram avaliados outros compostos preparados em nosso grupo (compostos
4 e 5), com atividade antiparasitaria previamente constatada e testados pelo método de
contagem em camara de Neubauer, com a finalidade de avaliar a diferenca entre as

técnicas e comparar os possiveis resultados.
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Para  comparagdo, utilizou-se os compostos  [Cu(isapn)](ClOs). e
[Cu(isaepy)(H20)](ClO4) indicados como compostos 4 e 5, respectivamente. Os dois

compostos estao ilustrados abaixo.

HN Cu
[Cu(isaepy)H,O]* [Cu(isapn)]**
4 5

Figura 29. Estrutura dos compostos estudados anteriormente no grupo quanto a atividade tripanocida.

A viabilidade celular na presenga dos compostos 4 e 5 foi previamente estudada no
grupo utilizando o método de contagem em cadmara de Neubauer®. Esses resultados
podem ser observados abaixo.

Tabela 6. Determinagao dos valores de ICso por Camara de Neubauer, para os

compostos 4 e 5 em tripomastigotas, apds 24 e 48h de tratamento, a 37°C.

ICso T. cruzi 24h (M) ICso T. cruzi 48h (uM)
Composto 4 10,7 £ 3,8 3,0£1,0
Composto 5 15,5+5,5 2,7+1,0

Como células-controle para esses estudos foram escolhidas as linhagens
Fibroblasto P4, comumente utilizadas na literatura e a LLCMK2, linhagem utilizada na
rotina de cultivo dos tripanosomas e posteriormente também utilizada nos ensaios com

a forma amastigota do parasita.
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Decidiu-se por executar os experimentos apenas apds 24h de incubacao, pois os
valores obtidos em 48h podem sofrer interferéncia por conta da morte natural dos

parasitas causado pelo esgotamento dos recursos do meio.

2.2 Parte Experimental

2.2.1 Estudos de citotoxicidade celular pelo ensaio de MTT
(brometo de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazélio)
com células-controle, Fibroblastos P4 e LLCMK?2

Os ensaios de citotoxicidade para células Fibroblasto P4 (célula de prepucio
humano) e LLCMK2 (célula epitelial de rim de macaco) foram feitos em colaboracdo com

Rodrigo Bernardi Miguel (Fibroblasto P4) e Daniel Rodrigues da Silva (LLCMK2), pos-

graduandos em nosso grupo. As células ndo tumorogénicas humanas fibroblastos P4
foram isoladas de tecidos, no laboratério da Profa. Silvya Stuchi Maria-Engler, na
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da USP. As células epiteliais de rim de Macaca
mulata (Macaco Rhesus), LLCMK2, foram obtidas através do Banco de Células do Rio de
Janeiro (BCRJ).

Para estes ensaios, 1 x 10* células da linhagem fibroblasto P4 ou LLCMK2, variando
de acordo com o ensaio, foram semeadas em placa de 96 pog¢os contendo meio DMEM
(Dubelcco Modified Eagle’s Medium) suplementado com 10% de SBF (Soro Fetal Bovino)
e incubadas durante 24h a 37°C, em atmosfera de 5% de CO,. No dia seguinte o meio de
cultura foi retirado e as células foram lavadas com tampao fosfato (PBS) trés vezes, sendo
entdo adicionado aos pocos, o meio de cultura contendo o composto de interesse em

concentragdes que variaram de 10 pM a 100 uM, além do grupo controle com 2% de
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DMSO, utilizado nos testes com os compostos. A placa foi entdo mantida por 24h a 37°C,
em atmosfera de 5% de CO..

Posteriormente a essa etapa, o meio de cultura foi retirado e as células foram
novamente lavadas com PBS trés vezes. Ao terminar a lavagem, foi adicionado meio de
cultura contendo brometo de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazélio [ou 3-(4,5-
Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazolium Bromide (MTT)], na concentra¢do de 0,5
mg/mL. Apds incubagdo com MTT por 3h, o sobrenadante foi removido e a cada poco
foram adicionados 100uL de DMSO, para solubilizar o precipitado de formazan obtido na

reducdo do MTT, seguido de leitura a 565nm, em espectrofotometro.

2.2.2 Ensaio de MTT (brometo de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-
difeniltetrazélio) com Tripomastigotas de T. cruzi.

Usualmente a determinagdo de atividade citotdxica contra parasitas T. cruzi em sua
forma tripomastigota é realizada por contagem em cadmara de Neubauer®. Porém, pela
dificuldade em fazer a contagem e os erros intrinsecos da técnica, optou-se por utilizar o
método de ensaio colorimétrico utilizando a forma reduzida do MTT, Formazan®, como
indicador da atividade mitocondrial do parasita, indicando a viabilidade celular da
cultura’®. Nesse ensaio foram utilizados tripanossomas da cepa Y, bastante utilizada e
bem descrita na literatura’?.

Inicialmente foi feita uma curva padrao para medir a resposta do método a variagao
na concentracdo de parasitas vivos no meio. Para tal foram utilizadas diferentes
concentragdes de parasita na forma tripomastigota, variando entre 6,25x10° e 1x107, em

meio MEM 2% SBF e concentragdo de MTT igual a 2,5mg/mL.
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Foi utilizada uma placa de 24 pogos para que os ensaios fossem realizados em
duplicata. Em todos os poc¢os foram adicionados 200uL da solu¢do 2,5mg/mL de MTT. Em
seguida foram adicionadas diferentes quantidades de parasita e o volume no pocgo foi
completado para 1mL. Nas linhas A e C também foram adicionados 500 uL de SDS 10%
antes da incubacado, como controle de 100% de mortalidade. O modelo da placa pode ser

observado a seguir, na Fig. 3:

O 0O wm >
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Figura 30. llustragdo da placa de cultura 24 pogos.

A placa foi colocada em estufa a 37°C em atmosfera de 5% de CO; por trés horas.
Apds esse periodo foram adicionados 200uL de SDS 10% aos pocgos para eliminar
eventuais tripanossomas ainda vivos e solubilizar os cristais de Formazan formados pela
reducdo do MTT. A solucdo foi homogeneizada e levada para leitura de absorbdncia em
565nm’2. Nas posicdes A6 e C6 ndo foram adicionados parasitas, servindo de controle
para a absorbancia do préprio meio, pois este possui vermelho de fenol, um corante
indicador de pH, utilizado na rotina de cultivo das células. A média do valor obtido para
A6 e C6 foi subtraida dos valores medidos nos outros pogos para diminuir a influéncia da
absorbancia do meio nas medidas. O ensaio foi feito sempre em duplicata.

Constatada a relacdo direta entre a quantidade de parasitas vivos no meio e a

medida de absorbancia no ensaio MTT, prosseguiu-se para os testes com os compostos.
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Os experimentos foram realizados utilizando 1x10° parasitas/mL em cada pogo,
sendo a placa incubada por 24h em estufa a 37°C, em atmosfera de 5% de CO,. Apds o
periodo de incubacgdo, foram adicionados 200uL de solugdo de MTT 0,5mg/mL e a placa
foi novamente colocada na estufa por 2h. Infelizmente as medidas de absorbancia para
esses experimentos foram muito baixas, ficando abaixo do intervalo 6timo para a medida
de absorbancia, que idealmente deveria variar entre 0,2 e 0,8.

Foram entdo feitas alteracdes no método, procurando melhorar as medidas de
absorbancia. Os ensaios subsequentes foram também realizados com a placa de 24 pocgos.
A disposicdo da placa pode ser observada na Tabela 7 abaixo.

Tabela 7. Distribuicao de concentra¢6es na placa de cultura de 24 pogos, primeira faixa

testada.
1 2 3 4 5 6
A 100 uM 75 uM 50 uM 25 uM 10 uM opM
B SDS SDS SDS Sem Tryp Sem Tryp Sem Tryp
C 100 uM 75 uM 50 uM 25 uM 10 uMm 0 uM
D SDS SDS SDS SemTryp Sem Tryp  Sem Tryp

As linhas A e C indicam a concentracdao do composto sendo testado, em solucées
preparadas através de diluicdes a partir de uma solucdo-mae, 5mM. Os pocos B1 ao B3 e
D1 ao D3 tiveram SDS adicionado no inicio do experimento, indicando 100% de morte
celular. Este controle foi feito para garantir que o MTT ndo serd reduzido mesmo que as
células ja estejam mortas. Os pocos B4 a B6 e D4 a D6 sdao o controle do meio, isto é, sem
parasitas no meio, quando podemos estimar a absorbancia de fundo do prdprio meio.

A concentracdo de parasita foi aumentada para 2,5x10° parasitas/mL, e

posteriormente para 1x107 parasitas/mL, com tempo de incubac3o de 24h, e o tempo de
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reacdao com MTT foi aumentado para 3 h. Estes ajustes visavam melhorar as condi¢des de
medida e leitura.

Ap0ds os ajustes citados acima, as medidas de absorbancia se encaixaram na faixa
considerada 6tima para a técnica. Porém, apds alguns experimentos, observou-se que a
absorbancia no meio estava muito préxima a observada para as maiores concentracdes
de composto, assim ao fazer a subtra¢do para desconsiderar o meio o valor resultante era
muito baixo ou negativo. Deste modo os préximos experimentos foram realizados com a
mesma disposicao de placa, mesmos tempos de incubagdao, porém alterando a
concentracdo de parasitas para 2x10’ parasitas/mL e a concentracdo de MTT foi
aumentada para 1,5mg/ml. Apéds essa alteracdo as novas medidas de absorbancia ficaram
na faixa desejada.

Tabela 8. Distribuicdo de concentragdes na placa de cultura de 24 pogos, segunda faixa

testada.
1 2 3 4 5 6
A 15 uM 10 uMm 7 UM 5uM 2 uM O um
B SDS Sem Tryp Sem Tryp Sem Tryp Sem Tryp SDS
C 15 uM 10 uM 7 uM 5uM 2 uM Ooum
D SDS Sem Tryp Sem Tryp Sem Tryp Sem Tryp SDS

Para os trés compostos testados o valor do ICso ndo pdde ser encontrado pois estava
fora da faixa de concentracdo testada, estando abaixo de 10uM. Assim novos ensaios
foram efetuados utilizando uma nova faixa de concentragdo, entre 2 e 15uM. Para os
novos ensaios foi utilizada a disposicao de placa exibida na Tabela 8. Nestes experimentos
ainda ndo foi possivel determinar o valor de ICsp para o composto 5. Assim um novo
experimento foi planejado para uma nova faixa de concentragdo mostrada na Tabela 9

abaixo.
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Tabela 9. Distribuicao de concentra¢6es na placa de cultura de 24 pogos, terceira faixa

testada.
1 2 3 4 5 6
A 3uM 2 uM 1,4 uM 1uM 0,4 uM OouMm
B SDS Sem Tryp Sem Tryp Sem Tryp Sem Tryp SDS
C 3uM 2 uM 1,4 uM 1uM 0,4 uM Oum
D SDS Sem Tryp Sem Tryp Sem Tryp Sem Tryp SDS

2.3 Resultados e Discussoes

2.3.1 Curva padrao de Absorbancia vs. concentra¢ao de parasitas
pelo método MTT

Os valores de absorbancia medidos pelo método supracitado estdo expostos na
Tabela 10. A concentragdo zero representa os valores para os pogos controle, sem
parasitas, mas ainda houve absorbancia por conta do corante presente no meio. A média
para os valores de absorbancia do meio, medidos em duplicata, foi subtraida de todos os
valores obtidos, para correcao, retirando o efeito de absorbancia do meio.

Tabela 10. Absorbancias medidas para a curva padrao variando a concentragao de

tripomastigotas por mL de solugao.

Absorbancia/ 0 6,25E5 1,25E6 2,5E6 5,0E6  1,0E7
Concentragoes

Médias 0,26995 0,3365 0,3397 10,3686 0,4633 0,6663

Corregao 0 0,0665 0,0697 0,0987 0,1934 10,3963

Erro 0,0090 0,0016 0,01591 0,0071 0,0065 0,0036
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Pudemos entdo construir a curva da média das absorbancias pela concentragdo de

parasitas:

0,4

0,3 1

0,2 1 5

Absorbancia

0,1 ™

004 &

T T T T T T T T T T !
0,0 2,0x10°  4,0x10°  6,0x10°  8,0x10°  1,0x10°
Concentragdo de Parasitas (Parasitas/mL)

Figura 31. Curva padrao para a resposta da medida de absorbancia ao variar a concentragao de parasitas.

O valor de R? obtido foi de 0,9899, indicando uma boa correlagdo entre a
concentracdo de parasitas por mililitro e a resposta em absorbancia na leitura do

Formazan, permitindo tragcar uma correlagdo direta, linear, entre os dois parametros.

2.3.2 Ensaios de viabilidade celular em células-controle via MTT

Visando avaliar a toxicidade dos compostos estudados em células-controle, que
serviram de modelo para as células hospedeiras humanas (Fibroblasto P4) e células
LLCMK2, foram obtidos os valores de ICso para as linhagens citadas, mostrados na Tabela

11 abaixo.
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Tabela 11. Valores determinados de ICso apds incubagao das células modelo, LLCMK2 e

Fibroblasto P4, por 24h, a 37°C, com cada um dos compostos de cobre estudados.

LLCMK2 (uM) Fibroblasto P4 (uM)
Composto 1 43,55+1,9 >100
Composto 2 >100 >100
Composto 3 23,5+3,1 8,33+ 3,25
Composto 4 >100 >100
Composto 5 24,2 + 13,2 51,2+ 1,5

Os compostos 2 e 4 ndo mostraram atividade marcante (IC > 100 uM) em nenhuma
das linhagens modelo. O composto 1 ndo mostrou atividade na linhagem de Fibroblasto
P4, mas teve uma toxicidade mediana na LLCMK2, enquanto o composto 3 apresentou
uma atividade acentuada em ambas as linhagens.

Os experimentos relacionados ao composto 5 com a linhagem LLCMK2
apresentaram alta variagdo entre os resultados obtidos para o ICso, representado pelo
alto valor do erro na medida, andbmalo se comparado aos valores obtidos para os outros
complexos. O experimento foi repetido seis vezes, e os valores mais discrepantes foram

discriminados, sendo o valor médio resultante ilustrado na Tabela 11 acima.

2.3.3 Ensaios de viabilidade celular em tripomastigotas via MTT

Paralelamente aos ensaios de citotoxicidade com células-modelo, os complexos de
cobre foram testados na forma tripomastigota de Trypanosoma cruzi, cepa Y.

Os resultados obtidos para as medidas de viabilidade celular frente ao parasita
podem ser observados na Tabela 12 abaixo. Também foi calculado o indice de seletividade

(1.S.) para os compostos estudados, comparando-se os valores obtidos para os ICso frente
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ao parasita e as células-controle, ao dividir o valor obtido de viabilidade para uma
determinada célula-controle pelo valor de viabilidade obtido no parasita. Um maior indice
de seletividade indica uma atuacdo mais especifica do composto nas células do T. cruzi,
e, portanto, uma menor toxicidade do composto para humanos.

Tabela 12. Resultados de valores ICso dos complexos de cobre estudados frente a

forma tripomastigota do T. cruzi, apds 24h de incubagao, a 37°C.

ICs0 (M) I.S. LLCMK2 I.S. Fibroblasto
P4
Composto 1 3,93 £ 0,09 11,1 >25,4
Composto 2 5,39+1,63 >18,5 >18,5
Composto 3 1,12 £ 0,15 21 7,4
Composto 4 6,11+0,44 >16,4 >16,4
Composto 5 1,37+ 0,12 17,7 37,4
Benznidazol”? 5,0
Nifurtimox”’? 8,5

Os resultados obtidos, apds 24h de incubacgdo a 37°C, foram bastante promissores,
com valores de ICsp de alguns pmols/L (< 10 uM), e todos os compostos apresentaram
bons indices de seletividade quando comparados frente as células-controle fibroblastos.
Os compostos 3 e 5 foram os mais ativos, mostrando melhores valores de ICsp frente ao
parasita. Porém, o composto 3 também apresentou alta toxicidade frente a linhagem

Fibroblasto P4, correspondente a células humanas.

Os compostos 1, 2 e 4 apresentaram valores de ICso comparaveis aos farmacos
comerciais, Benznidazol e Nifurtimox, enquanto os compostos 3 e 5 se mostraram mais

eficientes que ambos os farmacos comerciais frente a forma tripomastigota do parasita.
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Na literatura, indmeros compostos foram descritos como antichagasicos ou anti-
T.cruzi, incluindo hidrazonas’*, tiosemicarbazonas’>, e tiazolidinonas’® .

Uma série de novas tiazolidinonas foram planejadas, tendo como alvo a cruzaina,
principal protease de tripanosomas. Elas foram sintetizadas e tiveram sua potencial
atividade anti-parasitdria avaliada frente a epimastigotas e tripomastigotas'’. Os valores
de ICso ficaram na faixa < 10 uM, porém os estudos constataram que a cruzaina ndo era
alvo importante para esses compostos. Por outro lado, esses compostos causavam
alteragdes na morfologia do complexo de Golgi e do reticulo endoplasmatico (ER) com
formacao de vacuolos citosélicos, induzindo morte por necrose dos parasitas.

Nitro-derivados de tiosemicarbazonas foram estudados como agentes
tripanocidas3?, provavelmente porque nifurtimox e benznidazol, conhecidos farmacos
para Doenca de Chagas, atuam com reducdo de grupo nitro, com formacao de espécies
reativas de oxigénio, como radical superdxido, ou modificacdes em biomoléculas,
causando danos celulares. Esses compostos foram testados contra formas epimastigotas
do parasita, com exposicdo a concentra¢des dos compostos de 25 uM, por 5 dias. A
coordenacdo de cobre(ll) a essas tiosemicarbazonas aumentou sua atividade frente aos
parasitas, provavelmente devido a grande estabilidade dos complexos formados,
mudangas de lipofilicidade ou conformagao mais favoravel do ligante coordenado nas

interagdes com possiveis alvos bioldgicos.

Complexos metdlicos podem oferecer diversas vantagens em relacdo aos
medicamentos ja utilizados para doencas negligenciadas. Entre elas a possibilidade de
mais de um mecanismo de acdo, diversos alvos de interag¢ao ou inibicdo dentro da célula,

sintese mais barata e a capacidade de sobrepujar mecanismos de defesa celular?®. Além
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disso ao utilizar metais que sdao enddgenos para o hospedeiro, podemos minimizar os
efeitos colaterais, visto que metais como o cobre possuem a homeostase muito bem
controlada pelo organismo”’.

Complexos de ruténio foram sintetizados a partir de um ligante organico, aril-4-
oxotiazolil-hidrazona (ATZ), com atividade anti-tripanossoma ja conhecida e com baixa
toxicidade em células de mamiferos. Com o objetivo de aumentar a toxicidade apenas
frente ao parasita, diversos complexos foram sintetizados ao fazer pequenas alteracoes
na estrutura do ligante ATZ. As atividades dos complexos foram comparadas com as
atividades de seus ligantes livres respectivos’3.

Os complexos de ruténio, em sua maioria, apresentaram atividade entre 3 e 8uM,
estando em uma faixa compardvel aos fdrmacos comerciais, Benznidazol e Nifurtimox,
para a forma tripomastigota. Todos apresentaram consideravel melhora em relacdo ao
ligante livre, sem apresentar toxicidade para as células referéncia, ilustrando o quao
benéfico pode ser a utilizagdo de metais associados a ligantes organicos para o

tratamento de doengas como o mal de Chagas.

2.3.4 Comparagao de Resultados obtidos através de Método MTT e
Contagem em Camara de Neubauer

Também foi possivel comparar os resultados de viabilidade celular obtidos via MTT
com os resultados obtidos previamente por contagem em cadmara de Neubauer, para os

compostos 4 e 5. Essa comparag¢ao pode ser observada na Tabela 13 abaixo.
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Tabela 13. Comparagao entre os resultados de IC50 obtidos previamente, em camara

de Neubauer, e recentes, com MTT, apds incubag¢ao a 37°C por 24h.

ICso (Neubauer Chamber)>* ICso (MTT) Correlagdo
Composto 4 15,5+ 5,5 uM 6,11 £ 0,44 uM 2,54
Composto 5 10,7 £ 3,8 uM 1,37+£0,12 uM 7,81

Observa-se que os valores obtidos pelo método com MTT sdo menores que 0s
obtidos na camara de Neubauer. Isso pode ser explicado por uma maior precisao do
método, com menor dependéncia do operador, obtendo-se resultados através de medida
espectrométrica, enquanto o método da camara baseia-se na acuidade visual do
operador’®, Isso pode ser constatado inclusive no erro das medidas, com uma maior

discrepancia entre os métodos sendo observada para o composto 5.

2.4 Conclusoes

Todos os compostos estudados apresentaram valores promissores de ICso, na faixa
de 1 a 6 uM, indicando boa toxicidade frente a cepa Y do Trypanosoma cruzi, em sua
forma tripomastigota. Os complexos 3 e 5 foram os mais ativos. Porém, o composto 3 se
mostrou muito téxico nas linhagens celulares modelo para o hospedeiro, principalmente
frente a Fibroblasto P4, com menor indice de seletividade encontrado.

Ao analisar o composto 3, é interessante observar que ele, propositalmente, é o
Unico que ndo possui isatina (1H-indol-2,3-diona) em sua estrutura. A isatina é um
produto natural e enddgeno ao corpo humano, sendo um metabdlito derivado da
adrenalina’®. E importante apontar que o composto 3 se mostrou 0 mais téxico, para

parasitas e células hospedeiras, em compara¢dao com os demais compostos. Um dos
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motivos para a sua toxicidade acentuada pode ser a auséncia de isatina ou outro
composto enddégeno em sua estrutura.

Os compostos apresentaram uma eficacia semelhante aos farmacos comerciais
mais utilizados, Benznidazol e Nifurtimox, e no caso dos compostos 3 e 5, a concentracao
encontrada para—inviabilizar 50% dos parasitas foi pelo menos 4 vezes menor em
comparagao com os farmacos.

Os valores obtidos para a viabilidade celular sdo compativeis com estudos recentes
apresentados na literatura®* 7981, principalmente por serem obtidos em 24h. Complexos
de cobre com diferentes classes de ligantes (triazdis, bipiridinas e fenantrolinas) foram
testados na literatura, mostrando melhoras em relacdo aos ligantes livres, com valores de
ICso reportados entre 0,1 a 15 uM8283,

Todos os complexos estudados apresentaram atividade antiparasitaria compativel
com a literatura (Tabela 14), referente a forma tripomastigota do parasita, também
apresentando alto grau de seletividade (I.S. > 16). Na compara¢dao entre as técnicas
apresentadas, o ensaio de viabilidade com MTT foi mais preciso e mais sensivel em
relacdo a camara de Neubauer, como pode ser observado na Tabela 13.

Tabela 14. indice de seletividade frente a tripomastigotas para diferentes compostos
da literatura.

Composto I1Cs0 (UM) indice de Seletividade
(Tempo de Incubacdo)
[Pd(HL2)(L2)]CI* 9,5 (120h)
[Pt(HL1)(L1)]CI® 8,8 (120h)
[Au"(Hdamp)(L1%)]NO; (4-NO3)*3 9,79 (48h)
[Cu(4-MH)(dmb)(Cl04)2].2H,0%3 12,9 (72h)

trans-[Ru(tzdt)(Pphs)2(bipy)]PFe%° 34 (24h)
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Nesses estudos, os complexos de platina e paladio contém ligantes (HL) tio-
semicarbazonas derivadas de 1-indanonas. O complexo de ouro também utiliza
tiosemicarbazonas como ligante (Hdamp). O complexo de ruténio apresenta como
ligantes bipiridina, trifenilfosfina e derivado da 1,3-tiazolidina-2-tiona, enquanto o
composto de cobre refere-se a ligantes mistos diiminas (phen ou bipy) e 2-
metoxibenzidrazida ou 4-metoxihidrazida.

Por se tratarem de complexos tridentados e tetradentados, os compostos
estudados apresentam uma alta constante de formagao com cobre, sendo extremamente
estaveis, mesmo em meio bioldgico, apresentando constantes de estabilidade na ordem
de log Km. = 12 em ensaios utilizando albumina como ligante competitivo®28. Para
comparacao, essas constantes verificadas sdo da mesma ordem (10'?) que a constante de
ligacdo de ions cobre no sitio N-terminal da albumina, que é seletivo para esses ions. Por
conta dessa estabilidade, ndo houve a necessidade de testar o cobre livre frente aos

parasitas®.

Os compostos 1,2, 4 e 5 foram selecionados para os ensaios com a forma amastigota
do parasita. O composto 3 ndo foi escolhido por conta de seu valor semelhante de ICso
tanto frente ao Fibroblasto P4, quanto a células LLCMK2, isto &, devido a sua baixa
seletividade em comparagdo com os demais compostos. A maior atividade do composto
3, pode ser resultando da sua maior labilidade na quarta coordenacdo do cobre, como

descrito no capitulo 1.

Para que um composto tenha sua atividade considerada promissora para um agente

anti-chagasico ele deve apresentar o indice de Seletividade (1.S.) > 10. Por esta razio,

com LS. =7,4, o composto 3 ndo foi escolhido para os ensaios em amastigotas.



Capitulo 3

Ensaios de Inibicao de Taxa
de Infeccao em Amastigotas
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3.1 Consideragoes Iniciais

Os experimentos descritos nesse capitulo foram inicialmente planejados para a
utilizacao da linhagem Fibroblasto P4 como célula-modelo e o software CellProfiller para

a contagem das células totais e infectadas.

Para o melhor funcionamento, o CellProfiller necessita que a morfologia das células
estudadas seja a mais arredondada possivel. Considerando isso, foram feitos ensaios de
imageamento, a fim de determinar se seria possivel ajustar a concentracao de células
plaqueadas para que sua confluéncia favorecesse a analise. Em paralelo foram realizados
estudos com anticorpos especificos para o T. cruzi, com o objetivo de melhorar as
imagens, ao utiliza-los de forma conjunta ao DAPI (4’,6-diamidino-2-phenylindole), e assim

otimizar o processo de contagem no software.

Porém, os ensaios realizados ndo se mostraram eficientes, principalmente em
relacdo ao uso dos anticorpos. Assim, optou-se por ndo os utilizar e procedeu-se com a
marcacao apenas com DAPL. Também nado foi possivel encontrar uma concentracao
favordvel para a utilizacdo do Fibroblasto P4 como célula-modelo, e assim o roteiro foi
alterado para a utilizagao da linhagem LLCMK2, que ja era utilizada para o cultivo dos

tripanossomas.

Apds ensaios iniciais, o uso do CellProfiller também foi descartado, devido a sua
dificuldade de manuseio. Optou-se entdo pela utilizacdo do Photoshop 19 como

ferramenta de contagem e a contagem foi realizada manualmente.
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3.2 Parte Experimental

3.2.1 Cultura de Células LLCMK2

Células LLC-MK2 sdo cultivadas em meio DMEM suplementado com 10% de soro
fetal bovino (PBS), até atingir confluéncia e posteriormente sdo mantidas em meio DMEM
suplementado com 2% SFB para posteriores experimentos. O repique das células consiste
em duas lavagens com PBS 1x estéril e posterior tratamento com tripsina, durante 3 min
a 37°C e diluicdo das células em meio DMEM 10% SFB. As células sdao submetidas as

analises para contaminacdo por micoplasma, mensalmente.

3.2.2 Ensaio de Atividade Antiproliferativa em Amastigotas

As células LLCMK2 sdo colhidas da garrafa-mae por lavagem com PBS (phophate-
buffering saline) estéril. Adicionam-se 3mL de tripsina, em seguida agita-se a garrafa para
soltar as células aderidas a parede da garrafa. A garrafa é lavada com 12mL de meio MEM
com 10% SFB, e o volume é transferido para um tubo Falcon e a concentracdo de células

por mL é determinada por contagem em camara de Neubauer.

Em placa de cultura de 24 pocos foram adicionadas laminulas estéreis em todos os
pocos. Em cada pogo foi adicionado 1mL de meio de cultura MEM com 10% de SFB
contendo células da linhagem LLCMK2, proveniente de rim de macaco Rhesus, em
concentracdo 5x10* células/mL. A placa foi cultivada em estufa a 37 °C e 5% de CO; por

24h.

Apds 24h, o meio de cultura foi retirado e as células foram infectadas com a adicdao
de 1mL de meio MEM 2% de soro, contendo 5x10° tripomastigotas por mL, em cada pogo,

incubadas por 2h.
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Decorridas duas horas, o meio foi retirado e as laminulas foram lavadas com PBS
para a retirada dos parasitas livres e ImL de meio, MEM 2% SFB, foi adicionado em cada
poco. A placa foi entdo cultivada em estufa por 48h, onde apds 24h, o composto estudado
foi adicionado ao meio. A disposicdo do composto é mostrada na Tabela 15 abaixo, onde
C1 a C6 determinam diferentes concentracdes do composto, C-DMSO o controle para
0,2% de DMSO e C-Positivo (C-Pos) o controle positivo, onde ndo ha DMSO, nem

composto. A concentracdo maxima de DMSO utilizada foi de 0,2%.

Tabela 15. Disposi¢dao das solug6es na placa de 24 pogos para ensaios com
amastigotas.

1 2 3 4 5 6
A C1 C1 C1 C2 C2 C2
B C3 C3 C3 c4 c4 c4
C C5 C5 C5 Cé Cé Cé
D C-DMSO C-DMSO C-DMSO C-Pos C-Pos C-Pos

Passadas 48h, o meio foi retirado e as laminulas foram lavadas trés vezes com PBS.
Foi adicionado entdo 1mL de solucdo de para-formaldeido 2%, com incubacdo por 40
minutos. As laminulas foram lavadas trés vezes com PBS para retirada do para-

formaldeido e armazenadas em PBS para evitar secagem.

3.2.3 Microscopia de Fluorescéncia

A leitura das placas é feita pela retirada das laminulas de cada poco, que sdo
sequencialmente lavadas com dgua deionizada trés vezes e colocadas sobre uma lamina

de vidro com uma gota de DAPI (4’6-diamidino-2-phenylindole), um marcador
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fluorescente que se liga fortemente no DNA em regides ricas em adenina-timina®. Esse

processo é executado com minima presenca de luz.

Apds a marcacao, as laminulas foram fotografadas em microscépio de fluorescéncia
Nikon Eclipse E600, com fonte de excitacdo entre 379 e 401nm, fazendo-se em média seis
imagens por laminula, em pontos aleatérios da mesma, constituindo dezoito imagens por

grupo de contagem (trés laminulas para cada concentracdo).

3.2.4 Contagem de Células Totais e Infectadas.

As imagens foram tratadas utilizando a ferramenta de contagem do software
Photoshop 19 Portable, para a determina¢dao do nimero total de células e o total de
células infectadas em cada imagem, podendo-se assim determinar a taxa de infec¢do para
cada grupo testado. Todas as imagens necessitaram de ajustes de brilho e contraste,
feitos também utilizando a ferramenta Photoshop (Figura 32). Foram analisadas no total

1547 imagens.
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Figura 32. Exemplo de imagem feita com microscépio de fluorescéncia. N indica o ntcleo das células
hospedeiras. As setas indicam a presencga de parasitas T. cruzi em sua forma amastigota, proximos ao

nucleo dessas células (setas menores) ou ja ocupando todo o seu citoplasma (seta maior).

3.3 Resultados e Discussoes

3.3.1 Ensaios de infec¢cao por Microscopia de Fluorescéncia com

Fibroblasto P4

Inicialmente planejou-se utilizar o Fibroblasto P4 como célula-modelo para os
ensaios de taxa de infeccdo. Nesse ensaio também foram utilizados anticorpos especificos
de T. cruzi como marcadores celulares. Um anticorpo primario, policlonal anti-
tripanossoma total e um anticorpo secundario (anti-imunoglobulina de camundongo

marcado com substancias fluorescente), que reconhece o anticorpo primario.
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Figura 33. Microscopias de fluorescéncia com a linhagem Fibroblasto P4, marcado com A) DAPI e B)

Anticorpos anti-tripanossoma.
Apos diversas tentativas de diluicdo, a marcacdo especifica para tripanossoma nao
foi eficiente, marcando ndo apenas o parasita, conforme ilustrado na Figura 33B, nao

fornecendo o resultado esperado para o ensaio.

Novos ensaios foram entdo realizados utilizando apenas o DAPI como marcador.
Além de tornar o processo mais simples e rapido, a marcacdo com DAPI forneceu melhor
resolugao, porém inviabilizou a utilizagdao do CellProfiller, pois o protocolo utilizado por

ele requeria a utilizacdo de duas marcacdes.
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3.3.2 Ensaio de infec¢dao por Microscopia de Fluorescéncia com

LLCMK2.

Ensaios por microscopia de Fluorescéncia foram utilizados para determinar a taxa
de infeccdo dos parasitas em culturas de células da linhagem LLCMK2. Nesses

experimentos foram investigados os compostos 1, 2,4 e 5.

Incialmente foram testadas diferentes condi¢des para o plagueamento das células,
onde diferentes concentracdes e volumes de meio de cultura foram testados a fim de
otimizar a populac¢do de células por laminula. Também foram testados diferentes tempos

de crescimento para as células, variando de 24 a 48h entre o plaqueamento e a infecg¢do.

As condicGes testadas podem ser observadas na tabela 16 abaixo. Todas as

condicdes foram testadas com 0,5 e 1mL de meio de cultura.

Tabela 16. CondicOes testadas para plagueamento em laminula.

Tempo de Crescimento Concentragdo de Células (células /mL)
24h 1x10°
24h 1x10*
24h 5x 10*
48h 1x10*
48h 1x103

Dentre as condicOes testadas, a que conta com 24h de crescimento e concentrac¢ao
de 5x10* células por mL se mostrou a mais adequada para os experimentos.
Concentracdes menores, mesmo com mais tempo de incubacdo, ndo recobriram a
laminula de forma eficiente, deixando muitos espacos entre as células, o que dificultaria

as medidas por microscopia posteriormente.
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ConcentragGes maiores fizeram com que as células, ficassem muito confluentes,

formando uma camada que se descolou da laminula durante o periodo de incubacao.

A partir da otimizacdo do preparo das laminulas e plagueamento, procedeu-se para os

experimentos com os compostos propostos.

3.3.2.1 Ensaio de infeccao por Microscopia de Fluorescéncia do

composto 1.

Inicialmente o composto 1 foi testado utilizando uma faixa de concentrac¢do de 100
a 10uM. Esse teste foi realizado propositalmente, sabendo que o 1Cso do composto sobre
a linhagem utilizada é de 43,55+1,90uM. O objetivo desse ensaio foi observar o

comportamento das células ao serem expostas tanto ao parasita, quanto ao composto.

Durante o experimento foi observado que as células morreram em sua totalidade para
todas as concentragdes testadas, mesmo em concentragdes que estavam abaixo do ICso

do composto.

Uma possivel explicacdo para o resultado observado é a maior fragilidade das
células hospedeiras. Apesar de sua resisténcia a fatores como parasitas, composto e
DMSO 1% de forma isolada, sua combina¢gdo mostrou-se muito tdxica para a linhagem,

causando a morte celular e fazendo com que as células descolassem da laminula.

Apds esse ensaio inicial, a faixa de concentracdo de testes foi ajustada para 10 a
1uM. Esses valores estdo abaixo do ICsp para as células e abrangem o valor de ICso

encontrado para a forma tripomastigota.



Figura 34. Microscopia de Fluorescéncia para o composto 1, concentrag¢des de 10 a 3,5 pM
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Figura 35. Microscopia de Fluorescéncia para o composto 1, concentragées 2,5 e 1 uM e controles.
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Com a nova faixa de concentragao utilizada na cultura de células, observou-se a
diminuicdo da morte celular, propiciando um bom recobrimento da placa de forma
confluente, como pode ser observado nas Figuras 34 e 35 mostradas anteriormente,

comparando os pogos com presen¢a do composto aos controles.

Apds a contagem das imagens com o auxilio do software Photoshop 19, pode-se
determinar a taxa de infeccdo ao comparar o total de células por imagem com o total

de células infectadas por imagem. Os resultados estdo ilustrados na Figura 36.

[Cu(isaenim)]’
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Figura 36. Taxa de infecgdo para o composto 1, determinada por contagem em Photoshop.

Apds o tratamento com o composto nas concentragdes utilizadas, ndo foi possivel
observar diferencga significativa entre as medidas nos pogos tratados e nos controles.
Esses resultados podem ser devidos a auséncia de efeito do composto sobre a forma

amastigota, intracelular, ou podem ter ocorrido devido a baixa concentra¢do do
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composto utilizada, que deixou de ser toxico para as células hospedeiras parasitadas,

mas ao mesmo tempo nao foi eficiente em reduzir a infecgao.

3.3.2.2 Ensaio de infec¢cao por Microscopia de Fluorescéncia do

composto 2.

A exemplo do composto 1, o composto 2 foi inicialmente testado com
concentracbes variando entre 5 a 50 pM. Semelhantemente, as células LLCMK2
parasitadas apresentaram alta taxa de morte celular e descolamento da laminula. Assim
como no composto 1, sendo entdo as concentracdes diminuidas para a mesma faixa do
composto anterior, entre 10 a 1 pM.

Com a nova faixa de concentragdo o plagueamento foi bem-sucedido,
possibilitando a obtencdo das imagens de microscopia mostradas em seguida, nas

Figuras 37 e 38.



Figura 37. Microscopia de Fluorescéncia para o composto 2, concentragées de 10 a 3,5 uM.
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Figura 38. Microscopia de Fluorescéncia para o composto 2, concentragées 2,5 e 1 uM e controles.
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Para o composto 2 foram utilizadas as mesmas concentracdes que para o
composto 1, visto que para este composto a faixa de concentragdes maiores também se

mostrou prejudicial para a cultura de células, impossibilitando a microscopia.

Observa-se, tanto na Figura 37 quanto na Figura 38, que as células tiveram um
bom crescimento e estdo com uma boa distribuicdo nas placas, ndo estando muito

confluentes, nem muito espacadas.
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Figura 39. Taxa de infec¢do para o composto 2, determinada por contagem em Photoshop.

Mais uma vez o resultado encontrado para a taxa de infec¢do ndo evidencia uma
grande mudanca entre as células tratadas com o composto e os controles. De forma
inesperada o controle com DMSO apresentou uma taxa de infecgao menor, mesmo em
relagao aos pogos tratados com o composto contendo a mesma concentragao de DMSO,

sugerindo um possivel erro experimental.
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3.3.2.3 Ensaio de infec¢cao por Microscopia de Fluorescéncia do

composto 4.

A partir do composto 4 os ensaios foram feitos apenas de acordo com o protocolo
estabelecido pelos experimentos anteriores. Assim, apenas a faixa de concentracdo de

1 a 10 uM foi testada.

As respectivas imagens de microscopia sdo mostradas nas Figuras 40 e 41, a seguir.



Figura 40. Microscopia de Fluorescéncia para o composto 4, concentragées de 10 a 3,5 uM.
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Figura 41. Microscopia de Fluorescéncia para o composto 4, concentragées 2,5 e 1 M e controles.
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Podemos ver que a distribuicao de células na laminula ficou bastante homogénea

e ndo excessivamente confluente, favorecendo a contagem.
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Figura 42. Taxa de infec¢do para o composto 4, determinada por contagem em Photoshop.

O composto 4 ja havia sido testado em analise semelhante®?, utilizando
macroéfagos peritonais de camundongos, apresentando taxa de infec¢do entre 20 e
25%, em concentragdes de 9,8 e 19,6 uM, indicando uma considerdvel taxa de inibicao
em relagdo ao controle, préxima a 40%.

Nos experimentos com LLCMK2, ndo foi possivel observar uma inibicdo de
infeccdo em relacdo ao controle, com uma taxa de infeccdao em todas as condicdes
variando entre 45 e 50%, o que pode ser devida a faixa de concentragao utilizada, que

restringe o efeito do composto.
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3.3.2.4 Ensaio de infeccao por Microscopia de Fluorescéncia do

composto 5.

A exemplo do composto 4, os experimentos com o composto 5 foram
executados apenas na faixa de concentracdo entre 1 e 10 uM.
As imagens de microscopia correspondentes sao mostradas das nas Figuras 43 e

44, a seguir.



Figura 43. Microscopia de Fluorescéncia para o composto 5, concentragées de 10 a 3,5 pM.
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Figura 44. Microscopia de Fluorescéncia para o composto 5, concentragdes 2,5 e 1 UM e controles.
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Os experimentos para o composto 5 foram os ultimos a serem conduzidos. Nas
trés triplicatas realizadas, as células cresceram de forma a ocupar mais as laminulas,
estando mais confluentes nas imagens apresentadas, mas sem comprometer o
experimento.

As Figuras 43 e 44 mostram as células confluentes, mas ainda permitindo a
diferenciacdo entre as células. O espagamento entre as células é importante para

identificar a quais células pertencem os parasitas nas imagens.
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Figura 45. Taxa de infec¢do para o composto 5, determinada por contagem em Photoshop.

Podemos observar na Figura 45 que a exemplo dos experimentos anteriores, nao
foi possivel observar uma diminuicdo significativa na taxa de infeccdo para as células
tratadas com o composto. Nominalmente a concentracdo de 10uM apresentou uma
média de 51%, um bom resultado se comparada com a média de 62% do controle.

Porém, devido ao erro das medidas, eles ndo devem ser estatisticamente diferenciaveis.
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A exemplo dos experimentos com o composto 2, o controle com DMSO 1%
apresentou uma taxa de infeccdo muito menor que o restante das medidas.

Semelhantemente ao que ocorreu com o composto 2, para o composto 5 o
controle DMSO apresentou uma média de células por imagem menor que os outros

pontos medidos.
3.4 Conclusao

A proposta de otimizacdo de um método para a determinacdo da taxa de infeccdo
de células hospedeiras por Trypanosoma cruzi, a partir da contagem de imagens geradas
por microscopia de fluorescéncia, utilizando DAPI como sonda fluorescente, e os
compostos mais promissores apontados pelos experimentos do capitulo anterior e por
estudos anteriores do grupo, foram executados com sucesso.

Através da contagem manual das imagens geradas, pode-se determinar a taxa de
infecgdo em todos os experimentos propostos, apesar dos compostos testados nao
terem apresentado efetividade no tratamento das células infectadas. Isso poderia ser
atribuido a faixa de concentracdo testada. Mesmo estando dentro da faixa apresentada
no capitulo 2, para a inducdo de morte celular do tripomastigota de T. cruzi. No entanto,
a sensibilidade aos compostos por amastigotas isoladas a partir das células infectadas
ndo foi aqui verificada, uma vez que tripomastigotas e amastigotas sdo formas
metabolicamente distintas. E frequente na literatura a descri¢do de drogas que afetam
os tripomastigotas, livres, e ndo os amastigotas, no interior das células hospedeiras.
Neste caso ha uma maior complexidade, que depende também da concentracdo efetiva
do composto no interior da célula hospedeira e que pode variar entre tipos celulares. As

diferencas entre células poderia explicar os resultados distintos observados com o
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composto 4 quando macréfagos>* e células epiteliais (LLCMK2) foram utilizados nos
testes de células infectadas. Nos testes de tratamentos com os compostos, além da
porcentagem de células infectadas, o numero de amastigotas intracelulares pode ser
um parametro importante na analise, quando comparado com os controles. No caso dos
compostos testados, os amastigotas intracelulares ndao foram determinados, uma vez
que observando-se as imagens obtidas, ndo se detectou diferenca significativa entre as
células tratadas e os controles em cada experimento.

E importante ressaltar que outros estudos na literatura apresentam formas de
medir a atividade antiparasitaria frente a forma amastigota, utilizando métodos de
medi¢do como o MTT®! e também por imageamento em diferentes linhagens celulares
com protocolos mais automatizados®>3.

O principal desafio enfrentado nesses experimentos é a atividade dos compostos
frente ao parasita, no meio intracelular, sem afetar de modo significativo as células
hospedeiras. Algo que pudemos observar nos primeiros experimentos realizados,
utilizando uma faixa de concentragdo maior, que se mostrou muito agressiva para a
células parasitadas. Em concentragdo mais baixa, os compostos deixaram de ser tdo
agressivos a célula hospedeira (LLCMK2), porém ndo mostraram atividade marcante
frente ao parasita. Outro ponto a considerar nesta conclusao, é que somente a cepa Y
do T. cruzi foi utilizada nos ensaios descritos e uma vez que ja é conhecida a grande
variacdo de sensibilidade aos compostos entre as diferentes cepas, outras cepas do
parasital® deveriam ser testadas.

Apesar das adversidades encontradas, os experimentos se mostraram adequados,
apresentando um método possivel para a determinacdo da taxa de infeccdao de células

parasitadas, em presenga de compostos potencialmente tripanocidas.
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Capitulo 4

Cruzaina como possivel
alvo da ac¢ao tripanocida de
complexos iminicos de
cobre
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4.1 Consideracgoes Iniciais

Na literatura sdo diversos os estudos focalizados no desenvolvimento de
compostos com atividade antiparasitaria significativa, principalmente sobre doencas
tropicais negligenciadas, conforme ja discutido em capitulos anteriores. Todavia, como
mencionado apenas dois farmacos, baseados em nitro compostos foram aprovados e
sdo comerciais. Particularmente, uma gama bastante diversificada de compostos ja foi
descrita e avaliada como possiveis agentes antichagasicos, incluindo compostos
organicos, naturais e sintéticos, e compostos inorganicos metalados. Esses estudos
foram realizados com diferentes formas do parasita, tripomastigotas, amastigotas e
epimastigotas, dificultando a comparacdo dos resultados, obtidos em condicoes
experimentais bem diferentes (concentracdes, tempos de tratamento, alvos bioldgicos,
mecanismos de acdo, etc.).

O foco, aqui neste trabalho, esta principalmente nos possiveis alvos e modos de
acdo dos compostos preparados, comparativamente aos apresentados na literatura.
Serd dada énfase sobre as investigacOes da atividade anti-tripanossoma de complexos
metalicos com ligantes nitrogenados como hidrazonas, tiosemicarbazonas e iminas,
comparados aos nossos resultados com ligantes oxindoliminicos.

Para fins de diferenciacdo e de melhor entendimento, neste capitulo usaremos a
notagao ICsp*para representar a concentragdao do composto necessaria para reduzir a
atividade da enzima estudada em 50% para diferenciar do ICsp observado em culturas
celulares, que representa a concentragdao em que o composto inibe o crescimento

celular em 50%.
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4.1.1 Provaveis alvos e modos de acdo de compostos

tripanocidas

Diversos alvos bioldgicos foram descritos e testados em estudos sobre agentes
anti-tripanossomas ou tripanocidas.® Em geral, esses alvos s3o proteinas ou peptideos
encontrados nos parasitas tripanossomatideos®. Dentre estes destacam-se cisteino-
proteases, como a cruzaina ou cruzipaina®, tripanotiona redutase?’,

topoisomerases®®%, tioredoxina redutasel®

e gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenase'®1%2, H3 algum tempo, algumas patentes também vém sendo
depositadas, baseadas nesses estudos!®,

Um texto critico sobre diferencas e similaridades entre os parasitas T. cruzi e o
hospedeiro humano, visando o desenvolvimento de possiveis farmacos, é encontrado
na literatural® .

O genoma dos tripanossomatideos, assim como de humanos, codifica uma larga
faixa de proteinas quinases responsaveis pela fosforilagio de proteinas, processo
importante para regular a atividade das mesmas e, por esta razao, essas proteinas tém
sido alvos constantes em muitos estudos.

Outro alvo importante, a tripanotiona redutase (TR), € uma flavoproteina dimérica
dependente de NADPH, que estd presente em muitos tripanossomatideos, onde é
responsavel por catalisar a reducdo da tripanotiona (Figura 46), mantendo sua
homeostase. Esta enzima mantém um ambiente intracelular de carater redutor,
diminuindo a quantidade de EROS. Sua estrutura cristalina j& foi determinada,

compreendendo duas subunidades (com 968 residuos de aminoacidos, dois grupos

prostéticos FAD, dois ions maleato e 419 moléculas de dgua®.
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Analogamente, em mamiferos, essa fungao é feita pelas enzimas glutationa redutase
(GR) e glutationa oxidase (GSSG), baseados no tripeptideo glutationa (L-y-glutamil-L-
cisteinilglicina), os quais modulam o metabolismo e impedem parte do estresse
oxidativo. A forma reduzida da glutationa (GSH) esta presente em alta concentracdo
intracelular (na faixa mM), sendo a principal responsdvel por manter um ambiente
redutor dentro da célula. Entretanto, nos parasitas esse sistema é substituido pelas
enzimas mencionadas, as tripanotiona redutases (TR), que participam do sistema

tripanotiona peroxidase (vide Figura 47)06,
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Figura 46. Forma reduzida T(SH)2 (A) e oxidada TS2 (B) da tripanotiona, ou N1, N8-
bis(glutationil)espermidina.
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Figura 47. Esquema de reagdo da enzima tripanotiona redutase em tripanossomas

A inibicdo da enzima TR pode levar a um acumulo de EROS, elevando o estresse

oxidativo que gera dano nas estruturas celulares do parasita. Por esta razdo, farmacos
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geradores de EROS, como Nifurtimox ou Benznidazol, interferem na sua atividade,

sendo esta enzima um alvo bioldgico bastante investigado. Dentre os conhecidos

107 108

inibidores da TR ndo-peptidicos'®’ e peptidicos'® , destacam-se fenotiazinas, como
promazina, tiridazina, perfenazina e clorpromazina, responsaveis por causar forte
inibicdo da TR (> 90%)'%° e que também apresentam atividade tripanocida contra as
formas epimastigota e tripomastigota do parasita. Esses compostos atuam na

mitocondria, rompendo-a, ou desorganizando membranas.

Dentre os compostos peptidicos, dois deles, [N-benziloxicarbonil-Ala-Arg-Arg-4-
metoxi-B-naftilamida] e [Bz-Leu-Arg-Arg-B-naftilamida] (vide Figura 48), mostraram
elevada atividade inibitéria, com valores das constantes Ki de 2,4 uM e 13,8 uM,
respectivamente. Além disso, o primeiro mostrou seletividade satisfatéria seletividade
para a enzima parasitica (TR) comparado a enzima humana (glutationa redutase),
conferindo um carater importante a um farmaco, que agride mais o patégeno e em
menor grau o paciente.
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Figura 48. Estrutura de inibidores peptidicos da tripanotiona redutase (TR), presente em T. cruzi.

Além da TR, a cruzipaina, a principal cisteino-protease presente nos parasitas, é
descrita como um alvo promissor em varias investiga¢des visando um planejamento

racional de farmacos!'%!1!, Sua estrutura ligada a um inibidor cetoester é mostrada na
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Figura 49.112 A cruzipaina corresponde a proteina extraida e purificada a partir do T.
cruzi, com 130 residuos de aminoacidos na extensao do C-terminal, além do dominio
catalitico, enquanto a cruzaina é a enzima recombinante truncada no C-terminal ao

redor de 100 residuos de aminodcidos, utilizada em muitos estudos.*3

Figura 49. Estrutura da cruzaina ligada a um inibidor a-cetoester''?,

Uma outra publicacdo!!* descreve a estrutura dessa proteina ligada a um
derivado vinil-sulfona (vide Figura 50) e depositada no PDB (Protein Data Bank) sob

codigo 1F2C.

Figura 50. Estrutura tridimensional da cruzaina, (A) cristalizada com um derivado vinil-sulfona,
depositada no PDB (Protein Data Bank) sob cédigo 1F2C; (B) Representagdo esquematica em duas
dimensdes de seu modo de ligagdo; (C) Estruturas de dois derivados inibidores!4.
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Dentre os possiveis alvos citados, neste capitulo iremos explorar a cruzaina como

possivel alvo de inibicdo para os compostos estudados.

4.1.2 Cruzaina como alvo biolégico

A cruzaina (EC 3.4.22.51), é uma proteina cisteino-protease, presente nas varias
etapas do ciclo de vida do T. cruzi, onde desempenha diversas funcdes °. Portanto,
constitui um alvo importante de iniUmeras investigacdes visando o desenvolvimento de
um composto quimioterdpico eficiente, realizadas por diversos grupos de pesquisa,*®
com diferentes compostos, e abrangendo mecanismos de inibicdo tanto reversivel,
como irreversivel .Y

Diferentes compostos, como analogos de uma indolamina, 8-cloro-N-(3-
morfolinopropil)-5H-pirimido[5,4-b]indol-4-amina, contendo grupamentos inddlicos,
pirimidina, quinolina, foram testados sobre diferentes formas do parasita (vide Figura

51). Outros compostos contendo também os grupamentos anilina ou pirrol foram

investigados quanto a sua atividade inibitdria sobre a cruzaina.®®
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Figura 51. Estruturas de compostos derivados de indolamina contendo grupamentos quinolina,
pirimidina ou imidazol, com boa atividade anti-tripanossoma baseada na inibi¢cdo da proteina

cruzaina'®,

Derivados de 4-aminoquinolina foram os mais ativos, apresentando ICso na faixa
de 15 a 125 uM, sendo assim bastante téxicos para o parasita T. cruzi. Entretanto, um
dos derivados pirimidinicos, embora muito ativo sobre os parasitas, com indice de
seletividade Sl= 128, comparado a fibroblastos ndo-infectados, ndo inibiu
significativamente a cruzaina.

Derivados de imidazol, desenvolvidos a partir de triagem ou varredura (screening)
computacional, também foram sintetizados e tiveram sua atividade biolégica avaliada.
O composto mais ativo desta série (Fig 6, composto 30) mostrou ser altamente téxico
contra epimastigotas de T. cruzi de trés cepas diferentes (Tulahuen 2, CL-clone B5 e Y),
com valores de ICsode 4,5 uM, 3,6 uM, e 16,9 uM respectivamente. Este composto foi

ainda ativo sobre as formas amastigotas (cepa CL-clone B5) com ICso de 19,9 uM. Sua
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atividade inibitdria sobre a cruzaina foi entdo verificada, apresentando valor de IC50=81
+ 4 pMi8,

Derivados arila de tiosemicarbazonas também apresentaram atividade anti-
tripanossoma baseada na inibicdo da cruzaina®’. Estudos de relacdes estrutura e
reatividade (SAR) indicaram que substituintes halogenados ou apolares nos
grupamentos arila favorecem tanto a atividade antiparasitdria como a inibitéria da
cruzaina.

Em outro trabalho,’® planejou-se e sintetizou-se mais de 100 compostos
tiosemicarbazonas que mostraram seletividade frente a T. cruzi, com ICsp na faixa nM, e
que também inibiram cruzaina por mecanismo dependente do tempo de exposigao.

Em artigo recente do grupo do Prof. Luis Carlos Dias, da Unicamp?, descreve-se o

planejamento através de SAR, em estudos de modelagem molecular, sinteses e
avaliacdo de imidas ciclicas como inibidores da cruzaina, com ICsp na faixa 0,6 a 2,2uM
contra amastigotas intracelulares do parasita. Muitos dos compostos foram pouco
toxicos sobre fibroblastos humanos, com bons indices de seletividade para o parasita.
O mesmo grupo relatou mais de 40 andlogos derivados de benznidazol,
sintetizados para otimizacdo de uma classe de inibidores ndo-covalentes da cruzaina, a
partir de um composto lider co-cristalizado com a enzima (com Ki = 0,8 uM)*’. Cerca de
12 dos compostos estudados apresentaram valores de ICsp* menores que 10 uM e
mostraram-se inibidores competitivos reversiveis da cruzaina. Além disso, compostos
derivados de isatina também ja foram avaliados como inibidores de cruzaina, com ICso*
entre 2 e 100 uM, comparando uma série de substituintes em diversas posicoes da
estrutura da isatina, como o anel benzénico ou no nitrogénio inddlico. Dentre os

resultados reportados, a adigdo de compostos com grupamento benzil em conjunto com
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a metilagcdo da posi¢cdo 5 do anel benzénico da isatina se mostraram mais eficientes para
inibicdo da cruzaina'?.

Assim, baseado nesses estudos relatados, verificou-se a possivel atividade
inibitéria de nossos complexos de cobre ou zinco com ligantes iminicos (a maioria
derivados do oxindol isatina) frente a enzima cruzaina. Com a colaboracdo do grupo de

pesquisa do Prof. Wagner Alves de Souza Judice, do Centro Interdisciplinar de

Investigacdo Bioquimica, da Universidade de Mogi das Cruzes (Mogi das Cruzes, SP)

pudemos obter resultados bastante promissores, conforme descritos abaixo.

4.2 Parte Experimental

4.2.1 Ensaios de inibicao da enzima cruzaina

Para a realizacdo dos ensaios de inibicdo, a cruzaina foi incubada em tampao
acetato de sddio 100 mM, contendo EDTA 5 mM, cloreto de sédio 100 mM, Triton-X-
100 0,01%, glicerol 20% em pH = 5,5, DTT (Ditiotreitol) 3mM, por 10 min a 37°C, sob
agitacdo constante. Apds incubacdo foi adicionado o substrato fluorogénico Z-FR-AMC
para concentragao final de 9,25 uM. O monitoramento da atividade enzimatica da
cruzaina foi realizado em espectrofluorimetro HITACHI F2700%2! nos comprimentos de
onda Aex = 360 nm e Aem = 480 nm, em sistema Optico de 10 mm em cubetas de quartzo
com volumes finais de 1 mL acompanhando a hidrdlise do substrato Z-FR-AMC e
guantificado a liberacdo de AMC livre em funcdo do tempo fornecendo a taxa de

hidrélise em UAF/min (Unidades Arbritarias de Fluorescéncias por minuto).
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Nos ensaios de inibicdo procedeu-se a adicdo de concentra¢des crescentes do
composto focalizado até a estabilizacdo do decaimento da atividade enzimatica.
Utilizou-se a equacdo 2 para determinacdo do potencial inibitério ICso*. No calculo da
atividade enzimatica, comparou-se as velocidades iniciais da reacdo em DMSO, como
controle. As correspondentes curvas de ICso* foram determinadas em pelo menos dois
experimentos independentes, envolvendo pelo menos 4 concentragdes, em triplicata.

Ajustes das curvas ndo-lineares foram obtidos através do programa Grafit 5.0.13.

100%

1+( *
'aIC_*U

(2)

Mecanismos de inibicdo da cruzaina foram verificados utilizando o mesmo
procedimento descrito acima, com modificacdes. Foi mensurada a atividade enzimatica
em diferentes concentragées de substrato obtendo-se uma curva hiperbdlica retangular
(Velocidade em UAF/min vs [substrato] (sendo UAF — Unidades Arbitrarias de

Fluorescéncia) e analisada utilizando a equacdo de Michaelis-Menten (Equacdo 3).

~ VoulS]

Ky +[8] .

O mesmo ensaio foi realizado em pelo menos 4 diferentes concentracdes fixas do
composto. Os dados foram entdo analisados num grafico e os respectivos parametros
cinéticos de inibicdo foram determinados a partir dos graficos das inclinagcdes e
interceptos das retas provenientes do grafico dos inversos (Liveweaver-Burk) e

analisados em programa Grafit 5.0.13.
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4.3 Resultados e Discussao

4.3.1 Resultados de ICso* para Inibicao de Cruzaina.

Para o ensaio de inibicdo de cruzaina foram selecionados os compostos
[Cu(isaenim)] (1), [Cu(isabmz)] (2) e [Cu(isapn)] (5), buscando aumentar o grau de
entendimento em relacdo a interacdo com a proteina, baseada nas caracteristicas dos
compostos. Também foram testados um andlogo de zinco para o composto 5,

[Zn(isapn)] (6) e o ligante isapn livre (7).

Os valores de ICso* obtidos para a inibicdo da atividade da cisteino protease

cruzaina podem ser observados na Tabela 17 abaixo.

Tabela 17. Potencial inibitdrio (ICso*) dos compostos na atividade da cisteino

protease cruzaina. NI = Nao Inibe.

Composto ICs0* (LM)
[Cu(isaenim)] (1) 9,49 + 0,63
[Cu(isabmz)] (2) NI

[Cu(isapn)] (5) 12,48 £ 0,62
[Zn(isapn)] (6) 2,98 £ 0,41
Isapn (7) 20,14 +1,31

O valor encontrado de ICso* para o composto 1 estd em uma faixa muito préxima
do calculado para o ICso frente a forma tripomastigota apresentado no capitulo 2. Jd o
composto 2 ndo apresentou inibicdo da cruzaina, embora, o mesmo composto tenha
apresentado eficiéncia como tripanocida. Isso sugere que o efeito do composto 2

provavelmente ndo ocorre pela inibicdo da supracitada enzima.
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Ao avaliar o composto 5 e seu analogo de zinco (6), junto com o ligante livre (7),
observamos que o ligante livre isapn apresenta um maior valor de ICsp* comparado com
os compostos metalados, indicando que a presenca do metal potencializa a atuacao do

ligante.

Comparando os compostos analogos com cobre (5) e zinco (6), observamos que o
composto metalado com zinco é aproximadamente quatro vezes mais eficaz para a
inibicdo da cruzaina, quando comparado com o de cobre. Isso pode indicar que a
capacidade redox apresentada pelo cobre ndo tem grande impacto ou efeito no

mecanismo de inibicado.

4.3.2 Inibicdo da cruzaina pelo composto [Cu(isaenim)] (1).

Os resultados dos estudos de inibicdo da cruzaina estao apresentados nas Figuras
52 a 55, para os diferentes compostos testados.

Na Figura 52 tem-se os dados obtidos com o complexo 1.
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Figura 52. A) Grafico de Michaelis-Menten para inibigdo com o complexo [Cu(isaenim)] (1); B) Grafico
correspondente dos inversos (Lineweaver-Burk); C) Grafico da inclinagdo em B versus concentragdo do

inibidor. Em A e B: O= controle; @ 10uM; (1> 20uM; l-=> 30uM; A= 45uM.

Podemos observar pelo grafico de Michaelis-Menten, atividade enzimatica versus
concentracdo do substrato, que com o aumento na concentracdo de composto
convergem para um mesmo valor de velocidade maxima da reacdo, o que indica que o
composto estd atuando sobre a enzima de forma competitiva. Ao fazer o grafico de
Lineweaver-Burk (inverso da atividade versus inverso da concentracdo de substrato)
observa-se que todas as curvas se cruzam no mesmo ponto de 1/vo, onde 1/vo é igual a

1/Vmax. Isso indica que se trata de uma inibicdo competitiva.
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O valor encontrado para a inclinagdo no grafico de Lineweaver-Burk é diretamente
proporcional ao Km, sendo esta a constante de equilibrio de formacdo do complexo
enzima-substrato. Na Figura 52C verificamos uma correlacao linear entre os coeficientes
angulares das retas do grafico de Lineweaver-Burk e a concentracdo de inibidor. Assim
observamos que a reacdo mostra dependéncia linear com o aumento da concentracao
de inibidor e variacdao do Km sem modificacdo da Vmax, € pelos resultados apresentados,
podemos afirmar que se trata de um mecanismo cldssico de inibicdo competitiva linear

simples.

4.3.3 Inibicdo da cruzaina pelo composto [Cu(isapn)] (5).

Analogamente, na Figura 53 s3ao apresentados os resultados com o complexo
[Cu(isapn)] (5).

Ao observar a Figura 53, podemos ver que o comportamento do complexo
[Cu(isapn)] 5 é semelhante ao apresentado pelo complexo [Cu(isaenim)] 1, isto &,
verifica-se um aumento linear da atividade inibitéria da cruzaina com concentracdes
crescentes de inibidor sem alteracdo de Vmax €, de acordo com os graficos 51B e 51C,

estabelece-se um mecanismo competitivo linear simples.
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Figura 53. A) Grafico de Michaelis-Menten para inibicdo com o complexo [Cu(isapn)] (5); B) Grafico

dos inversos (Lineweaver-Burk); C) Grafico da inclinagdo versus concentragdo do inibidor. Em A e B:

O~ controle; ®-> 10uM; (0> 20uM; - 30uM; A-> 45uM.

4.3.4 Inibicao da cruzaina pelo composto [Zn(isapn)] (6).

Ao se comparar os resultados de inibicdo dos complexos andlogos de isapn com

ions de cobre(ll) (5) e de zinco(ll) (6), verifica-se que o composto de zinco foi mais ativo,

como demonstrado na Tabela 17 (pag. 117), tendo seu valor de ICs0* medido em

aproximadamente 3 uM, comparado ao valor de aproximadamente 12,5 uM obtido para

o complexo de cobre (5). O complexo de zinco também teve seu mecanismo investigado

a partir dos resultados obtidos com o grafico de Michaelis-Menten e Lineweaver-Burk,

mostrados na Figura 54.
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Figura 54. A) Grafico de Michaelis-Menten relativo ao composto [Zn(isapn)] (6); B) Grafico
correspondente dos inversos (Lineweaver-Burk); C) Grafico da inclinagdo em B versus concentrag¢ido do
inibidor; D) Grafico 1/K inclinagdo versus concentragio do inibidor. Em A e B: O-> controle; @ 4uM;

O-> 6umM; B> 10uM; A= 15uM.

Observando apenas os graficos de Michaelis-Menten e Lineweaver-Burk,
poderiamos afirmar que também se trata de um mecanismo de inibicdo competitivo
classico, semelhante ao apresentado para os complexos de cobre mostrados acima.
Porém, ao montar o grafico da inclinacdo do grafico B pela concentra¢do do composto
inibidor, vemos que este corresponde a uma parabola, diferentemente dos compostos

de cobre 1 e 5, onde o mesmo grafico (andlogo) apresentou uma correlagao linear.

Por conta da correlacdo entre a inclinacdo do gréfico de Lineweaver-Burk,

apresentado na Figura 54C, ser uma funcdo de segundo grau, podemos afirmar que o
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efeito de inibicdo apresentado pelo composto de zinco 6 envolve a interagao de duas
moléculas de composto para uma de proteina. Podendo uma molécula de inibidor atuar
no sitio catalitico da enzima e a segunda de forma alostérica, podendo existir um fator
de cooperatividade entre as duas moléculas de inibidor, onde a entrada da primeira

molécula no sitio de inibi¢ao pode favorecer ou dificultar a entrada da segunda.

4.3.5 Inibicdo da cruzaina pelo ligante livre isapn (7).

Para efeito de comparacdo, os experimentos também foram realizados com o
ligante livre, isapn (7). Neste caso, o comportamento das curvas em funcdo das
concentracGes do inibidor se assemelha com aquele observado com o composto
[Zn(isapn)] (6), diferindo substancialmente dos graficos verificados com o composto
analogo de cobre [Cu(isapn)] (5).

Estes resultados indicam que se tem pelo menos dois mecanismos diferentes de
acdo inibitéria frente a cruzaina: um competitivo, verificado com os complexos de cobre
(1) e (5), e outro observado com o mesmo ligante livre isapn (7) ou com o complexo
analogo de zinco (6), também competitivo, mas envolvendo duas moléculas do inibidor.

Observamos que os graficos apresentados na Figura 55 sdo muito semelhantes aos
observados na Figura 54.

O ligante livre apresentou um maior valor de ICs0*, ou seja, é necessaria uma
concentragdao maior do composto para reduzir a atividade da enzima a 50%, quando
comparado aos demais compostos testados. Apesar disso ele apresentou um
mecanismo de a¢dao semelhante ao composto 6, onde observamos a atuac¢ao de duas
moléculas de composto sobre uma de proteina, e que apresentou o melhor valor para

ICso* entre os compostos testados.
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Figura 55. A) Grafico de Michaelis-Menten referente ao ligante livre isapn (7); B) Grafico
correspondente dos inversos (Lineweaver-Burk); C) Grafico da inclinagdo em B versus [isapn]; D)
Grafico 1/K inclinagdo versus concentragio do inibidor. Em A e B: O-> controle; ®-> 25uM; (1>

45uM; - 60uM; A-> 90uM.

4.3.6 Parametros cinéticos obtidos e possiveis mecanismos de
inibicao.
Os valores para os parametros cinéticos determinados (vide Tabela 18) indicaram

pelo menos dois tipos de mecanismo de acdo desses compostos estudados, conforme

mostrado nas Figuras 56 e 57.
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Tabela 18. Parametros cinéticos de inibicao da cisteino protease cruzaina, por

complexos metalicos contendo os ligantes isapn ou isaenim, comparados aos valores

.......

COMPOSTOS Ki aKi o ICs0* (1LM)
isapn (7) 328 + 29 3,05+0,31 0,0093 20,14+ 1,31
[Cu(isapn)](ClO)4)2 (5) 2,42+0,12 -— 12,48 + 0,62
[Zn(isapn)](ClO)a) (6) 159+1,4 1,97+0,23 0,124 2,98 £ 0,41
[Cu(isaenim)]ClO4-2H,0 (1)  2,21+0,19 - - 9,49 + 0,63

A constante de equilibrio Ki refere-se a formacdo da espécie El (enzima-inibidor)
e indica a afinidade do inibidor pela enzima. Quanto maior for Ki, maior sera a interacado
do inibidor com a enzima, levando a inibicdo da formagdo da espécie ES (enzima-
substrato) e, portanto, a um maior potencial inibitério do composto.

Pelos valores apresentados na Tabela 18 para o Ki, notamos que o ligante livre,
isapn (7), possui uma altissima afinidade pela enzima, tendo seu valor de Ki duas ordens
de grandeza maior que o dos demais compostos. Entretanto, essa alta afinidade pela
enzima nao se traduz em um maior efeito inibitdrio, como mostrado nas Tabelas 17 e
17, onde o isapn apresentou o maior valor de ICso*. Lembrar que ICso* corresponde a
concentracdo de composto que leva a 50% da atividade da enzima. Este comportamento
pode ser interpretado através de uma mudanga na conformagdo da enzima apds a
interacdo com o ligante isapn, levando a uma conformagdo mais fechada, que
dificultaria ou facilitaria a interacdo com o substrato.

Um comportamento deste tipo foi descrito para a intera¢do da cruzaina com um
inibidor ndo-peptidico, 2-[2-(1H-1,2,4-triazol-5-ilsulfanil)etanoilamino]tiofeno-3-

carboxamida ou Nequimed176 (NEQ176).122
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Outra possibilidade seria haver uma interagdo do ligante livre isapn (7) num sitio
alostérico que nao afetaria significativamente a atividade da enzima.

Estudos de simulagdo, através de docking e dinamica molecular, poderiam auxiliar
bastante a elucidacdo dos modos de acdo do ligante livre, comparado ao dos compostos
metalados com cobre ou zinco.

Por outro lado, os complexos de cobre, 1 e 5, mostraram altas afinidades pela
cruzaina, com valores de Ki 2,21 e 2,42, respectivamente. Também apresentaram
resultados promissores quanto a inibicdo da enzima, com valores de 1C50* 9,49 UM e
12,48 uM, respectivamente. Entretanto, o complexo de zinco (6), apresentou um valor
de Ki muito acima dos complexos de cobre, porém aproximadamente 21 vezes menor
qgue o do ligante livre. Adicionalmente, este composto apresentou o melhor potencial
inibitdério da série estudada (ICso™* = 2,98 uM).

Assim, os resultados levam a crer que o comportamento desses compostos frente
a cruzaina é diferente, embora todos tenham apresentado um mecanismo de inibicdo

do tipo competitivo.

Kx KQ k\-at
[E &= [+E+S =< ES —8> E+P

Figura 56. Mecanismo proposto para inibicdo da cruzaina pelos compostos isapn (7) e

[Zn(isapn)](ClO)a) (6).
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No caso do ligante livre isapn (7) e do complexo de zinco, [Zn(isapn)](ClIO)a4 (6),
observou-se que o mecanismo ocorre com um equilibrio competitivo de formacao da
espécie El (Enzima-Inibidor) e IEl (Inibidor-Enzima-Inibidor) em relacdo a espécie ES
(Enzima-Substrato). Esse esquema é proposto a partir da analise dos graficos das Figuras
54C e 55C, definido como inibicdo competitiva parabdlica com cooperatividade.

No esquema apresentado na Figura 56, o coeficiente a corresponde ao fator de
cooperatividade entre as moléculas de inibidor, onde um valor de a<<1 corresponde a
cooperatividade positiva, isto é, onde a ligacdo da primeira molécula de inibidor a
proteina favorece a interacdo com a segunda molécula. E um valor de a>>1
corresponderia a cooperatividade negativa, em que a entrada da primeira molécula
atrapalha a liga¢ao da segunda.

A partir dos valores de a apresentados na Tabela 18, ambos os compostos
estudados (6 e 7), apresentam cooperatividade positiva. Porém n3o é possivel

determinar qual dos sitios, catalitico ou alostérico, é ocupado primeiro.

I'<M kcat
E+ S ES—E + P
+ +

o, I

El+ S == ESI

Figura 57. Mecanismo proposto pela inibi¢do da cruzaina pelos compostos [Cu(isaenim)]ClO4.2H.0 (1)

e [Cu(isapn)](ClO)a)2 (5).
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A Figura 57 ilustra o mecanismo cldssico de competitividade!?3, podendo um
composto se ligar a enzima livre e ou ao complexo ES, neste caso com B#0, definindo
um mecanismo nao-competitivo.

No caso da reacdo em presenca dos complexos [Cu(isapn)](ClO)s). (5) e
[Cu(isaenim)]ClO4-2H,0 (1), tem-se a formagdo da espécie El, e o grafico da inclinagao
em funcdo da concentracdo de composto (graficos das figuras 52C e 53C) foi linear,
indicando um mecanismo cldssico competitivo. Dessa forma, para os compostos 1 e 5,
temos o valor de B igual a 0. Neste caso, a entrada dos inibidores ocorre apenas sobre a

enzima (E) e ndo sobre o complexo ativado enzima-substrato (ES) (Figura 58).

El

Figura 58. Mecanismo simplificado representando o mecanismo cldssico de competitividade.

Um esquema semelhante de competitividade linear foi proposto para explicar o
efeito de inibicdo observado na atividade protease da cathepsina B e L, em presenca de
um alcaléide natural, S4 (4-Deoxyraputindole C), com atividade antitumoral frente a
linfomas e carcinomas!?3. Neste caso, em particular, um mecanismo adicional de

inibicdo ndo-linear com cooperatividade negativa também foi observado.
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4.4 Conclusoes

As investigacdes aqui descritas mostram que a cruzaina é um provavel alvo
biolégico dos complexos de cobre ou zinco estudados, numa faixa de concentragao até
20uM, conforme os graficos apresentados. Todos os compostos metalados foram mais
ativos que o ligante livre, verificado para os compostos contendo o ligante isapn,
conforme mostrado pelos valores de ICsp* apresentados na Tabela 17.

Comparando-se 0os compostos de cobre, [Cu(isapn)](CIO)s)2 (5) e
[Cu(isaenim)]ClO4-2H,0 (1), os valores de Ki obtidos sdo semelhantes e o seu provavel
mecanismo de acdo é caracteristico de um processo competitivo (formacado de ES ou El),
denominado mecanismo classico de competitividade . Porém, a consequente formacao
de uma espécie terciaria ESI (Enzima-Substrato-Inibidor), ndo ocorre neste caso uma vez
que B=0.

Ao contrdrio, no caso do ligante livre isapn (7) e o complexo correspondente de
zinco [Zn(isapn)](ClO)4 (6), 0 mecanismo proposto ocorre através da intera¢do de duas
moléculas de inibidor com a enzima, em que se caracteriza um mecanismo competitivo
parabdlico de cooperatividade, onde ambos os compostos estudados apresentaram
cooperatividade positiva, ou seja, a entrada da primeira molécula de inibidor, seja no
sitio catalitico ou alostérico, uma vez que o evento é randdémico, favorece a entrada da
segunda molécula. No caso do ligante livre, provavelmente tem-se uma mudanca de
conformacdo da enzima, ja que a maior afinidade do inibidor ndo correspondeu a um
maior potencial inibitdrio, ao contrario, levou a um valor de ICso* maior.

Dos compostos estudados apenas o composto 2 ndo apresentou inibicdo frente a

cruzaina. Uma possivel explicagdo para tal é que por possuir um ligante mais volumoso,
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o complexo 2 pode sofrer maior impedimento estérico, dificultando sua interacdo com

a proteina e, portanto, sua capacidade de inibir a cruzaina.
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Capitulo 5

Conclusoes e Perspectivas
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Nossos estudos demonstraram uma boa atividade antitripanossoma dos diversos
complexos investigados. Trés complexos de cobre foram sintetizados e caracterizados
utilizando diversas técnicas como Espectroscopia UV-Visivel, Infravermelho, EPR, além
de técnicas adicionais como andlise elementar e espectrometria de massa.

Dentre os trés complexos sintetizados, todos eles bases de Schiff, apenas dois
contém a isatina como precursor, que é um composto enddgeno, derivado do
triptofano. Assim pudemos observar a influéncia da isatina na atividade dos compostos,
principalmente sobre as células de hospedeiros, como a LLCMK2 e o Fibroblasto. O
composto que ndo contém isatina em sua estrutura se mostrou muito mais toxico a
essas linhagens, especialmente comparado com os compostos que contém isatina em
sua estrutura (Tabela 11).

Além dos compostos sintetizados, compostos previamente estudados pelo
laboratério também tiveram sua atividade frente o T. cruzi avaliada através do método
de leitura otica com MTT e comparada com resultados anteriores obtidos por contagem
em camara de Neubauer.

O uso de metodologia MTT permitiu avaliar a atividade antitripanossoma dos
compostos de forma menos dependente do operador, quando comparada com a
contagem em camara de Neubauer. O composto 3 foi o mais toxico frente a forma
tripomastigota do parasita, porém também foi muito téxico quando testado em células
hospedeiras. Por ter apresentado a seletividade mais baixa, o composto 3 foi descartado
para os ensaios subsequentes com a forma amastigota do T. cruzi.

Os demais compostos apresentaram boa seletividade e valores de ICsp compativeis

com a literatura.
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Ap0ds os ensaios na forma tripomastigota, os compostos 1,2,4 e 5 foram testados
frente a forma amastigota, responsdvel pela fase cronica da Doenca de Chagas, através
da otimizacdo de um método para a determinacdo da taxa de infeccao de células
hospedeiras por Trypanosoma cruzi, a partir da contagem de imagens geradas por
microscopia de fluorescéncia, utilizando DAPI como sonda fluorescente.

O principal desafio enfrentado nesses experimentos € a atividade dos compostos
frente ao parasita, no meio intracelular, sem afetar de modo significativo as células
hospedeiras. Algo que pudemos observar nos primeiros experimentos realizados,
utilizando uma faixa de concentracdo maior, que se mostrou muito agressiva para a
células parasitadas. Em concentragdo mais baixa, os compostos deixaram de ser tao
agressivos a célula hospedeira (LLCMK2), porém ndo mostraram atividade marcante
frente ao parasita.

Apesar das adversidades encontradas, os experimentos se mostraram adequados,
apresentando um método possivel para a determinacdo da taxa de infeccdo de células
parasitadas, em presenca de compostos potencialmente tripanocidas.

Uma comparacao desses resultados com dados da literatura nem sempre é
possivel, devido a diversidade de condi¢bes experimentais utilizadas nesses estudos.

Com relagdo aos alvos identificados desses compostos tripanocidas, os compostos
1,2 e 5, em adi¢cdo a um composto analogo ao composto 5, alterando o metal para zinco
(composto 6) e o ligante livre isapn (composto 7), tiveram sua atividade inibitoria sobre
a cruzaina, uma cisteino-protease importante para o ciclo de vida do Trypanosoma cruzi,
onde apenas o composto 2 ndo apresentou atividade inibitdria na faixa de concentracao

testada.
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Entre os outros compostos testados, foram observados dois mecanismos
distintos. Os complexos de cobre (1 e 5) apresentaram o mecanismo classico de
competitividade, enquanto o complexo de zinco (6) e o ligante livre (7) apresentaram o
mecanismo competitivo de cooperatividade positiva.

Para o futuro, os estudos com amastigotas podem ser refinados utilizando um
método diferente, possivelmente testando os compostos diretamente sobre os
amastigotas, apds um procedimento de extracdo e purificacdo, podendo-se executar as
analises via método com MTT.

Os possiveis mecanismos de acdo dos complexos podem ser melhor estudados
com experimentos de intercalacdo em DNA e geracao de espécies reativas de oxigénio,
que podem ajudar a elucidar a forma como os compostos estudados sdo capazes de

afetar o Trypanosoma cruzi.
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ANEXQOS:

Espectrogramas dos complexos 1, 2 e 3 de cobre(ll) testados neste
trabalho quanto a sua atividade tripanocida. Esses espectros foram
obtidos na Central Analitica do IQ-USP.

Equipamento: MICROTOF — Bruker Daltonics; Nebulizer: 0.4 Bar; Dry gas: 5 I/min
Temperatura: 200 °C; HV: 4500 V. Modo de aquisi¢do: Positivo

Intens. +MS, 0.2-1.1min #(9-64)
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Figura 59. Espectrograma do composto 1, Cuisaenim.
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Figura 60. Espectrograma do composto 2, Cuisabmz.




147

[T
21k
R
ne
04 o

0z

oo

3480214

350 0190

51

¥rmsa

-

WS, 3 4-3 G 2{184-191)

352

6 me

nleEns
=1

160

0z

DE

04

0z

oo

242 044

3130478

003N
iy |

404y

S5, 34 Grn A7TEC 1B

L B e e B e e L M S B e p
ang o m nz ELk]

Figura 61. Espectrogramas do composto 3, Cuapybmz.




148

Sumula Curricular

Dados Pessoais
Nome: Marcelo Cecconi Portes

Local e data de nascimento: S3o Paulo, 10/07/1989

EDUCACAO
Ensino Médio: Colégio COC Vila Yara, Osasco, 2006

Ensino Superior: Universidade de Sdo Paulo, S3o Paulo, 2014, Bacharel em Quimica

OCUPACAO

Bolsista de Doutorado, CAPES, 01/11/2014 a 31/10/2018 — IQ USP

PUBLICACOES

1. PORTES, MARCELO CECCONI; VERAS, LEIZ MARIA COSTA ; LEITE, JOSE ROBERTO
; MAFUD, ANA CAROLINA ; MASCARENHAS, YVYONNE PRIMERANO ; LUZ,
ADAMOR ELEIEL VIRGINO ; DE LIMA, FILIPE CAMARGO DALMATTI ALVES ; DO
NASCIMENTO, RAFAEL RODRIGUES ; PETRILLI, HELENA MARIA ; PINTO, PEDRO
LUIZ SILVA ; ALTHOFF, GERHARD ; FERREIRA, ANA MARIA DA COSTA . Structural
and spectroscopic characterization of epiisopiloturine-metal complexes, and
anthelmintic activity. JOURNAL OF COORDINATION CHEMISTRY, v. 69, p. 1-21,
2016.

2. DARIO, BRUNO SOARES ; FERNANDES NETO, FRANCISCO ; PORTES, MARCELO
CECCONI ; BONI FAZZI, RODRIGO ; RODRIGUES DA SILVA, DANIEL ; PETERSON,
ERICA J. ; FARRELL, NICHOLAS PATRICK ; CASTELLI, SILVIA ; DESIDERI,
ALESSANDRO ; PETERSEN, PHILIPPE A.D. ; PETRILLI, HELENA MARIA ; DA COSTA
FERREIRA, ANA MARIA . DNA binding, cytotoxic effects and probable targets of
an oxindolimine-vanadyl complex as an antitumor agent. NEW JOURNAL OF
CHEMISTRY, v. 43, p. 17831-17840, 2019.

3. SANTOS, DANILO ORMENI ALMEIDA ; GIORDANO, LUIDGI ; BARBARA, MIGUEL
AGUIRRE STOCK GREIN ; PORTES, MARCELO CECCONI ; PEDROSO, CASSIO
CARDOSO SANTOS ; TEIXEIRA, VERONICA CARVALHO ; LASTUSAARI, MIKA ;
RODRIGUES, LUCAS CARVALHO VELOSO . Abnormal co-doping effect on the red




149

persistent luminescence SrS:Eu ,RE materials. Dalton Transactions, p. 16386-
16393, 2020.

APRESENTAGOES EM CONGRESSOS

1.

PORTES, M. C.; ALVES, M. J. M.; FERREIRA, A. M. C. (2016) Imine complexes of
essential metals showing antiparasite activity towards Chagas Disease and

Leishmaniosis. In: XVIII Brazilian Meeting on Inorganic Chemistry (BMIC) em
S3o Pedro, de 25 a 30 de setembro de 2016.

PORTES, M. C.; ALVES, M. J. M.; FERREIRA, A. M. C. (2017) Imine copper(ll)
complexes showing antiparasite activity toward Chagas Disease. In: 18th
International Conference on Biological Inorganic Chemistry (ICBIC) em
Floriandpolis, de 31 de julho a 4 de agosto de 2017.



