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RESUMO

Nunes, C. J. - Avaliacao da potencialidade e dos mecanismos de acio de complexos
dinucleares de cobre como agentes terapéuticos antitumorais. 2018. 141p. Tese - Programa

de Pés-Graduagdo em Quimica. Instituto de Quimica, Universidade de Sao Paulo, S3o Paulo.

Uma série de trés complexos de cobre(ll) dinucleares, contendo ligantes nitrogenados
e grupos aromaticos (compostos 2, 4 e 6), foi sintetizada e caracterizada por diversas
técnicas espectroscopicas (UV/Vis, IV e EPR). Esses compostos tiveram sua atividade
tirosinase avaliada a temperatura ambiente, através da oxidacdo de L-di-hidroxifenilalanina
(L-dopa), e sua citotoxicidade investigada frente a células melanomas, comparada as de
complexos andlogos de cobre(ll) mononucleares (compostos 1, 3 e 5). A influéncia da luz
UVB, que estimula a melanogénese, também foi verificada. A exposicdao das células a
radiacdo de intensidade (13 + 2) mJ/cm? aumentou os danos causados, principalmente em
presenca das espécies dinucleares. A citotoxicidade dos diferentes complexos foi
determinada frente a duas linhagens de melanomas humanos (SKMEL-05 e SKMEL-147),
apo6s 24 e 48h de incubagdo. Células com maior teor de melanina foram mais sensiveis aos
efeitos dos complexos. Verificou-se um aumento na porcentagem de células na fase sub-G1
do ciclo celular apds tratamento por 24 ou 48h com estes complexos, ao contrdrio do
verificado frente a queratindcitos ndo tumorais. Testes clonogénicos também indicaram
maior atividade do composto (2) contendo dois centros de cobre em sua estrutura, com
diminui¢ao significativa no numero de células sobreviventes apds tratamento. Ensaios
complementares mostraram a reducdo dos ions de cobre(ll) nos compostos (1) e (2) em
presenca de melanina e a formacdo de espécies reativas de oxigénio (radicais hidroxil e
anions superoxido), através de espectroscopia EPR ou do uso de sondas fluorescentes.
Adicionalmente, foi constatado um aumento no nivel de vacuolos citoplasmaticos apds
tratamento com o complexo (2), indicando indugdo a autofagia, corroborada pelo
monitoramento das proteinas LC3 e tubulina, implicadas neste processo de morte celular. Os
resultados apontam para a ocorréncia de pelo menos dois mecanismos de acdo dos
complexos frente aos melanomas, por processo apoptético e autofagico. Indicam ainda que
esta reatividade frente a melanomas é fortemente dependente da estrutura dos complexos

de cobre, sendo mais significativa para os dinucleares.

Palavras-chave: Cobre, miméticos de tirosinase, melanomas, citotoxicidade, autofagia.



ABSTRACT
Nunes, C. J. - Evaluation of the potentiality and the mechanisms of action of dinuclear
copper(ll) complexes as anticancer therapeutics. 2018. 141p. Ph. D. Thesis — Graduate
Program in Chemistry. Instituto de Quimica, Universidade de Sdo Paulo, Sdo Paulo.

A series of dinuclear copper(ll) complexes containing nitrogen ligands and aromatic
groups (compounds 2, 4 and 6), were synthesized and characterized by various spectroscopic
methods (UV/Vis, IR and EPR). These complexes had their tyrosinase activity evaluated at
room temperature, through the oxidation of L-di-hidroxyphenylalanine (L-dopa), and its
cytotoxicity toward melanoma cells investigated, in comparison with the toxicity of the
corresponding mononuclear complexes (compounds 1, 3 and 5). The influence of UVB light,
that stimulates melanogenesis, was also verified. The exposition of the cells to radiation of
intensity (13 + 2) ml/cm?, increased the caused damage, especially in the presence of
dinuclear species. The cytotoxicity of the different complexes was determined toward two
cell lines of human melanomas (SKMEL-05 e SKMEL-147), after 24 and 48h incubation. Cells
containing higher levels of melanin were more sensitive to the effects of the complexes. An
increasing in the percentage of cells in the sub-G1 phase of cellular cycle was verified after
treatment for 24 or 48h with these complexes. On the contrary, this effect was not observed
with non-tumor keratinocytes. Clonogenic tests also indicated higher activity of compound 2
containing two copper centers in its structure, with a significant decrease in the number of
survival cells after the treatment. Complementary assays show the reduction of copper(ll)
ions in complexes (1) and (2), in the presence of melanin, as well as the formation of reactive
oxygen species (hydroxyl radicals and superoxide anions) via EPR spectroscopy or the use of
fluorescent labels. Further, an increase in the level of cytoplasmatic vacuoles was verified
after treatment with complex (2), indicating induction to autophagy, which was
corroborated by monitoring the proteins LC3 and tubulin, implicated in this process of cell
death. The results pointed to the occurrence of at least two mechanisms of action of these
complexes toward melanomas, apoptotic and autophagic processes. Also, they indicated
that the reactivity of the studied compounds is strongly dependent on its structural features,

being more remarkable to the dinuclear ones.

Keywords: Copper, mimics of tyrosinase, melanomas, cytotoxicity, autophagy.
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Figura 7.6. Representac¢do da curva utilizada para calculo de ICsq dos complexos.

Figura 7.7. Viabilidade de células de melanomas humanos SKMEL-05 e SKMEL-147 tratadas
com o complexo (1), durante 24 h (A, C) ou 48 h (B, D), previamente irradiadas (13,9 mJ/cm?).
Populagdo da fase Sub-G1 monitorada por incorporacdo de iodeto de propidio em citometro de
fluxo.

Figura 7.8. Viabilidade de células de melanomas humanos SKMEL- 05 e SKMEL- 147 tratadas
com o complexo (2), durante 24 h (A, C) ou 48 h (B, D), previamente irradiadas (13,6 ml/cm?).
Populagdo da fase Sub-G1 monitorada por incorporagdo de iodeto de propidio em citometro de
fluxo.



Figura 7.9. Citotoxicidade observada em células SKMEL-05 e SKMEL-147 tratadas com
diferentes concentra¢des dos complexos [Cu(bzampy)Cl]* (3) 20 uM e [Cu(ftampy)]** (4) 1 uM, 5 uM
e 10 uM, em ensaios com e sem exposicdo a radiacdo UVB (12 mJ/cm2) durante 24 h (A, C) ou 48 h
(B, D) de tratamento. Monitoracdo de fase Sub-G1 por citometria de fluxo.

Figura 7.10. Ensaios de permeabilizacdo de membrana de células SKMEL-05 e SKMEL-147
tratadas com diferentes concentragdes dos complexos [Cu(bzampy)Cl]* (3) 20 uM e [Cu(ftampy)]**
(4) 1 uM, 5 uM e 10 uM, com e sem exposicdo a radiacdo UVB (12 mJ/cm?2), durante 24 h (A, C) ou 48
h (B, D) de tratamento.

Figura 7.11. Efeito da radiagdo UVB (13,6 mJ/cm?) na citotoxicidade dos complexos (1) e (2),
nas concentragdes indicadas na figura, apds tratamento de 48 h, nas linhagens SKMEL-05 e SKMEL-
147. Populagdo de células em fase Sub-G1 monitorada por incorporacao de iodeto de propidio por
citometria de fluxo.

Figura 7.12. Células melanomas sensiveis ao tratamento com complexo (2) apds irradiacdo
UVB prévia. Células SKMEL-05 e SKMEL-147 tratadas com os complexos (1) na concentracdo de 20
UM, e com o complexo (2) nas concentra¢des de 5 uM e 10 uM, durante 48 h. As setas em branco
indicam a acumulagdo de vacuolos citoplasmaticos na linhagem SKMEL-05, apds tratamento com o
composto dinuclear (2).

Figura 7.13. Ampliacdo da imagem com as setas que indicam a acumulacdo de vacuolos
citoplasmaticos na linhagem SKMEL-05, apds tratamento com o composto dinuclear (2).

Figura 7.14. Viabilidade celular de melanomas SKMEL-05 e SKMEL-147, tratadas com
cisplatina, por 48 h, na concentracdo de 10 uM, avaliada com incorporacdo de iodeto de propidio e
contagem da fase Sub-G1 em citémetro de fluxo.

Figura 7.15. Conteldo de melanina em células murinas, Ma: Melan-a ndao tumorogénica, TM1
e TM5 melanomas, avaliado através de medidas da absorbancia em 475 nm, apds o lise das células
em solucdo de NaOH (1 M).

Figura 7.16. Conteldo de melanina em células de melanoma humanos SKMEL-37, SKMEL- 05
SKMEL-147, irradiadas (13, 2mJ/cm2) e ndo irradiadas, avaliado através de medidas da absorbancia
em 475 nm, apos lise das células em solugdo de NaOH (1 M).

Figura 7.17. Conteddo de melanina em células de melanoma humano SKMEL-05 SKMEL-147,
irradiadas (13, 2mJ/cm?) e nio irradiadas, avaliado pela medida da absorbancia em 475 nm. Células
tratadas com os complexos (1) e (2) nas concentragdes indicadas na figura.

Figura 7.18. Conteudo de melanina em células de melanoma humano SKMEL- 05 SKMEL-147,
tratadas com os complexos (1) na concentracdo de 20 uM, e complexo (2) na concentracdo de 5 e 10
UM, avaliado através de medidas da absorbancia em 475 nm, apds lise das células em solugdo de
NaOH (1 M).

Figura 7.19. Ensaios de morte celular. A) Células da linhagem SKMEL-37 incubadas por 48 h, a
37 °C, sob atmosfera de 5 % de CO,, com exposicdo prévia a radiacdo UVB, tratadas com
concentragodes, indicadas na figura, do complexo (2) dinuclear. B) Linhagem SKMEL-37 incubada por
48 h, a 37 °C, em 5 % de CO,, com exposi¢do a radiagdo UVB em presen¢a do complexo (2), nas
concentragdes indicadas na figura.



Figura 7.20. Viabilidade celular e influéncia da radiacdo UVB em linhagens humanas
tumorogénicas, CHL- 01 e UACC, tratadas com o complexo dinuclear (2) nas concentragdes indicadas
na figura, durante 48 h, apds exposicdo prévia a radiacdo (14,1 mJ/cm?).

Figura 7.21. Linhagem celular de queratindcitos (HaCat) incubada com composto (2), nas
concentragdes indicadas na figura, com exposi¢io prévia a radiacdo (14,0 mJ/cm?). Na figura
sobreposta: ensaio com exposicao a radiacdo em presenca do complexo. Ensaios de 48h, a 37 °C e
sob atmosfera com 5% de CO,.

Figura 7.22. Formacao de ion superdxido na mitocondria de células SKMEL-05 e SKMEL- 147,
previamente irradiadas (12,8 mJ/cm?) e tratadas com os complexos nas concentracdes indicadas na
figura, durante 24 h (A, B) ou 48 h (C, D). Monitoramento por medidas de fluorescéncia, usando
MitoSoxRed como indicador.

Figura 7.23. Medidas de massa mitocondrial de células SKMEL-05 e SKMEL-147, previamente
irradiadas e tratadas com os complexos nas concentracGes indicadas na figura, durante 24 h (A, B;
13,8 mJ/cmZ) ou 48 h (C, D; 15,4 mJ/cmz). Monitoramento por medidas de fluorescéncia, usando
MitoTrackerGreen como indicador.

Figura 7.24. A) Placas dos ensaios clonogénicos para as células SKMEL-05, com exposicdo
prévia a radiacdo (14,1 mJ/cm?) e posterior tratamento com os complexos (1) e (2), nas
concentracdes de 20 uM e 10 uM, respectivamente. B) Ensaio de morte celular com tratamento de
48 h com os complexos, quantificando-se as células em fase Sub-G1. C) Fracdo de sobrevivéncia das
células tratadas com os complexos, avaliada pela formacdo de clones.

Figura 7.25. A) Placas dos ensaios clonogénicos para as células SKMEL- 147, com exposicao
prévia a radiacdo (13,9 ml/cm?), e posterior tratamento com os complexos (1) e (2), nas
concentragdes de 20 uM e 10 uM, respectivamente. B) Ensaio de morte celular com tratamento de
48 h com os complexos, quantificando as células em Sub-G1. C) Fracdo de sobrevivéncia das células
tratadas com os complexos, avaliada pela formacdo de clones.

Figura 7.26. Ensaios de autofagia monitorados pela intensidade da porcentagem de
fluorescéncia laranja, em linhagens SKMEL-05 e SKMEL-147, com e sem exposi¢do prévia a radiacdo
(12,9 mJ/cm?), tratadas com os complexos (1) 20 uM e (2) 5 uM e 10 pM, por 48 h.

Figura 7.27. Ensaios de autofagia monitorados pela intensidade da porcentagem de
fluorescéncia laranja, em linhagens SKMEL-05 e SKMEL-147, tratadas com os complexos (1) 20 uM e
(2) 10 uM, durante 24 h. Células incubadas com cloroquina na concentragdo de 5 uM, durante 16 h
em estufa, com posterior tratamento com laranja de acridina.

Figura 7.28. Ensaios de autofagia monitorados pela intensidade da porcentagem de
fluorescéncia laranja, em linhagens SKMEL-05 e SKMEL-147, tratadas com os complexos (1) 20 uM e
(2) 10 uM, durante 24 h, com exposi¢do a radiacdo (12,4 mJ/cm?). Células incubadas com cloroquina
na concentracdo de 5 uM durante 16 h em estufa.

Figura 7.29. Células SKMEL- 05, tratadas com os complexos (1) 20 uM, e (2) 5uM e 10 uM,
durante 24 h, expostas a radiagao (12,4 mJ/cm?), incubadas posteriormente com cloroquina (5 uM),
durante 16 h em estufa. Ensaios de autofagia com indicacdo de vacuolos citoplasmaticos por laranja
de acridina.



Figura 7.30. Células SKMEL- 147, tratadas com os complexos (1) 20 uM e (2) 10 uM durante 24
h, expostas a radiacdo (12,4 mJ/cm?), incubadas posteriormente com cloroquina (5 uM), durante 16
h em estufa. Ensaios de autofagia com indicagao de vacuolos citoplasmaticos por laranja de acridina.

Figura 7.31. Andlise da quantificacdo de proteinas LC3, tubulina e tirosinase por Western Blot,
em células SKMEL-05 e SKMEL-147, tratadas com os complexos (1) 20 uM e (2) 10 uM, durante 6
horas, sem irradiacdo ou apds serem irradiadas com UVB (14, 3 ml/cm?).
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1. Introdugao

1.1 Cobre e Melanoma

A Quimica do cobre é bastante vasta e variada, incluindo compostos com diferentes
ligantes e geometrias, preparados para diversas finalidades: catalisadores de processos de
oxidacdo, miméticos de proteinas e enzimas, potenciais metalofdrmacos e novos materiais
com propriedades interessantes.

Em nosso laboratdrio, temos planejado e isolado complexos de cobre hd ja algum
tempo. Inicialmente preparamos compostos capazes de gerar espécies reativas de oxigénio
[1,2], com interesse catalitico ou ambiental [3], além de compostos de cobre(ll) capaz de
catalisar processos oxidativos em compostos aromdticos, e outros compostos organicos
provenientes de efluentes petroquimicos [4]. Em seguida, investigamos miméticos de
algumas proteinas de cobre, como a tirosinase [5,6], superéxido dismutase, Cu,Zn-SOD [7]
ou a citocromo c oxidase [8]. Mais recentemente, planejamos, preparamos e investigamos a
reatividade de diversos complexos de cobre com propriedades pré-apoptdticas, que
parecem poder atuar como metalofdrmacos promissores [9,10,11,12,13]. Finalmente,
estamos estudando complexos de cobre como possiveis armazenadores de gases, com
estrutura polimérica ou do tipo MOF (metal organic framework) [14].

Neste trabalho estamos interessados no desenvolvimento de possiveis
metalofarmacos baseados em cobre com foco em melanomas. Compostos antitumorais tém
merecido extensos estudos, devido a alta incidéncia do cancer como doenca e causa de
inUmeras mortes. Em 2018, espera-se ainda uma grande incidéncia de cancer em todo o
mundo, devendo afetar 9,6 milhdes de pessoas. Para os homens, os tipos mais comuns de
cancer sdo pulmdo, prostata, colorretal, estbmago e figado. Para as mulheres, sdo mais
comuns o cancer de mama, colorretal, pulmao, cervical (colo do utero) e estdbmago. Apenas
em 2010, os gastos com essa doenca atingiram 1,6 trilhdo de ddlares [15].

Diferentes metais tém sido utilizados para preparar estes compostos, baseados em
diferentes ions metalicos, como platina, ruténio, paladio e ouro [16, 17, 18]. Os Unicos
metalofdrmacos aprovados para uso clinico contra cancer pela FDA (Food Drug
Administration) nos EUA sdo de platina [19,20]. Devido a resisténcia adquirida pelas células
observada no tratamento com estes complexos de platina, fadrmacos alternativos tém sido

desenvolvidos e dentre os compostos mais estudados, se destacam os de cobre [21, 22].
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Os complexos de Cobre tém sido alvo de estudos em terapia anticancer principalmente
por ser o cobre um metal essencial. Seres humanos apresentam concentragdes de cobre em
torno de 1,7 mg/kg corpdreo. Sua reposicdo é realizada através da alimentacdo e sua
homeostase é bem controlada [23]. Problemas devido a excesso ou falta de cobre no
organismo, ocorrem em casos de ma alimentacdo, com uso insuficiente de nutrientes que
contenham cobre, ou desordens genéticas, como na doenca de Menkes ou doencga de
Wilson. Na doenca de Menkes, a via responsavel pela incorporacdo de cobre as células e a
sua excrecao é prejudicada por desordens e deficiéncias na proteina ATP7A (presente na
membrana celular), que leva a diminui¢dao de niveis de cobre no organismo, podendo causar
problemas na incorporacdo de ferro ou até mesmo danos cerebrais. Na doenca de Wilson, a
via responsavel pela incorporacdo do cobre a ceruloplasmina, proteina associada ao
transporte e distribuicdo do cobre, é afetada a partir de mutacdes no gene ATP7B, que
provocam o acumulo de cobre em certas partes do organismo, causando toxicidade e
levando principalmente a problemas no figado e cérebro [24]. Sendo assim, a regulacdo da
absorcdo, transporte, armazenamento, distribuicdo e excrecao do cobre deve funcionar de
modo bastante eficiente. Em experimento realizado através da constante de incorporacao
de ions cobre na proteina superdxido dismutase Cu,Zn-SOD, foi estimado em 108 mol/L a
quantidade de cobre “livre” intracelular, isto &, ions disponiveis para se ligar a proteinas e
outras biomoléculas com grupos nitrogenados (ligantes duros), quando no estado oxidado
Cu(ll), ou com grupos contendo enxofre (ligantes moles-intermedidrios), quando reduzido a
Cu(l) [25].

Sendo assim, verifica-se a necessidade essencial deste metal num organismo vivo.
Porém a capacidade redox do cobre, o torna muito reativo e apto a gerar danos a
biomoléculas, através da geracdo de espécies reativas de oxigénio (EROs), em reacgdes do
tipo-Fenton, mostradas no Esquema 1 [26]. O chamado estresse oxidativo é modulado pelos
ligantes coordenados, que podem alterar a geometria imposta ao ion metalico, mudando
assim, seu potencial de reducao [27].

LCu" + H,0, — LCu®" + "OH +OH

Esquema 1l
LCu* +H,0, — LCu"+ 0," +2H"
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Em nossos estudos, utilizamos ligantes iminicos capazes de estabilizar ambos os
estados de oxidagdo do cobre presentes no meio bioldgico, cobre(l) e cobre(ll),
especialmente ligantes derivados do oxindol isatina [28], além de grupamentos
nitrogenados, como piridina ou imidazol. Dessa forma, esses complexos de cobre
usualmente atuam como centros redox, gerando espécies reativas de oxigénio (EROs),
capazes de causar danos oxidativos a biomoléculas cruciais, como 4cidos nucleicos,
proteinas, carboidratos ou lipideos, e organelas. Potencialmente, estes complexos podem
alterar o status redox de uma célula, iniciando processos de transferéncia de elétrons.

Para uma célula se tornar tumoral uma série de alteragdes complexas devem ocorrer,
em decorréncia de uma cascata de sinais de transducdo alterados [29]. A chamada
sinalizacdo redox parece estar envolvida na regulacdo de proteinas e as cascatas de
sinalizagdo desempenham papel crucial no cancer. Desta maneira, a geragao alterada de
EROs pode induzir apoptose em células tumorais e compostos capazes de causar danos
significativos através desses EROs constituem agentes promissores na acao contra tumores.

Em estudos anteriores [30], verificamos que alguns complexos dinucleares de cobre(ll)
eram bem mais reativos frente a melanomas que seus andlogos mononucleares, com os
mesmos ligantes. Todos esses complexos tinham como alvo o DNA, sendo capazes de causar
clivagens simples e duplas nas fitas, através de um mecanismo oxidativo. Estes estudos
também indicaram que havia uma correlagdo entre o teor de melanina nas células e sua
sensibilidade aos complexos iminicos de cobre, especialmente aos complexos dinucleares.
Verificou-se que melanomas com alto teor de melanina, como B16F10, eram mais
susceptiveis que melanomas Tm1, com teores baixos ou despreziveis de melanina. Assim,
iniciamos estudos mais aprofundados sobre a citotoxicidade de complexos dinucleares de
cobre em relagdo a melanomas, em comparagdo com a reatividade de compostos andlogos
mononucleares, na tentativa de elucidar melhor diferencas em seus modos de acdo.

Foram entdo preparados 3 pares de complexos de cobre(ll) com ligantes iminicos,
mostrados na Figura 1.1, e suas reatividades frente a diferentes melanomas foram
investigadas. Estes estudos foram realizados em colaboracdo com o grupo do Prof. Roger
Chammas, do Instituto do Cancer, da Faculdade de Medicina da USP (ICESP), envolvendo

particularmente as Dras. Andréia H. Otake e Silvina Bustos.
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Figura 1.1. Estruturas dos complexos de cobre estudados.

Melanomas

Melanomas s3ao um tipo de cancer muito agressivo e metastatico, com altos indices de
fatalidade quando diagnosticado tardiamente. Frequentemente, melanomas sdo resistentes
a terapias usuais conforme indicado em muitos trabalhos relatados na literatura [31, 32, 33].

Transformagdes malignas em melandcitos, células normais responsaveis pela sintese
da melanina, levam a formacdo de melanomas, que podem surgir de melandcitos congénitos
(pintas, sinais de nascenca ou verrugas, sem sinais de hereditariedade) ou displdsicos (nevos
atipicos, com importante fundo hereditario). Melanomas podem ser formados usualmente
na pele, ou em outros sitios anatébmicos, dentre eles o sistema gastrointestinal, os olhos,
meninges, o trato urinadrio e o sistema reprodutivo. Dessa forma, temos o melamona

cutaneo, sendo o mais comum, que é proveniente de melandcitos da epiderme, o melanoma
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mucoso, de melandcitos das membranas mucosas e o melanoma uveal, que residem no

estroma ocular [34].

Esses tumores sao bastante agressivos, em parte por sua habilidade em invadir outros
tecidos. Estudos in vitro demonstraram que diferencas entre melandcitos e melanomas,
residem principalmente em proteinas associadas a capacidade de sobrevivéncia em
diferentes ambientes. As mudancas se relacionam a adesdo célula-célula de tecidos
epiteliais. O melanoma apresenta proteinas de adesdo em tecidos conjuntivos, podendo
assim, se desprender do controle negativo presente nos queratinécitos e se difundir para
outros ambientes, dessa forma atingindo um crescimento vertical. Frequentemente,
apresentam metastase em nodulos linfaticos, no figado, nos pulmdes e no cérebro, levando
rapidamente a morte, sdo responsaveis por 80% das mortes por cancer de pele, mesmo
sendo um dos canceres de pele de menor incidéncia, equivalente a 2 % do total. Em estagios
iniciais de desenvolvimento (fase de crescimento radial) sdo curaveis, possiveis de serem
removidos por cirurgia. Entretanto, aqueles ja em estdgio metastdsico apresentam sobrevida
de apenas 5 anos, com chances de 12% de sobrevivéncia [35,36]. Nos Estados Unidos,
estimou-se uma incidéncia de 91.270 casos de melanoma em 2018, sendo em média 55.150
homens, e 36.120 mulheres, com faixa de morte em 9.320 pessoas [37]. No Brasil, os valores
sdao menores, com a estimativa de 6.260 novos casos em 2018, sendo 2.920 casos em
homens, e 3.340 em mulheres. As mortes associadas, remetem ao ano de 2013 com
numeros de 1.547 mortes, sendo 903 homens e 566 mulheres [38]. No geral, o diagndstico
de melanoma vem aumentando em todo mundo, com estimativa de 48.000 mortes por ano

[39].

A incidéncia de melanomas esta correlacionada a varios fatores: etnia (cor da pele),
exposicao solar, fatores genéticos, entre outros. Diferente de outros tipos de cancer,
melanomas ndo estdo ligado diretamente a idade, podendo ocorrer com frequéncia em
pessoas idosas, porém pode também ocorrer em jovens e adultos de meia idade. Suas
causas podem ser associadas tanto a fatores ambientais quanto genéticos, pessoas de pele
branca, com pouca pigmentacdo (Caucasianas) sdo mais suscetiveis ao desenvolvimento de
melanomas, do que pessoas de pele mais escura, com mais pigmento (Africanos, pessoas do
Leste da Asia e Hispanicos). Em pessoas negras ocorrem principalmente melanomas do tipo

acral (solas dos pés e das mdos). Pode-se associar a incidéncia de melanomas também a
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localizagao geografica, sendo que a maior incidéncia ocorre na Australia e a menor no Sul da
Asia Central. Com a proximidade do Equador, hd um maior nimero de casos relatados, o que
associa o fator da exposicdo solar, além da maior incidéncia de melanomas em areas do
corpo expostas a radia¢do. Pessoas com histdrico familiar de melanoma sdao também mais
propensas a desenvolverem melanomas. Nevos atipicos correm maior risco de evoluir para
um tumor, bem como a maior quantidade de pintas (nevos) predispde a pessoa a
desenvolver melanomas. Melanomas lentigos podem estar associados a lesGes causadas
pela exposicdo cronica a radiagdo solar, ocorrendo com mais frequéncia em idosos. Uma
associagcao a pessoas com comorbidades também foi apontada como risco, como ocorre em

pos-transplantados [34, 40].

A melanina é um produto polimérico formado na oxidacdo do aminoacido tirosina,
através de diversas etapas, levando a pigmentacdo da pele, olhos e cabelos. Em geral, maior
teor de melanina leva a uma maior protecdo da pele contra os efeitos nocivos da radiacao
UV. Entretanto, a melanina pode ter também um efeito adverso, ja que apresenta diversos
grupos coordenantes em sua estrutura (vide Figura 1.2) que podem ligar diferentes ions
metdlicos, em especial ferro e cobre [41]. Detalhes serdo abordados mais adiante,

relacionando as principais atuag¢des e funcionamento dual da melanina.

feomelanina

eumelanina

Figura 1.2. Estruturas moleculares dos principais monOmeros da melanina (A)
feomelanina e (B) eumelanina [68].
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Tirosinases

A proteina tirosinase estd implicada em etapas da melanogénese, isto é, da sintese da
melanina. Esta proteina faz parte das enzimas de cobre do tipo Ill, apresentando espectros
UV/Vis caracteristicos, com forte absor¢do em torno de 330 nm (transi¢cdes de transferéncia
de carga), e espectros Raman com banda em 756 cm™. Esses espectros da proteina na forma
oxigenada indicam um tipo especial de coordenagdo do oxigénio aos atomos de cobre, na
forma p— n’: n> que pode ser visualizada no quadro TYR na Figura 1.3. Apresentam também
sinal de EPR silencioso, na forma oxi [42]. Dessa maneira, além da atividade fenolase
(oxidagao de fenodis a catecdis) possui também a atividade catecolase (oxidagao de catecdis a

quinonas) [43, 44].
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Figura 1.3. Espectros UV/Vis e Raman dos principais tipos de coordenagio de oxigénio
aos nucleos de cobre e, por ultimo, a TYR em seu sitio ativo, com coordenagdo do tipo:
w—n’n*0, [42].

Em seu mecanismo de a¢do, o centro ativo da enzima, contendo dois ions de cobre
coordenados a grupos imidazdlicos de residuos de histidina, parece passar por vdrios
estados de oxidacdo. Seguindo o ciclo catalitico, podemos acompanhar o estado redox do
ion metdlico, Cu(l) na forma deoxi, que ao se coordenar com o oxigénio vai ao estado
oxidado Cu(ll), sendo a partir dai capaz de oxidar o monofenol a respectiva quinona, com a
transferéncia de 4 elétrons. Também, a partir do estado Cu(ll) na forma oxi, é capaz de
oxidar o o-difenol (catecol), passando pela etapa de formacdo do intermediario (forma met),
ainda no estado Cu(ll), que pode oxidar outro catecol a correspondente quinona,
transferindo dois elétrons para voltar ao estado deoxi, conforme pode ser visto na Figura

1.4. [45].
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catalitico da enzima, forma oxi-Cu(ll), forma deoxi-Cu(l), forma met-Cu(ll), referéncia
adaptada [45].

Por outro lado, a melanogénese ou sintese da melanina envolve, além da tirosinase,
proteinas a ela relacionadas, TRP-1 e TRP-2, e ja foi demonstrada uma atividade tirosinase
elevada em células melanomas malignos, comparada a atividade em células saudaveis [46].
Estudos indicam valores de 17.000 a 19.500 unidades de atividade tirosinase/mg em tecido
fresco de melanomas (metastaticos, de homem negro de 38 anos) e apenas 24 a 95
unidades de atividade tirosinase/mg na pele em tecido fresco de pele saudavel (de vaérios
tecidos sadios semelhantes aos metastaticos) [47].

Assim, alguns potenciais pro-farmacos para terapia contra melanomas tém sido
relatados na literatura, que seriam ativados pela tirosinase, num processo em que moléculas
com baixa toxicidade, apds sofrerem oxidacdo catalitica sdao ativadas, tornando-se
potencialmente téxicas [46,48]. Porém, estes estudos exigem uma estrutura mais seletiva,
gue possa ser ativada apenas pelas enzimas tirosinases, evitando que essas moléculas sejam

oxidadas por outras enzimas, como por exemplo, as monoaminas oxigenases do plasma [49].
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Outros estudos utilizam a enzima tirosinase como alvo de inibicdo [50], observando que, na
progressao de melanomas ha uma superexpressao desta enzima, indicando que sua fungdo é

vital para a oxidacdo de substratos na massa tumoral [46].

Terapias antimelanoma

Uma série de terapias antimelanoma tém sido desenvolvidas e utilizadas. Os
quimioterdpicos mais recomendados ainda sdo a dacarbazina e seu andlogo temolozomida,
além Nab-paclitaxel, paclitaxel e Vinblastina. Porém o progndstico ainda é adverso e a
resposta positiva ao tratamento é observada em poucos pacientes [51], em alguns casos
ainda é recomendado o tratamento com cisplatina, ou carboplatina que, no entanto, possui
como caracteristica provocar nas células sobreviventes um aumento na resisténcia ao
tratamento, além de intensos efeitos colaterais, como toxicidade aos rins e neurotoxicidade.

Assim, a quimioterapia pode ser indicada em estdgios mais avangados da doenca [52].

A radioterapia tem seu uso limitado, pois a melanina por ser fotoprotetora diminui os
efeitos da terapia, que pode ser indicada apenas em estagios mais avancados da doenca.
Tem efeito paliativo no alivio dos sintomas ou no intuito de prolongar o tempo de vida dos
pacientes, podendo ser indicada também apds cirurgia, com bons resultados em mucosas

nasais [53].

Recentemente alguns farmacos foram aprovados para o tratamento de melanomas em
terapias auto-imunes, que podem ou ndao serem usadas em conjunto com quimioterapicos,
na premissa de melhorar a eficiéncia dos medicamentos. Os mais indicados sao interferon-a
(proteinas produzidas pelos leucécitos do sistema imune), administradas aos pacientes e
aumentando, assim, a resposta imune ao tumor e interleucina-2 (produzidas também por
células do sistema imune, com finalidade de ativa-lo). Sdo utilizados também anticorpos
humanizados Pembrolizumab e Nivolumab, que agem como inibidor de PD_1 (proteina de
morte programada em células tumorais), e Ipilimumab como inibidor CTLA-4 (molécula
moduladora do sistema imune, que geralmente atenua da atividade de células T). As
terapias com anticorpos e inibidores especificos tém por finalidade manter as células do
sistema imunolégico ativas por muito mais tempo, combatendo com maior eficacia o tumor

[54, 55].
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Sdo consideradas também as terapias-alvo, que podem ser usadas como terapia
auxiliar, aumentando a eficicia dos tratamentos. Neste caso, utilizam-se farmacos
desenvolvidos com seletividade, a partir de moléculas inibidoras de proteinas especificas,
como por exemplo, o Vemurafenib, um dos poucos farmacos aprovados pela FDA, como

inibidor do oncogene BRAF [56].

O proto-oncogene BRAF (mutagdes associadas ao gene BRAF) esta relacionado ao fator
de crescimento dos sinais de transduc¢ao da familia das quinases RAF (RAF - oncogene
retroviral). As quinases constituem uma classe de vdrias enzimas responsaveis pela
fosforilagdo de proteinas, transferindo um grupo fosfato do ATP, num processo que
geralmente provoca estimulos intra- extracelulares. Na cascata de sinalizacdo normal, ocorre
a recepc¢ao do sinal dos fatores de crescimento, como as tirosina-quinases, que a partir dai
se ligam ao receptor (transmembrana) que é dimerizado e fosforilado, podendo assim, ativar
a via NRAS (do gene RAS que codifica proteinas ligadoras de GTP, com fun¢des de sinalizacdo
intracelular, controle de crescimento, proliferacdo e apoptose), ativando na sequéncia o
fator da via de sinalizacdo BRAF, MEK (Mitogen-activated ERK kinase, quinase capaz de
fosforilar residuos de tirosina, serina/treonina) e assim a ERK (Extracellular Signal-Regulated
Kinase) que se transloca para o nucleo e ativa fatores de transcricdo, importantes na
traducado de sinais para RNAs mensageiros, que entao iniciam processos de divisao celular,

crescimento, entre outros [57].

Quando ha mutac¢des no gene BRAF, sendo a mais comum BRAF V600E (substituicdo
de uma valina (V) por um acido glutamico (E), adjacente ao centro de fosforilacdo), esta via
passa a ativar aceleradamente a via ERK, permitindo o crescimento e a proliferagao celular
descontrolada, além de ser um supressor imunoldgico, o que facilita ainda mais o
crescimento de células mutantes, auxiliando sua proliferacdo e protecao as células tumorais.
Sua inibicdo em terapia alvo pode inibir a fosforilacdo da ERK, levando as células a morte
programada. Estima-se que esta mutagdao esteja presente em cerca de 50 a 60 % dos
melanomas, sendo assim, as muta¢cdes em BRAF acabam sendo usadas como um alvo em
terapias, embora apresentem efeitos colaterais, como nauseas, fadiga, erupcdo cutanea,

artralgia e alopecia, além da resisténcia secundaria que pode ser adquirida [58].
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Mesmo quando retirados cirurgicamente, os tumores primarios levam 44% dos
pacientes a morte por complicagdes metastaticas posteriores [51, 59]. Os melanomas

podem progredir de varias formas, em exemplo como pode ser visualizado na Figura 1.5.

Neoplasia intraepitelial
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Figura 1.5. Modelos de progressdes de metastases [59].

Além da progressdo associada a metastase do melanoma, as células tumorais possuem
também o agravante de apds o tratamento com alguns fdrmacos, para o controle e
tratamento da doenca, as células sobreviventes adquirirem resisténcia ao farmaco utilizado
[56], além de apresentarem sub-populagdes, o que proporciona ao tumor uma resisténcia
relacionada as diferenciacdes das suas células [60]. Assim, a crescente toxicidade dos
tratamentos, o desenvolvimento de resisténcia aos farmacos e a radioterapia, os efeitos
colaterais de terapias alvo e imunoterapia (hepatotoxicidade e erupcdes cutaneas),
demonstram a necessidade de buscar novos farmacos ou novos protocolos
quimioterapéuticos entre outros, que garantam maior eficiéncia e menor toxicidade.
Caminhos diferenciados buscam o desenvolvimento de metalofarmacos utilizados na terapia
anticancer que, dentro das consideragdes sobre as caracteristicas do melanoma, poderiam
ter influéncia em sua viabilidade pontuando, por exemplo, a sensibilidade do mesmo a
espécies reativas de oxigénio (EROs) [61], que podem ser formadas facilmente quando

expostas a metais com potencial redox, como no caso de ions de cobre.

Pesquisas antimelanoma, sensibilidade a espécies reativas

A partir do momento em que se observou a sensibilidade do melanoma (ou de
qualquer célula tumoral) frente as espécies reativas de oxigénio (EROs), abriu-se um
caminho para esses compostos serem testados na quimioterapia de melanomas [62],

complexos de cobre poderiam constituir possiveis farmacos, capazes de gerar EROs e/ou
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atuar como cations lipofilicos delocalizados, que poderiam também induzir a apoptose de
melanomas. Estudos da viabilidade de melanécitos e de melanomas em presenca de
complexos de cobre ou de zinco com ditiocarbamatos, que sdo bons complexantes para
ambos, ja foram descritos na literatura e indicaram que os melanomas apresentam uma
sensibilidade maior a oxidacao [63,64,65,66]. Estudos com células de diferentes linhagens,
expostas ao estresse extracelular, demonstraram diferengas entre melanécitos e melanomas
em mediar o estresse oxidativo [67]. Melanomas s3o menos resistentes ao estresse,
provavelmente devido a habilidade da melanina em coordenar ions metalicos, como Fe® ou
Cu®’. Tanto feomelaninas como eumelaninas podem levar a clivagem das fitas do DNA,
independentemente de serem irradiadas (mesmo em auséncia de luz). Como sdo capazes de
coordenar ions metdlicos, como ferro ou cobre, devido a presenca de grupos coordenantes
como carboxilatos, catecolatos ou aminas em sua estrutura (vide Figura 1.2), podem
participar de reagGes do tipo-Fenton gerando espécies reativas ou, ao contrdrio, capturando-
as. Outros estudos na literatura mostram reatividade nuclease significativa de melaninas em
que ions de cobre ou ferro foram inseridos, coordenados a grupos quelantes [68]. Além
disso, as melaninas podem se associar as alcas menores do DNA prevenindo o acesso de
enzimas de reparo. Desta forma, melaninas tém um comportamento dual, Isto é, apresenta
funcdo protetiva chegando, por exemplo, a proteger alguns fungos e bactérias do ataque de
radicais nitrogenados ou oxigenados em macréfagos de hospedeiros [69], mas em excesso

ela pode gerar danos ao DNA. Podem assim, ter papel pré- ou anti-oxidantes [70].

Complexos de cobre na terapia anticancer

Além do mais, diferentes mecanismos de acdo tém sido identificados, em estudos
envolvendo compostos dinucleares de cobre com boa atividade nuclease (ligacdo e clivagem
do DNA) e atividade citotdxica frente a outros tipos de células (neuroblastomas, leucemia,
cancer colo-retais). Esses estudos comparam a reatividade de complexos mono-, di- e
trinucleares de cobre com ligantes derivados de terpiridina. Em particular, descrevem a alta
atividade citotoxica de composto trinuclear frente a células de leucemia MOLT-4, resistentes
a cisplatina [71]. Este composto é capaz de clivar DNA plasmidial pUC19 apds 24 h de
incubacdo, na concentracdo de 100 pM. Um outro artigo descreve dois complexos

dinucleares de cobre com ligante macrociclico, que coordenam a molécula de éxido nitrico,
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NO, com constantes de estabilidade 1.71x10°> M™* e 2.0x10> M™%, em tamp3o fosfato 0,2 M
(PBS) e em condi¢Oes anaerdbicas. Essas espécies formadas poderiam potencialmente ser

responsaveis pela regulagdo de NO in vivo [72].

Complexos com ligantes mistos, como fenantrolina e derivados octanodionatos,
dinucleares de cobre(ll) e manganés(ll), mostraram citotoxicidade muito alta (em
concentragdes nM e pM) in vitro, frente a células humanas tumorais colo-retais (HT29,
SW480 e SW620) em comparagao com células normais, ndo-cancerigenas, humanas (HaCaT).
Estes complexos mostraram-se bons geradores de espécies reativas de oxigénio
intracelularmente, sendo o complexo de cobre capaz de clivar DNA super-enrolado pUC18 e

causar danos a deoxi-ribose [73].

Ha algum tempo, dois complexos dinucleares de cobre enantioméricos foram isolados
com ligantes tridentados (do tipo ONO), conforme indicado por espectroscopia EPR, UV/Vis
e determinacdo cristalografica, no caso do R-enantibmero, sua estrutura seria piramidal
quadrada ao redor de cada centro metdlico. Esses complexos se ligam ao DNA por
coordenacgdo covalente ou ligacdo a alca menor, detectadas por monitoramento através de
fluorescéncia e CD. Estes complexos mostraram-se capazes de clivar o DNA por mecanismo

oxidativo, através da formacdo de radicais hidroxil, superdxido e oxigénio singleto [74].

Complexos de Cobre antimelanoma

A reatividade de diferentes complexos de cobre em geral, contendo grupos piridina,
tiosemicarbazona, imidazol ou pirazol, ou seja, com ligantes nitrogenados, frente a células
melanomas ja foi verificada [75,76,77]. Valores de ICsg obtidos no tratamento de culturas de
células melanomas B16F10, para os complexos de cobre com derivados de purina ou de
imidazol, foram bem menores que os correspondentes valores para ions de cobre ou os
ligantes livres, indicando que s3do mais eficientes como agentes antitumorais. Nestes
estudos, dois fatos foram citados como principais responsaveis pela atividade antitumoral
desses complexos, primeiro a redu¢do do cobre, e sua posterior interacdo com grupos tidis
de proteinas.

Ensaios com complexos de cobre de féormula geral [CulLCl,] e [CulCl,],, onde L =
derivados de pirazol, mostraram atividade citotdxica frente a células melanomas de pele

humana WM-115 em concentracdes menores que a da cisplatina ou de analogos de platina,
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com os mesmos ligantes. Nestes estudos, as espécies dinucleares continham ponte cloreto,
que em solugdo aquosa sdao muito ldbeis, sendo substituidas por moléculas do solvente.
Apenas um dos compostos, de estrutura mononuclear, apresentou ICsq baixo (8,0 uM) frente
as células melanomas com atividade maior do que a da cisplatina, usada como padrao, e

essa atividade foi atribuida a presenca de centros metalicos com atividade redox [78,79].

Mecanismos de agao antitumoral

A maioria dos metalofarmacos baseados em cobre e descritos na literatura tém DNA
como alvo principal. Entretanto, outros alvos e mecanismos alternativos para explicar sua

acdo antitumoral tém sido discutidos.

Embora a formacgao de EROs devido a atividade redox dos ions de cobre possa explicar
sua atividade oxidativa no meio bioldgico, alguns prd-fdrmacos baseados em cobre ou
outros metais podem ser ativados no ambiente redutor encontrado em células cancerigenas,

sendo mais citotéxicos sob hipdxia que em condicdes aerdbicas [80].

Em nossos estudos com complexos de cobre(ll) antitumorais, identificamos
topoisomerase IB (topo 1) [81, 82] e quinases dependentes de ciclinas (CDK1 e CDK2) como
possiveis alvos [83], além de acidos nucleicos. Outras proteinas ja foram descritas como
potenciais alvos, como a proteasoma 26S, em estudos de complexos de cobre(l) com ligantes
derivados de tris(pirazolil)borato. Estes complexos atuariam como inibidores desta proteina,
associados a um estresse do reticulo endoplasmatico, através de um mecanismo de

paraptose [84].

Entretanto, a maioria destes estudos referem-se a compostos mononucleares, com
centros de cobre capazes de realizar ciclos cataliticos de transferéncias monoeletronicas.
Compostos dinucleares, ou de maior nuclearidade, parecem ser capazes de outros modos de
atuacdo. Embora alguns compostos dinucleares, como por exemplo, com ligantes
tiosemicarbazonas, tenham sido descritos como agentes geradores de EROs e tendo como
alvo a mitocondria [85], outros complexos de cobre foram reportados como atuantes por
mecanismo hidrolitico, isto &, hidrolisando as ligacGes fosfato do DNA e agindo como

miméticos das chamadas nucleases metaladas [86, 87].
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Em outros estudos, novos complexos dinucleares de valéncia mista, Cu(l,ll), com
ligantes derivados de imidazolin-4-onas, mostraram atividade contra diferentes células
tumorais, atuando como inibidores de telomerase humana, transcriptase reversa HIV, e

outras polimerases, e ndo por intercalagdo no DNA ou através de clivagens no DNA [88].

Adicionalmente, alguns complexos dinucleares com ligantes derivados de
naftalenodidis foram racionalmente planejados para se ligar irreversivelmente a grupos
fosfatos adjacentes na estrutura do DNA [89]. Seus modos de acdo parecem envolver o
bloqueio da sintese do DNA, em vez de hidrolisar ligagdes fosfato. Portanto, a nuclearidade

dos complexos de cobre pode ser um fator determinante de sua reatividade.

Principais processos de morte celular

Os processos que podem levar a morte celular consideram danos irreversiveis, que
programam a célula para a morte, e dentre estes sao considerados a apoptose, a necrose e a
autofagia. Dessas formas de morte celular, podemos destacar como a mais desejada ou
conveniente a apoptose, pois nela a célula sofre uma série de modificagdes programadas,
num processo em cascata, e se destréi sem liberar contelddos inflamatdrios em células ou
tecidos adjacentes. E diferente da necrose, no qual a morte celular ocorre com a associacio
a processos inflamatdrios; nela a membrana celular é danificada distribuindo seu conteldo
intracelular no plasma e em tecidos adjacentes. Nao é um tipo de morte desejada quando se
trata de compostos antitumorais. Além das duas ja citadas, a autofagia é reconhecida por
manter a homeostase celular e pode, em processos intensos, levar a célula a morte
programada, tendo atraido bastante atencao na literatura [90]. A autofagia € um processo
catabdlico que ocorre em todas as células. Geralmente é ativada em situacdes na qual ha
exigéncia de reciclagem dos componentes celulares, por escassez de nutrientes, situacdes de
hipdxia, estresse oxidativo, infecces, acdo de quimioterapicos, entre outros, apresentando

o que chamamos de vacuolos autofagicos ou acidicos [91].

A autofagia pode ocorrer de trés formas, a macroautofagia (autofagia), com a
formacdo de autofagossomo, vesicula de dupla membrana que se associa ao lisossomo, no
qual ocorre a degradacao por hidrolases acidas (vide Figura 1.6), a microautofagia, na qual

ocorre a invaginacdao da membrana do lisossomo para englobar os corpos celulares a serem
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degradados, e por ultimo a autofagia com mediacdo do processo através de chaperonas, que

auxiliam na translocagao direta dos componentes pela membrana do lisossomo.

Lisossomo

-Escassez de
nutrientes
-Hipoxia

-EROs

-Infecgdes
-Quimioterapicos
-Outros

Reciclagem

Autofagossomo  Autolisossomo

Figura 1.6. Processo de autofagia simplificado, com formacdo do autofagossomo, e
associacdo com o lisossomo, e posterior reciclagem dos componentes [91].

Para a formacdo do autofagossomo (macroautofagia) é necessdrio que ocorra a
nucleacao, que necessita da participacdo de varios complexos. Posteriormente, vem a fase
de alongamento dessa vesicula, que precisa de dois sistemas conjugados, um deles
envolvendo a proteina Map1l-LC3 (microtubule-associated protein 1 light chain 3). Essa
proteina é sintetizada e clivada em sua forma citosdlica LC3-l, e quando ocorre o sinal de
autofagia ela se conjuga formando a LC3-Il, auxiliando na formac¢ao do autofagossomo. Ela
se associa a ele na fase de alongamento e permanece ligada até a sua total fusdo ao
lisossomo; neste momento os microtubulos sdo também necessdrios, pois parece que o
conjugado LC3-ll autofagossomo caminha ao longo do microtubulo. Por esta ligacdo
especifica da LC3-ll ao autofagossomo, a proteina se torna um marcador eficiente para
verificar processos autofagicos, apresentando niveis elevados durante a ativacao desta da

via [92].

O processo de manutenc¢do, no qual a autofagia é ativada, pode ocorrer por falta de
oxigénio, de nutrientes, por infeccGes ou a acdo de farmacos, regulando os niveis

energéticos nas células.

Esta via pode estar associada com a geracdo de metastases, pois ela é ativada
auxiliando a célula quando esta perde o contato com a matriz extracelular, o que geralmente
a levaria a morte. Ha a hipdtese de que a funcdo citoprotetora da autofagia atue quando as

células estdo expostas a condicbes extremas (medicamentos, ou danos), na tentativa de
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manter a célula viva; porém devido ao intenso estresse provocado, sinaliza outras vias de
morte. A autofagia pode apresentar processo dual no controle da toxicidade relativa de
farmacos a células tumorais, reciclando componentes no auxilio a sobrevivéncia das células.

Porém quando o processo autofagico é intenso, as células sao induzidas a morte [93].
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1.2 Objetivos

Neste trabalho pretendeu-se estudar a influéncia das caracteristicas estruturais de
complexos de cobre dinucleares, com ligantes iminicos, comparadas a de seus analogos
mononucleares, na sua reatividade frente a melanomas, para elucidar melhor o papel da

melanogénese neste processo.

Objetivos especificos:

Para tanto, foram preparados 3 pares destes compostos (complexo dinuclear e
correspondente complexo mononuclear) cujas propriedades estruturais e espectroscépicas
foram investigadas, através de diferentes técnicas, correlacionando-as com a atividade

bioldgica apresentada.
a) Planejar e preparar compostos de cobre(ll) com ligantes iminicos, mono- e dinucleares;

b) Caracterizar estes complexos através de diferentes técnicas (espectroscopias UV/Vis, IV,

EPR);
c) Verificar suas possiveis interacées com biomoléculas (DNA e melanina);
d) Avaliar a atividade tirosinase dos complexos dinucleares;
e) Investigar a reatividade dos complexos frente a duas linhagens de melanomas humanos;
e) Verificar a influéncia da melanogénese nessa reatividade;
f) Avaliar a toxicidade dos complexos, através de testes clonogénicos com melanomas;

g) Investigar possiveis mecanismos de acdo dos compostos dinucleares, em comparacdo com

os analogos mononucleares.
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2. Parte Experimental | - Sinteses e CaracterizagGes

2.1. Reagentes e Solugdes
A agua para preparo de todas as solugdes foi deionizada, utilizando o purificador de
agua da linha ‘OS LXE’, o qual possui um sistema com quatro etapas de purificacdo. Possui
um pré-filtro para retengdo de particulas sdlidas, carvao ativado para adsorgdo do cloro
adicionado pelas redes de distribuicdo, sistema de osmose reversa para remoc¢ao de mais de
90% dos sais dissolvidos, resina de troca i6nica, disposta em leito misto, para retencao final

dos ions dissolvidos e filtro microbioldgico.

Os reagentes: 2- aminometilpiridina (99%), benzaldeido (99%), cloreto de cobre(ll)
(99%), perclorato de cobre(ll) (99%), isatina (99%), 1,2 diaminobenzeno (99%), carboxaldeido
ftalico (97%), 3,3 diaminabenzidina (99%), trietilamina (>99%) foram de procedéncia da
Aldrich Chemical Co. Os solventes: etanol (96%), etanol absoluto (99%), metanol absoluto
(99%), éter dietilico (99%), diclorometano (99%) e dimetilssulféxido (DMSO P.A.) utilizados
foram de procedéncia Merck Chemical Co., assim como os reagentes: &acido p-

toluenosulfonico monohidratado, acido cloridrico e hidréxido de sodio.

2.2 Sinteses dos Complexos

As sinteses neste trabalho foram realizadas no intuito de otimizar as condi¢des
experimentais (solvente, controle de pH, temperatura) necessarias as novas espécies a
serem preparadas, na busca de melhores rendimentos.

Foram estudados 6 complexos de cobre(ll), sendo 3 deles espécies dinucleares e
outros 3 correspondentes a seus andlogos mononucleares. Dois deles, complexos
[Cu(apyhist)(H,0)](Cl0O4), (1) e [Cuy(apyhist),(dpam)](ClO4)s (2) ja tinham sido preparados
anteriormente e descritos na literatura [94].

Planejamento dos ligantes: A busca por ligantes com atomos doadores N e O é feita

muitas vezes para mimetizar sitios de ligacdo de enzimas de cobre ou zinco [95]. Ligantes
bases de Schiff tém sido bastante utilizados por serem versateis e possibilitarem em seus
correspondentes complexos metalicos (especialmente de cobre ou ferro) a ligacdo reversivel

com o oxigénio. Com o intuito de aumentar a atividade bioldgica de um dado complexo, é
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comum o uso de ligantes biologicamente ativos. Muitas vezes o ligante sozinho nao
apresenta uma acgao eficiente e, dessa maneira, a formagdao do complexo pode atingir o
resultado pretendido [96]. Grupos aromaticos parecem possuir maior influéncia sobre a
inibicdo do crescimento de células tumorais do que grupos alifaticos, e assim esses grupos
foram explorados neste trabalho [97]. No caso de proteinas de cobre, um grupamento
presente no sitio ativo de muitas delas é o imidazol, como ocorre na superéxido dismutase
(SOD1) e tirosinase. Assim, para obter miméticos da tirosinase, é fundamental que os
complexos possuam nitrogénios doadores e uma estrutura dinuclear.

Complexo [Cu(apyhist)(H,0)](ClO4), (1)
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[Cu(apyhist)H,0](ClO,),

Este complexo foi sintetizado e caracterizado anteriormente, conforme ja publicado
[30]. A formacdo da imina se da pela reacdo de condensacdo entre 2-(acetil)piridina e
histamina, seguida pela sua metalagdao, formando um sdlido verde. Rendimento: 84%.
Calculos para a molécula C1,H16N4CuCl,09 (MM: 494,73 g/mol): C 29,14; H 3,26; N 11,33; Cu
12,83%; Valores experimentais: C 29,26; H 3,50; N 11,30; Cu 12,63%.

Complexo [Cu(apyhist),(dpam)](ClO4)4(2)
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[Cuz(apyhist)y(dpam)](ClO,),

Também este complexo ja havia sido sintetizado e caracterizado anteriormente [30].

Em resumo, o precursor [Cu(apyhist)(H,0)](ClO4), foi preparado, e posteriormente ainda in



40

situ foi adicionado a ele um ligante ponte diamina, 2,2'-bis(aminometil)bifenila (dpam),
preparada de acordo com procedimento da literatura [98] e doada pelo grupo do Prof.
Marius Réglier, com quem tivemos colabora¢do [Projeto CAPESP-USP/COFECUB
(2008.1.818.46.0), 2009-2010]. Cristais marrons foram entdo obtidos, lavados com metanol
gelado e seco em dessecador, a pressao reduzida. Rendimento: 69 %. Calculos para a
molécula CagHz4N1oCu,Cl;016 (MM: 1165,72 g/mol): C 39,15; H 3,80; N 12,02; Cu 10,90%;
Valores experimentais: C 39,45; H 3,83; N 11,48; Cu 11,09%.

Complexo [Cu(bzampy)Cl5] (3)

Em 15 mL de etanol, previamente seco sob refluxo com iodo e raspas de magnésio,
foram diluidos 500 uL de benzaldeido (4,0 mmol, em leve excesso), sendo entdo
adicionados, sob aquecimento brando (40°C) e agitacdo, 420 uL (4,0 mmol) de 2-
aminometilpiridina, diluidos em 10 mL de etanol (seco). Essa adicdo foi realizada em porg¢des
rapidas a solucdo, seguida da adicdo de 27 mg de acido p-toluenosulfonico. A solucao foi
deixada sob refluxo por 4,5h e sua coloragao passou de incolor para amarelo claro. O refluxo
foi interrompido e a reacdo ficou sob agitacdo por mais 12h, quando a coloracdo passou a
amarelo intenso. Ao meio reacional foram adicionados 30 plL de trietilamina, e em seguida
0,695 g (4,0 mmol, com leve excesso) de cloreto de cobre diluido em 5 mL de etanol seco foi
adicionado lentamente, tornando a solu¢ao verde. Um sélido verde claro se formou, que foi
lavado com etanol gelado e filtrado a vacuo. Rendimento: 84,8%. Calculos para a molécula
C13H1oN,CuCl, (MM: 330,70 g/mol): C 47,22; H 3,66; N 8,47, Cu 19,22%; Valores
experimentais: C47,25; H 4,04; N 8,14; Cu 19,61%.
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Complexo - [Cuy(ftampy)(ampy),](ClO4)s (4)

Em 40 mL de etanol pré-aquecidos (~40 °C), foram solubilizados 0,544g de
carboxaldeido ftalico (4,0 mmol), e em seguida foi adicionado, gota a gota, 1,2 mL (12,0
mmol) de 2-aminometilpiridina a solucdo, que se tornou amarelo intensa. O pH aparente era
8 e a solugao foi mantida sob refluxo (78°C) durante 40 minutos. Ao final, a solucdo tinha
coloracdo marrom escuro. Sob agitacdo e aquecimento brando (~45 °C), 2,968g (8,0 mmol)
de percloratoto de cobre solubilizados em 10 mL etanol (solucdo azul) foram adicionados
lentamente a solugdo da imina, ficando em reac¢do por mais 40 minutos. Ao final, a solucdo
tinha coloracdo verde musgo e foi colocada em geladeira. Apds 2 dias havia se formado um
precipitado verde escuro, que foi filtrado e lavado com éter e etanol gelados.
Posteriormente o sdlido obtido foi seco e mantido em dessecador a vacuo. Rendimento:
42%. Calculos para a molécula Cs3;H3;NgCu,Cl;016 (MM: 1053,54 g/mol): C 36,48; H 3,06; N
10,64; Cu 12,06%; Valores experimentais: C 36,86; H 3,62; N 10,24; Cu 12,10%.

Complexo [Cu(isadab)Cl]CI (5)

——N
\

HN—C Cu *---NH,

\ \
.
Inicialmente foram reagidos o precursor isatina (0,588g, 4,0 mmol), e 1,2

diaminobenzeno (0,4432g, 4,1 mmol) em 40 mL de etanol, para formacdo da base de Schiff

correspondente. Apds 5 minutos sob agitacdo e aquecimento (50°C), o pH aparente foi
ajustado em 5, com pequenas adi¢des de solucdo de HCI. A reacdo foi mantida por 2h em
refluxo, até mudanca de coloracdo para vinho, quando o aquecimento foi interrompido,

mantendo-se ainda a mistura em leve agitacdo. Posteriormente, a solugdo de imina teve seu
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pH aparente ajustado em aproximadamente 7, utilizando algumas gotas de NaOH
concentrado, sendo em seguida metalada com 0,682 g (4,0 mmol) de cloreto de cobre
dissolvido em 15 mL de etanol. A agitacdo foi mantida por mais 10 minutos e a coloracdo da
solucdo final estava marrom. A soluc¢do foi deixada em repouso por 3 dias, formando-se um
solido marrom, que foi lavado com etanol gelado e filtrado a vacuo, deixado posteriormente
em dessecador. Rendimento: 67%. Calculos para a molécula Cy4H13N3CuCl,0 (MM: 373,71
g/mol): C 44,99; H 3,50; N 11,24; Cu 17,53%; Valores experimentais: C 44,57; H 3,25; N
10,99; Cu 17,80%.

Complexo [Cus(isadbz)Cl5]Cl, (6)

H
N >0
Cl u/ NI /
\N \Cu

o/\ | O N/\m

HN

Foram solubilizados 1,071 g de 3,3’-diaminabenzidina (5,0 mmol) em 30 mL de
metanol, e a mistura foi aquecida sob refluxo (65°C ). Em seguida, em outro baldo, 1,47 g
(10,0 mmol) de isatina foram solubilizados em 30 mL de metanol e mantida sob
aquecimento a ~60°C. A solucdo de isatina foi entdo adicionada gota a gota a outra solucdo.
Com a adicao da isatina, a coloragdo mudou para marrom e a solucdo se tornou mais
limpida. O sistema foi deixado por 2 h sob refluxo, e depois mantido sob agitacdo e
aquecimento brando (~40 °C) por mais 1 h, quando 1,704 g (10,0 mmol) de cloreto de cobre,
solubilizados em 10 mL metanol (solucdo verde), foram adicionados lentamente a solucdo da
imina. Essa adicdo provocou uma aparente formacdo de precipitado escuro, mantendo-se a
mistura em reag¢ao por mais 1 h, quando a solugdo se tornou marrom e foi deixada em
geladeira por um dia. Apds 24 h havia um precipitado pastoso, ao qual se adicionou 30 mL
de acetona e 10 mL de metanol, solubilizando-o novamente. Apds 48 h, o sdlido formado foi
filtrado, lavado com éter e metanol gelados, parecendo reter ainda bastante agua.
Procedeu-se a sua secagem a pressao reduzida e o sélido marrom foi deixado por 10 dias em

dessecador a vacuo. Rendimento: 75%. Calculos para a molécula CysHoNgCu,Cl;0, (MM:
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741,40 g/mol): C 45,36; H 2,72; N 11,34; Cu 17,14%; Valores experimentais: C 46,04; H 3,08;
N 11,34; Cu ND%.

2.3. Métodos de Caracterizacao e Instrumentagao

Anidlises elementares (CNH) de todos os complexos sintetizados foram feitas na Central
Analitica do Instituto de Quimica, usando um Analisador Elementar CNH Perkin-Elmer 2400,
gue permite a determinacdo de porcentagens de carbono, hidrogénio e nitrogénio com
precisdo de 0,01%. Resultados com reprodutibilidade dentro de 0,5 a 1% foram considerados

aceitaveis.

As analises de cobre por Inductively Coupled Plasma Optical Emission Spectroscopy
(ICP-OES) foram realizadas na Central Analitica do Instituto de Quimica, usando um

equipamento ICP-OES, modelo Arcos-FHS12, marca Spectro.

Os espectros no Infravermelho foram obtidos no espectrofotometro Perkin Elmer,
modelo Frontier, em experimentos realizados na Central Analitica, por reflectancia difusa na

faixa de 400 — 4000 cm-!, sendo as amostras maceradas com KBr, previamente seco a 120 °C.

Os espectros na regido de Ultravioleta/Visivel (UV/Vis) foram registrados em
espectrofotdmetro modelo UV-1650PC da Shimadzu, utilizando cubetas de quartzo de
caminho 6ptico de 1cm e solugbes dos varios complexos na faixa de 10* a 102 mol/L. A
absortividade molar (g, mol™ L cm™) caracteristica de cada uma das bandas dos varios
compostos foi obtida a partir dos coeficientes angulares dos graficos de absorgao versus

concentracdo da espécie, para cada uma das bandas (maximo de absor¢do) observadas.

Os espectros de EPR foram registrados em espectrometro da BRUKER, modelo EMX,
operando na banda X (v= 9,33 GHz) com poténcia de 20 mW, utilizando Dewar para baixas
temperaturas, com nitrogénio liquido (77K) e tubos de quartzo, da marca Wilmad, de 4mm
de diametro interno, em celas chatas de quartzo do tipo “flat”, ou em tubinhos de
polietileno, também com 4mm de diametro interno. As medidas foram feitas em sélido e em
solucdo de metanol, acetonitrila ou DMSO. O DPPH foi usado como calibrador de frequéncia

(g = 2,0036).
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3. Parte Experimental Il - Reatividade e Interagdes com Biomoléculas

Neste capitulo serdo descritos os experimentos realizados para a verificacdo da
reatividade dos complexos de cobre(ll) estudados frente a biomoléculas ou relacionadas ao
meio biolégico.

3.1. Verificagao da atividade Tirosinase: Catalise da Oxidagao da L-Dopa

A verificacdo da atividade tirosinase, para os complexos (3) e (4), foi realizada através
de experimentos cinéticos, com acompanhamento da oxida¢do de L-dihidroxidofenilalanina
(L-dopa). Os complexos estudados (com solubilidade adequada em tampdo, acima de 160
KM) tiveram sua atividade catalitica avaliada, frente a oxidacdo do substrato L-dopa (um
catecol), a correspondente quinona, verificada através do aumento na intensidade da banda
em 475 nm, com € = 3600 M*.cm™, relacionada a formag&o do produto. Nesses ensaios, foi
utilizado um espectrofotémetro modelo UV-1650PC da Shimadzu, e cubetas de acrilico
descartdveis (utilizadas devido ao escurecimento verificado na oxidacdo do substrato em
cubetas de quartzo), de caminho dptico de 1,00 cm e temperatura de 25°C. Solugdes iniciais
de 10mM de L-dopa, em tampdo fosfato (50mM, pH 7,00), e 2mM de cada um dos
complexos em DMSO foram utilizadas. Os ensaios foram realizados primeiramente para
verificar a dependéncia cinética com a concentragdo do catalisador, variando-se a
concentracdo dos complexos, na faixa 160 a 400uM, e mantendo-se constante a
concentracdo inicial de L-dopa (8mM), num volume final da cubeta de 2,5 mL. Em seguida,
verificou-se a dependéncia da velocidade inicial de rea¢cdo com a concentracdo do substrato,
variando-se a concentracdao da L-dopa de 4 a 8mM, com concentracdo constante dos

complexos (320uM), num volume final de 2,5 mL.

3.2. Monitoramento da Geragao de Radicais por Espectroscopia EPR

Ensaios de geracdo de radicais hidroxil *OH, catalisada pelos complexos estudados,
foram realizados através de espectroscopia EPR. Os experimentos foram conduzidos
utilizando espectrometro da BRUKER, modelo EMX, operando na banda X (v= 9,33 GHz), com
poténcia de 20,17 mW, com 100 mHz de amplitude de frequéncia e 1G de amplitude de

modulacdo, em celas chatas de quartzo, a temperatura ambiente. As medidas foram



45

realizadas com solugbes preparadas inicialmente com concentracdes de 1 mM de cada
complexo em DMSO e depois diluidas com tampao fosfato até a concentracao desejada. O
captador de spin utilizado foi o DMPO (2,2’-dimetilpirrolidina-N-6xido) em concentracdo
inicial de 2mM e a concentragado de H,0, na solugdao mae foi de 2,5 mM, em tampao fosfato
50mM e pH 7,40. O composto tempol foi usado como padrao para estimar as concentragdes
de espécies radicalares formadas. Cada ensaio foi conduzido com volume final de 1 mL, no
qual as concentra¢cbes foram ajustadas com tampao pH 7,4 em: 100 mM de DMPQO, 100 uM
dos complexos em DMSO, e 250 uM de H,0,. Cada espectro foi registrado no momento

inicial da reacao.

3.3. Interagdo com Melanina Monitorada por Espectroscopia UV/Vis.

Inicialmente foram realizados experimentos de verificacdo de interagdao dos complexos
com melanina (Melnin Synthetic Sigma-Aldrich). Estes experimentos foram conduzidos em
espectrofotbmetro modelo UV-1650PC da Shimadzu, e cubetas de acrilico descartdveis
(utilizadas devido ao escurecimento verificado pela adicdo de melanina em cubetas de
quartzo), de caminho Optico de 1,00 cm. As solu¢cbes mdes foram preparadas na
concentra¢do de 5 mg/mL de melanina, preparada em 250 mM de NaOH, e 1 mM para os
complexos em agua ou solugdo-tampao. A interacdo foi acompanhada pela titulacdo da
solucdo do complexo (1), (2), (3) e (4) de concentracdo inicial na cubeta 16 uM, 33 uM, 160
MM e 248 uM, respectivamente. Os espectros foram registrados apds cada adicao de
melanina, em aliquotas de 10 puL a 50 pL (40ng/uL a 200 ng/uL), a temperatura de 25°C. Os

complexos com baixa solubilidade nao tiveram seus ensaios realizados.

3.4. Interagao com Melanina Monitorada por espectroscopia EPR

As interacBes dos complexos (1) e (2) com a melanina (Melanin Synthetic Sigma-
Aldrich), foram monitoradas em espectrometro da BRUKER, modelo EMX, operando na
banda X (v= 9,33 GHz) com poténcia de 20 mW, em celas de quartzo chatas, do tipo “flat.

Nestas medidas, tivemos o auxilio do aluno de doutorado Rodrigo Boni Fazzi. A partir de

solugcdes-mae: 5 mg/mL de melanina, preparada em solucdo de 250 mM de NaOH e solugdes

dos complexos, 10 mM para complexo (1) e 4,5 mM para o complexo (2), contendo 20% em
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volume de DMSO, foram preparadas solucdes de diferentes relacdes de massa
[melaninal/[complexo]. Estes ensaios foram realizados primeiramente avaliando-se os
espectros dos compostos e da melanina independentemente, e em seguida mantendo a
concentragdo de melanina constante em 1 pg/uL, variando a concentracdo dos complexos
de 1ImM a 4mM para o complexo (1) e de 0,45mM a 1,8mM para o complexo (2).
Posteriormente os ensaios foram realizados com as mesmas solucdes-maes, porém desta
vez, a concentracdo do complexo foi mantida constante em 2 mM para o complexo (1) e 0,9

mM para o complexo (2), variando-se a concentragdo de melanina de 0,5 pg/uL a 2,0 pg/uL.

3.5. Reatividade Frente ao DNA: Experimentos de Atividade Nuclease

Os ensaios de atividade nuclease foram realizados com a colabora¢dao dos alunos de

doutorado Felipe Franco de Melo Bagatelli e Maria Griselda Perona, do laboratdrio da Dra.

Carla Columbano de Oliveira, no Instituto de Quimica USP. Para estes experimentos utilizou-

se o plasmideo pBluescript I, de 2961 pares de bases (Stratagene), replicado na bactéria E.
colli para obter o DNA plasmidial. Plasmideos sdao moléculas circulares duplas de DNA,
capazes de se reproduzir independentemente do DNA cromossdmico, embora usando a
mesma maquinaria celular de replicacdo. Apds esta etapa, o DNA plasmidial foi extraido e
purificado, usando um “kit” de purificacdo da Qiagen. A concentracao de DNA plasmidial
obtida foi de aproximadamente 300 ng/uL, que foi determinada pela intensidade de
absorcdao em 260 nm, com valor de coeficiente de absortividade molar conhecida, € = 6600
M cm™, utilizando o equipamento nanodrop, no qual é adicionado um volume de 2ulL e
efetuando-se em seguida a medida de absorbancia [99]. As amostras reacionais (25 pL
volume total) contendo 36 ng de DNA superenrolado (Forma 1), em tampao fosfato 50 mM
(pH 7,4), em presenca ou auséncia de 125 uM de H,0, e com diferentes concentragdes de
complexos de cobre(ll), na faixa de 1 a 50 uM, foram incubadas a 37°C, variando-se o tempo
de incubagdo de 15 min a 1 h. Apds essa incubagdo, adicionaram-se 4 puL de tampao
contendo revelador, sendo entdo as amostras submetidas a eletroforese em gel de agarose
(1%), em tampdo TAE (Tris-Acetato-EDTA) 1X, a 100 V, por 1 h. Para quantificagdo das

imagens (intensidade das bandas) foi utilizado o programa ImageJ 1.46, disponivel online.



47

4. Parte Experimental lll — Ensaios Celulares

Culturas Celulares

As células murinas Melan-a, TM1 e Tm5 foram cultivadas em meio de cultura RPMI
(Roswell Park Memorial Institute Medium), com 5 % SBF (soro fetal bovino) + 200 nM de
PMA (forbol-1,2-miristato-1,3-acetato). Ja as células humanas pigmentadas SKMEL-05 (com
expressdo de gene B-Raf mutado), SKMEL-147 (WT), foram cultivadas em DMEM (Dulbecco’s
Modified Eagle Medium) contendo 10 % de SFB, bem como as outras linhagens humanas
utilizadas, UACC, CHOL1, HaCat. Os meios foram também suplementados com 2 mM de
glutamina, 100 pg/mL de penicilina, 100 pug/mL de estreptomicina, e mantidos a 37 °C em

atmosfera com 5 % de CO, em cultura.

A maior parte dos ensaios aqui apresentados foi realizada com a colaboracdo das Dras.

Andréia H. Otake e Silvina Bustos, do Instituto do Cancer do Estado de Sdo Paulo (ICESP),

sendo os experimentos celulares realizados nas dependéncias do ICESP.

4.1. Avaliagdo da Viabilidade Celular por MTT de Linhagens de Melanomas

Murinos: Melan-a, Tm1, Tm5 por Tratamento com os Complexos (1) e (2)

Nestes ensaios foram utilizadas linhagens de células murinas Melan-a (ndo
tumorogénica), TM1 e TM5, melanomas ndo pigmentado e pigmentado, respectivamente,
utilizadas de formas similares com as descritas na literatura [100]. As células foram
cultivadas em meio RPMI, como descritas anteriormente. O repique celular foi realizado 3
vezes por semana, numa proporc¢do de 1:3 Melan-a, 1:5 para as TM1 e TM5, em garrafas
médias. As células foram mantidas em estufa a 37°C, em atmosfera contendo 5% de CO, e

umidade controlada.

O plagueamento das células foi realizado em placas de 96 pocos, com 1x10*
células/poco, em meio, deixadas na estufa a 37 °C por 24 horas, para que aderissem. O meio
de cultura das células foi substituido por outro contendo os compostos de cobre em estudo
ou com os controles, nas concentracdes de 5 uM, 10 uM, 20 uM, deixadas por mais 48 horas

na estufa a 37 °C, em atmosfera com 5% de CO,.
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Apds esse tempo de tratamento, as células foram submetidas ao ensaio de MTT
(metiltiazotetrazolio) da seguinte maneira [101]: o meio foi aspirado e 200 ul de uma
solucdo 0,3 mg/ml de MTT (preparada em meio de cultura) foram adicionados a cada pocgo.
As células foram incubadas em estufa de CO, a 37° C durante 3 horas. O meio contendo MTT
foi cuidadosamente retirado e 200 pl de DMSO (Merck) foram adicionados em cada poco. O
conteudo de cada pogo foi lido espectrofotometricamente em Tecan, utilizando a leitura de
DMSO como branco para subtracdo de valores. Esses ensaios foram realizados em triplicatas

para cada condicdo de experimento, em 3 experimentos independentes.

4.2, Ensaios de Morte Celular de Linhagens de Melanomas Murinos: Melan-a,

Tm1, Tm5 por Tratamento com os Complexos (1) e (2) - Avaliadas por Citometria de Fluxo

As células murinas foram plaqueadas em placas de 12 pogos, com 5x10* células/poco,
em meio especifico e deixadas na estufa a 37 °C por 24 horas, para que aderissem.
Posteriormente, as células foram lavadas com PBS e tratadas com os complexos nas
concentragdes de 50 uM para o complexo (1), 10 uM para o complexo (2). Posteriormente
ao tratamento as células foram deixadas por mais 48 horas na estufa a 37 °C, em atmosfera

com 5% de CO; para periodo de incubagao.

Apds esse tempo de tratamento, as células foram submetidas ao ensaio com
incorporacao de iodeto de propidio ao DNA, seguindo-se o protocolo adaptado [101,102]. As
células foram tripsinizadas e fixadas em etanol 70%, e mantidas a -20 °C, até ser procedida a
analise por citbmetro de fluxo. O ensaio foi avaliado por marca¢ao com iodeto de propidio,

adicionando 200 pg/mL de RNAse A e 1% de Triton-X100.

Dessa forma, foi possivel verificar e quantificar as células em cada fase de seu ciclo
celular, que em processo de morte celular, sera definida por porcentagem de células
hipodipldides, ou Sub-G1 (células com quantidades de DNA menor que 2n) que estdo com

seu DNA se fragmentando.

Esses ensaios foram realizados em triplicatas para cada condicdo de experimento, em

3 experimentos independentes para cada um dos complexos.
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4.3. Viabilidade por MTT de Melanomas Humanos SKMEL-05 e SKMEL-147 apos

Tratamento com os Compostos em Estudo

Nestes ensaios foram utilizadas linhagens de células melanoma humano SKMEL-05 e
SKEML-147 gentilmente cedidas pelo grupo do Dr. Roger Chammas do Instituto do Cancer.
Esses ensaios foram realizados no laboratério do Professor Dr. Pio Colepicolo do Instituto de

Quimica da USP.

As células SKMEL-05 e SKMEL-147 sdo melanomas humanos pigmentados, utilizadas de
formas similares com as descritas na literatura [100]. O repique celular foi realizado 3 vezes
por semana, numa proporc¢ao de 1:10 para SKMEL-05 e 1:4 para a SKMEL-147, em garrafas
médias. As células foram mantidas em estufa a 37°C, em atmosfera contendo 5% de CO, e

umidade controlada.

As células SKMEL-05 e SKMEL-147 foram plagueadas em placas de 96 pocos, com
1x10* células/pogo, em meio especifico, e deixadas na estufa a 37 °C por 24 horas, para que
aderissem. O meio de cultura das células foi substituido por outro contendo os compostos
de cobre em estudo ou os controles, nas concentra¢des de 5 uM, 10 uM, 20 uM, 40uM, 60
UM, 80 uM, ou 100 uM, e deixadas por mais 24 horas na estufa a 37 °C, em atmosfera com

5% de CO..

Apds esse tempo de tratamento, os procedimentos para revelacdo com MTT, foram os
mesmos do item 4.1. Os ensaios foram realizados em triplicatas para cada condi¢ao de

experimento, em 3 ou 5 experimentos independentes.

4.4. Ensaios de Morte Celular em Melanomas Humanos SKMEL-05 e SKEML-147

com Exposicao Prévia a Radiacao UVB e Tratamento com os Complexos (1), (2), (3) e (4)

As células SKMEL-05 e SKMEL-147 foram plaqueadas em placas de 12 pogos, com
5x10* células/poco, em meio especifico, e deixadas na estufa a 37 °C por 24 horas, para que
aderissem. O meio de cultura das células foi substituido em metade das placas por tampao
PBS, e assim elas foram levadas para a capela, na qual foram expostas a radiacdo com doses
entre 12 e 15 mJ/cm?, em seguida o tampado e o meio da outra metade das placas foram

substituidos por outro com os compostos de cobre em estudo, ou com os controles, nas
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concentragdes de 20 UM para os complexos mononucleares e geralemte 10 uM ou 5 uM
para os complexos dinucleres. Nesse caso, realizou-se também um ensaio para as duas
células utilizando cisplatina na concentracdo de 10 uM. Posteriormente ao tratamento, as
células foram deixadas por mais 48 horas na estufa a 37 °C, em atmosfera com 5% de CO,

para periodo de incubagao.

Apdbs esse tempo de tratamento, as células foram submetidas ao ensaio com
incorporacdo de iodeto de propidio ao DNA, seguindo-se o protocolo adaptado [101,102],

utilizando o mesmo procedimento para leitura em citometro de fluxo do item 4.2.

Esses ensaios foram realizados em triplicatas para cada condi¢do de experimento, em

6 experimentos independentes para os complexos.

Para os complexos (3) e (4) também foram realizados ensaios de permeabilizacdo de
membrana, avaliada apds incubagdo com 10 pg/mL de iodeto de propidio por 5 min. O valor
total de células foi calculado pela aquisicdo de 50 uL de suspensdo celular contadas em

citbmetro de fluxo.

4.5 Ensaios de Quantificacdo de Melanina

O conteludo de melanina foi medido de acordo com dados descritos na literatura [103].
Para esses ensaios foram plaqueadas as linhagens celulares, aderidas por 24h. Apds esse
periodo as células melanomas foram lavadas com HBSS (Hank’s balanced salt solution), e
expostas a radiacdo UVB (13 + 2 mJ/cm?), em seguida foram tratadas com diferentes
concentragdes dos complexos, geralmente 20 uM de complexo (1) e 5 uM ou 10 uM do
complexo (2), além dos controles utilizados, durante 24 ou 48 h. As células tratadas foram
ent3o soltas e 1 x 10’ células coletadas passando pelo processo de lise, em solugio de NaOH
1M contendo 10 % de DMSO. As amostras ficaram em reagdo por 1 h, em seguida as
absorbancias dos sobrenadantes foram medidas, e comparadas com a curva padrdo de

melanina (Sigma) em solucdo de NaOH 1M [104].
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4.6. Ensaios de Morte Celular em Melanomas Humanos SKMEL-37, UACC, CHLO1,

Tratadas com o Complexo (2) com Exposi¢do a Radia¢ao UVB.

Ensaios similares aos descritos nos itens 4.3 e 4.4 foram realizados, utilizando outras
linhagens de melanomas humanos, para avaliar se o comportamento se repete. Com a
linhagem SKMEL-37 foram também realizados ensaios com exposicdo a radiacdo UVB, na

presenca do complexo (2) dinuclear.

4.7. Viabilidade Célular de Queratindcitos Humanos (HaCat, ndo tumorogénicos)

com Exposicao Prévia e Posterior ao Tratamento com o Complexo Dinuclear (2)

As células Queratindcitos (HaCat) foram plaqueadas em placas de 12 pocos, com 5x10*

células/poco, em meio especifico, e deixadas na estufa a 37 °C por 24 horas, para que
aderissem. O meio de cultura das células foi substituido em metade das placas por tampao
PBS, e assim elas foram levadas para a capela, na qual foram expostas a radiagdo com doses
entre 12 e 15 mJ/cm?, em seguida o tamp3do e o meio da outra metade das placas foram
substituidos por outro com o complexo, ou com os controles, concentragdes de 1 uM, 5 uM
e 10 uM para o complexo (2). Neste caso, realizou-se também um ensaio no qual as placas
foram expostas a radiacdo ap6s serem adicionados os complexos, ou seja, na presenca dos
compostos. Posteriormente ao tratamento, as células foram deixadas por mais 48 horas na

estufa a 37 °C, em atmosfera com 5% de CO; para periodo de incubagao.

Apds esse tempo de tratamento, as células foram submetidas ao ensaio com
incorporacao de iodeto de propidio ao DNA, seguindo-se o protocolo adaptado [101,102].

Utilizando o mesmo procedimento para leitura em citometro de fluxo do item 4.2.

Esses ensaios foram realizados em triplicatas para cada condicao de experimento, em

3 experimentos independentes para o complexo.
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4.8. Avaliagao da Quantidade de Superoxido Produzido na Mitocondria e Massa

Mitocondrial Celular Posterior ao Tratamento com os Complexos (1) e (2)

A parte experimental de tratamento das células com ou sem a irradiagdo, com os

compostos em estudo foi realizada da mesma forma ja descrita anteriormente.

Assim, procedeu-se a andlise da quantificacdo da geracdo de anion superdxido na
mitocondria, para isso utilizou-se um corante fluorogénico seletivo para o superoxido,
conhecido como MitoSOX Red (Invitrogen). Foi preparado uma solucdo com a dissolucdo de
50 pg do indicador de superdxido mitocondrial (MitoSOX™) em 13 uL de dimetilsulféxido,
concentragdo estoque de 5 mM do reagente. O ensaio foi realizado a partir das células
coletadas e incubadas por 30 minutos em uma solu¢ao de HBSS com 3 uM de MitoSOX Red
em estufa a 37 °C. Em seguida as células foram lavadas e tripsinizadas para analise em
citbmetro de fluxo com excitacdo em 488 nm e emissdao em 580 nm [105]. Para quantificar a

massa mitocondrial utilizou-se o reagente MitoTracker em ensaio semelhante [106].

4.9. Ensaios Clonogénicos, Quantificacdo da Fragdo de Sobrevivéncia das Células

SKMEL-05 e SKMEL-147 ap6s Tratamento com os Complexos (1) e (2)

Para quantificar a fracdo de células sobreviventes capazes de formar clones, foi
avaliada a formagdo de clones, apds o tratamento celular com os complexos (1) e (2),
durante 48 horas, com e sem exposicdao a radiacdo. Apds tratamento, as células foram
lavadas com PBS, soltas e contadas. Posteriormente, cerca de 200 células (21 células/cm?)
foram semeadas em placas de 60 mm em condi¢des de cultura, durante 10 dias. Depois, as
células foram lavadas com PBS por 2 vezes, e fixadas com formaldeido 3,7% por 15 minutos,
seguido de lavagem com PBS por mais 2 vezes. Finalmente, as células foram coradas com
0,1% de violeta de cristal, sendo o excesso de corante retirado por lavagem, e o niumero de

clones contados [107].
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4.10. Ensaios de Autofagia Induzida em Células de Melanoma SKMEL-05 e SKMEL-

147 apoés Tratamento com os Complexos (1) e (2)

Esse experimento foi realizado em células SKMEL-05 e SKMEL-147, apds o tratamento
com os complexos (1) e (2) por 24 ou 48 horas, sem e com radiacdo, de acordo com dados ja
descritos. As células em cultura foram lavadas e contadas. Posteriormente, 1 x 10* células
foram incubadas com laranja de acridina, na concentracdo de 5 pg/mL, por 30 minutos em
estufa (5 % de CO, e 37 °C), medindo-se a fluorescéncia laranja em citdbmetro de fluxo

(Attune) [108].

Para o tratamento com cloroquina (inibidor farmacoldégico de autofagia), apds as 24h
de tratamento com os complexos, o meio foi retirado, as células lavadas e tratadas com
cloroquina na concentragio de 5 uM, durante 16 h. Apds o tratamento, 1 x 10* células foram
incubadas por 30 minutos com laranja de acridina na concentra¢do de 5 ug/mL em PBS, a 37
°C e 5% de CO,. Posteriormente, as células foram soltas, ressuspendidas em PBS, e mediu-se

a fluorescéncia laranja em citdmetro de fluxo (Attune).

4.11. Ensaios de Quantificacdo de Proteinas Autofagicas e Tirosinase por Western

Blot

Para quantificar as proteinas de interesse, as células SKMEL-05 e SKMEL-147 foram
plagueadas em 1 x 10° células/poco, e apds aderirem, seguiu-se com a exposicdo a radiacdo
UVB (14,31 £ 0,28 mJ/cmZ) como ja descrito, sendo entao, tratadas com os complexos, nas
concentracdoes de 20 UM para o complexo (1) e 5 uM ou 10 uM para o complexo (2),
respectivamente, durante 6 h. Depois, o meio foi aspirado e as células lavadas por duas
vezes com PBS. O extrato das proteinas foi obtido a partir do lisado em tampao contendo 0,1
M Tris, pH 7,5 contendo 150 mM de NaCl, 1% Triton X-100, 1 mM PMSF e 2 ug/mL de
aprotinina, seguido de centrifugacdo a 13.000 rpm, por 15 minutos. Para quantificar os
niveis de proteina LC3 as células foram tratadas com 30 uM cloroquina (CQ, Sigma-Aldrich)

por 60 minutos, antes e no final do experimento.

Para as andlises de Western blot utilizou-se o lisado de células inteiras, as quais foram

separadas por eletroforese em gel de SDS-policrilamida e transferidas para uma membrana
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de PVDF. A membrana foi bloqueada com 5 % de leite desnatado em tampao-Tris salino e
incubada, de um dia para o outro, a 4 °C, com os anticorpos primdrios contra: LC3 e B-actin
(1:4000, Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA, AC-74), tirosinase (1:2000, Santa Crus
Biotecnologia, sc-7833, e tubulina (1:1000, Calbiochem, USA, DM1A). Os blots foram
desenvolvidos com um anticorpo secundario conjugado com peroxidase e as proteinas
foram visualizadas por sistema aprimorado de deteccdo de quimioluminescéncia
(GEHealthcare). As quantificagdes das densidades das bandas foram feitas utilizando o

programa ImagelJ.

5. Resultados e Discussdes | — Sintese e Caracterizagoes

A seguir sdo apresentados os resultados de caracterizacdao dos vdrios compostos que

foram sintetizados para este trabalho.
5.1. Analises Elementares e de ICP

As anadlises elementares e de metal sdo importantes, pois informam a porcentagem em
massa determinada experimentalmente de cada elemento, relativa a cada complexo
preparado. Esses valores, quando em concordancia com os resultados esperados (calculados
a partir da férmula minima atribuida a cada composto), indicam a obtengdo provavel do
composto pretendido, embora outras técnicas de caracterizacdo devam ser utilizadas para

corroborar e complementar esses resultados.

Os resultados experimentais, comparados aos valores calculados, baseados nas
férmulas esperadas, indicam que provavelmente os complexos pretendidos foram obtidos,

ja que esses valores ficaram dentro do erro aceitavel.

Os resultados de analise elementar foram obtidos apds os compostos sofrerem um
processo rigoroso de secagem. O composto (6) € muito insolivel na maioria dos solventes.
Outras técnicas foram posteriormente utilizadas para comprovar a estrutura de cada um dos

complexos.

Na Tabela 5.1 a seguir sdo mostrados os resultados das analises elementares para

todos os compostos em estudo.



55

Tabela 5.1 — Valores experimentais de analises elementares para os complexos de

cobre(ll) preparados. Entre parénteses, sdo indicados os valores calculados.
Complexos % C %H %N % Cu

[Cu(apyhist)(H20)](CIO4), (1) *
Férmula: C1,H16N4Cu(Cl0,);

MM: 494,73 g/mol
[Cuz(apyhist),(dpam)](ClO4)s (2) *
Féormula: C3gH4aN10Cu,(ClO4)4

MM: 1165,72 g/mol
[Cu(bzampy)Cl,] (3)

29,26 3,50 11,30 12,63
(29,14)  (3,26)  (11,33)  (12,83)

39,45 3,83 11,48 11,09
(39,15)  (3,80)  (12,00) = (10,90)

47,25 4,04 8,14 19,61
(47,22)  (3,66) (8,47)  (19,22)

Férmula: C13H12N,CuCl,

MM: 330,70 g/mol
[Cux(ftampy)(ampy);](ClO4)s  (4)
Formula: C3,H3,NgCu,Cl 046

MM: 1053,54 g/mol
[Cu(isadab)CI]CI.H,O0 (5)

Férmula (forma Ceto): C;4H13N3CuCl,0
MM: 373,71 g/mol
[Cu,(isadbz)(Cl),]Cl, (6)

Formula: CstzoNGCU2C|402

36,86 3,62 10,24 = 12,10
(36,48)  (3,06)  (10,64)  (12,06)

44,57 3,25 10,99 17,80

(44,99)  (3,50) = (11,24) (17,53)

46,04 3,08 11,41 ND

(45,36)  (2,72)  (11,34) (17,14)
MM: 741,40 g/mol

* Dados anteriores [30]; Valores calculados entre parénteses.

5.2. Espectros na Regiao do Infravermelho

Os espectros no infravermelho registrados para cada um dos compostos indicaram a
presenca de bandas tipicas dos grupos presentes nos mesmos, permitindo assim sua
caracterizacdo. Todos os espectros foram obtidos em forma de pastilha, apds maceracdo dos

complexos (10-20 mg) com KBr (200 mg) previamente seco.

Os compostos (1) e (2) ja haviam sido caracterizados, anteriormente [30].
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Os espectros mostrados nas Figuras 5.1 e 5.2, correspondem aos complexos
[Cu(bzampyClI]Cl (3) e [Cu,(ftampy)(ampy),](ClO4), (4), contendo anel aromdtico e piridina

com ligagdo imina entre eles.
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Figura 5.1. Espectro no Infravermelho do complexo [Cu(bzampyCl]CI (3).

O espectro infravermelho para este complexo (3) indica bandas de estiramento em
1608 cm?, atribuidas a formacao de imina alifatica, v(C=N), além das bandas em 1434 cm™?,
caracteristicas de estiramento de C=N no grupamento piridina. A banda correspondente ao
grupo carbonila foi observada como traco, com intensidade ndo significativa em comparacao
ao precursor, o que pode indicar pequenas impurezas do reagente no composto. As bandas
observadas em torno de 3500 cm™ podem ser associadas a estiramentos de moléculas de

H,0, que podem estar associadas a moléculas de hidratacdo [109].
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Figura 5.2. Espectro no Infravermelho do complexo [Cu,(ftampy)(ampy),](ClO4), (4).

Também para este complexo (4) observaram-se bandas de estiramento em 1608 cm?,
que podem ser atribuidas a formacao de imina alifatica, v(C=N), além das bandas em 1434
cm’?, caracteristicas de estiramento de C=N no grupamento piridina. Observa-se que a banda
correspondente ao grupo carbonila, presente no precursor, que é esperada em torno de
1740 cm™, n3o pode ser visualizada, o que indica a condensag¢ao do grupo formando a imina.
A banda atribuida ao grupo amina foi visualizada em 3205 e 3116 cm™ para o complexo. As
bandas de estiramento tipicas do anion perclorato foram observadas entre 1121 e 1088 cm”
! como também a banda de deformacdo, em torno de 624 cm™ indicando &nion perclorato
ndo-coordenado. As bandas observadas em torno de 3500 cm™ podem ser associadas a

estiramentos de moléculas de H,0 [109].
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Figura 5.3. Espectro no Infravermelho do complexo [Cu(isadab)CI]Cl.H,0 (5).

As bandas caracteristicas deste espectro infravermelho mostram a formagdo de imina,
através de estiramento v(C=N), observado em 1617 cm™. Observa-se também o
deslocamento da banda de estiramento da C=0 da isatina (em torno de 1747 cm'l), que foi
observada em 1718 cm™ para esse complexo. Estas bandas corroboram a estrutura proposta
para o composto, em que se tem um ligante iminico coordenado ao metal. Observa-se

também uma banda larga em torno de 3441-3443 cm™, que pode estar associada a aguas de

hidratacao.
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Figura 5.4. Espectro no Infravermelho do complexo [Cu,(isadbz)Cl,]Cl, (6).
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As bandas caracteristicas observadas no espectro infravermelho para este complexo
(6) mostram a formac3o de imina, através de estiramento v(C=N), em 1618 cm™. Observa-se
também o deslocamento da banda de estiramento da C=0 da isatina (em torno de 1747cm™)
que foi observada em 1713 cm™? para esse complexo. Observou-se ainda uma banda larga
em torno de 3444 cm™que indica a presenca de H,0 nos compostos. Pode-se notar a grande
similaridade dos grupos presentes entre os dois complexos (mono 5 e dinuclear 6),
resultando em espectros bastante parecidos.

A relagdo das principais bandas observadas, correspondentes a cada transi¢do
indicada, € mostrada na Tabela 5.2.

Tabela 5.2. Bandas de FTIR observadas nos espectros dos complexos estudados.

Bandas no IR

Complexo vH,0 vOH vC=0 vC=N vC=C vClO,4
(imina) 3Clo,
1* 3597 - 1624 1487/781 1099
621
2* - - 1597 1481/766 1090
623
3 3444 - 1609 1483/766 -
4 3469 - 1608 1487/777 1108
624
5 3444 1718 1617 1475/763 -
6 3443 1713 1618 1491/747 -

*0s valores expostos foram obtidos em trabalho anterior [94]
Os espectros no infravermelho registrados auxiliaram bastante na identificacdao de
grupamentos presentes nos varios compostos. Aliados a outras técnicas, permitiram

identificar caracteristicas estruturais dos complexos.
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5.3. Espectros de Ressonancia Paramagnética

Os espectros de ressonancia paramagnética eletronica (EPR) de complexos metalicos
permitem verificar, além da presenca de elétrons desemparelhados, o estado de oxidagdo
do metal e as caracteristicas estruturais ao redor do ion metalico (geometria tetragonal ou
tetraédrica, ligante de campo forte ou fraco, etc.). No caso de complexos de cobre, eles
apresentam em solu¢do congelada (77°C) as estruturas hiperfinas, resultantes de
acoplamentos entre spin eletrénico e spin nuclear. Para o ion cobre(ll), com | = 3/2, cada
sinal pode se desdobrar em 4 linhas (n = 21+1), distanciadas pelo parametro A;,. Ja no estado
solido, a 77K, em geral apresentam duas linhas, devido a sua geometria axial (g«=g, # g.). Os
espectros dos complexos estudados neste trabalho se encontram na Figura 5.5, no estado

sélido, e na Figura 5.6, registrados em solucao congelada a 77 K.
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Figura 5.5. Espectros de EPR dos complexos estado sélido, a 77K.
[Cu(bzampy)(H,0),]Cl, (3); [Cuy(ftampy)(ampy)z](ClO4)s (4); [Cu(isadab)CI]CL.H,O (5) e
[CUz(isade)Clz]Clz (6)



61

Os parametros espectroscopicos correspondentes, determinados no estado sdlido, a
partir desses espectros, sdo mostrados na Tabela 5.3.

Tabela 5.3. Valores dos parametros de g, e g/, dos complexos sintetizados, no estado
solido, a 77K.

Complexo gl g//
1* 2,060 2,208
2% 2,061 2,206
3 2,171 (giso) -
4 2.062 2,145
5 2,087 (giso) -
6 2,088 2,414

*0os valores expostos foram obtidos em trabalho anterior [30].

Os parametros de EPR no estado sélido indicam fons de Cu®*, com linhas superpostas e
alargadas. Os complexos no geral apresentaram simetria axial, na qual o ambiente ao redor
do ion cobre no eixo z é diferente do ambiente nos eixos x e y. Observou-se que o parametro
g/, tem maior valor do que o g;, indicando que o elétron desemparelhado esta situado num
orbital dy,.y,. Apenas os complexos (3) e (5) apresentaram um Unico valor de g no estado
solido, chamado de isotrépico, giso, N30 permitindo a visualizacdo da estrutura hiperfina,

conforme mostrado na Tabela 5.3.

Os espectros seguintes foram obtidos de solucdes congeladas dos complexos em
nitrogénio liquido (77°C), tendo sido registrados com 3 varreduras. Os solventes utilizados
foram geralmente aqueles nos quais os complexos sdo mais sollveis, ou em DMSO quando

estes sdo pouco soluveis.
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[Cubzampy)CIICI [Cu,(ftampy)(ampy),ICIO,),
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Figura 5.6. Espectros de EPR dos complexos em solugcdo saturada, a 77K.
[Cu(bzampy)CIICI (3) em metanol; [Cuy(ftampy)(ampy),](ClO4)s (4) em acetonitrila;
[Cu(isadab)CI]CI'H,0 (5) em DMSO; [Cu,(isadbz)Cl;]Cl, (6) em metanol.

A Tabela 5.4 apresenta os parametros correspondentes, medidos nos espectros de EPR
obtidos com solug¢des dos varios compostos sintetizados e do aqua-complexo, [Cu(H,0)4]**

(como perclorato de cobre(ll)), usado como controle.

Tabela 5.4. Valores do parametro g e das constantes hiperfinas (A) dos compostos

sintetizados, em solucdo congelada a77KkK.

Composto g1 8/ Ay (x10* em™) gy / Ay (cm)

1* 2,062 2,262 176 128

2% 2,081 2,225 182 122

3 2,103 2,420 118 204

4 2,074 2,219 204 108

5 2,083 2,406 130 185

6 2,092 2,425 127 191
[Cu(H,0).]*" 2,075 2,361 154 153

*os valores expostos foram obtidos em trabalho anterior [30].
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Os valores de parametros obtidos indicam caracteristicas importantes dos complexos.
Todos eles apresentam um g;; maior do que o g;, indicando assim, uma simetria axial em
solucdo, ou seja, o ambiente ao redor do ion cobre no eixo z é diferente do ambiente nos
eixos x e y, que sdo iguais. Isso também implica que o elétron desemparelhado se encontra
no nivel dx*-y%. Um valor de g/; menor do que o g, indicaria, ao contrario, que o elétron esta

no nivel dz>.

A relagdo empirica g/ / A;; (cm) tem sido utilizada para identificar a geometria ao
redor do ion cobre(ll), estimando uma distor¢do tetraédrica em um ambiente tetragonal, em
miméticos de varias proteinas ou de sitios especificos do metal [110]. Valores mais baixos
dessa relacdo, entre 100 — 150 cm descrevem geometrias mais proximas de tetragonal ou
quadrado planar; ja razdes maiores (170-250 cm), sdo verificadas em compostos com uma
geometria mais tetraédrica [110, 111]. Uma relacdo de valores obtidos para comparacao dos

espectros dos complexos registrados pode ser observada na Tabela 5.4.

Nos complexos (1) e (2), estudados anteriormente, pode ser observado um ambiente
proximo ao tetragonal, com relagGes g///A;; de 128 e 122 c¢m, respectivamente, o que indica
gue ambos possuem uma geometria quadrado planar, com pequena distorcao tetraédrica ao

redor do ion metdlico, sendo entdo, muito similares neste aspecto.

O complexo (3) se diferente dos outros complexos por possuir uma geometria
bastante distorcida com a maior razdo g;;/A;; 204 cm (tetraédrica). Esse fato pode ser
explicado por haver na estrutura um ligante bidentado e dois ligantes cloreto, que permitem
a geometria preferencial ao cobre(ll), estrutura tetragonal. Sdo ligantes labeis, e por serem
monodentados permitem a mudanca de geometria quando ha necessidade (nas mudancas

de estado redox, ja que o cobre(l) tem preferencialmente geometria tetraédrica).

O complexo (4) tem uma geometria que pode ser definida como quadrado planar, com
relagdo g;;/A;; 108 cm. Esse parametro indica que a estrutura ao redor dos dois ions de
cobre é a mesma (ndo se observando outros sinais que pudessem indicar centros diferentes

de cobre). Assim, a observacdo principal é de que a estrutura do complexo seja simétrica.

Os espectros dos outros complexos (5) e (6) mostram estruturas definidas por um

Unico ambiente ao redor do ion cobre, também muito similares entre si. Neste caso, os
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parametros definem uma grande distor¢do tetraédrica para esses complexos, com valores

de g///A; correspondentes a 185 e 191 cm, respectivamente.

Todos os complexos apresentaram parametros Unicos, indicando que nao ha outros

ligantes coordenados aos ions cobre, mostrando que estes se encontram puros em solugao.

5.4. Espectroscopia Eletronica
As principais bandas de absor¢do observadas nos espectros UV/Vis para complexos

metalicos, ocorrem na regido do ultravioleta, de alta energia, e podem ser relacionadas com
as transi¢Oes internas dos ligantes (LT) (hn —> ® e © — ©*), onde n é orbital ndo-ligante, © é
orbital ligante e w* é orbital antiligante. Outras bandas se apresentam na regido do
ultravioleta préximo ou no visivel e sdo atribuidas geralmente a transi¢cdes de transferéncia
de carga, metal ligante (TCML, dn — ©*) ou ligante metal TCLM, (t — d=). Este tipo de
transicdo é mais frequentemente observada em complexos com ligantes que possuem
orbitais ©* semipreenchidos, especialmente ligantes aromaticos. O outro tipo de transicdo
observada na regido do visivel é a chamada transi¢cdo d-d, de menor intensidade (¢ ~ 10 a
10> mol* L cm™), por ser proibida pela regra de Laport, que ocorre entre orbitais
preferencialmente centrados no metal [112], observadas também em complexos de
cobre(ll). Os espectros UV/Vis sdo bastante caracteristicos de cada complexo, com bandas
gue apresentam coeficientes de absortividade molar (g) préprios, determinados pela

equacdo de Lambert-Beer.

Para os ligantes organicos do tipo bases de Schiff, as transicdes LT (t — ©*), referentes
aos grupos cromoforos C=N, C=C, sdo registradas na literatura, em geral na regido entre 196
— 313 nm, com coeficiente de absortividade molar (g) maior que 10* M™* cm™, indicando
transicdes completamente permitidas pelas regras de selecdo (Laporte e Spin) [113]. Nos
correspondentes complexos, estas bandas podem sofrer deslocamentos devido a
coordenagdo ao ion metalico. As bandas referentes as transi¢des LMCT (t — dmnt) aparecem
na regido de 320 — 450 nm, com valores de € caracteristicos em torno de 10* M cm™. Estas
bandas também sdo permitidas pelas regras de selecdo e se caracterizam por intensas

absorcdes na regido do visivel e UV préoximo [112].



65

As Figuras 5.7, 5.8, 5.9. e 5.10 referem-se aos espectros eletronicos obtidos para os

complexos sintetizados.
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acetonitrila e respectiva banda d-d em DMSO.

Absorbancia

0.8

0.4 A

0.8 4

0.4

[Cu(Bzampy)CI]CI

253
[Complexo]

T
350

Comprimento de onda (nm)

400

Absorbancia

2 mM do complexo
730

400

T
500

T T T T 1
600 700 800 900 1000

Comprimento de onda (nm)

Figura 5.7. Espectros eletronicos no UV/Vis do complexo [Cu(bzampy)CIIClI (3) em

|| [Cup(ftampy)(ampy),)(CIO4)4
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Figura 5.8. Espectros eletrénicos no UV/Vis do complexo [Cu,(ftampy)(ampy),](ClOs)s

(4) e respectiva banda d-d em acetonitrila.
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Figura 5.9. Espectros eletronicos no UV/Vis dos complexos [Cu(isadab)CI]CI.H,0 (5) em
DMSO.
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Figura 5.10. Espectros eletronicos no UV/Vis do complexo [Cu,(isadbz)Cl,]Cl, (6).
As bandas apresentadas pelos complexos estdo na faixa de transi¢des dos ligantes em
LT (r > =*), e bandas de TCLM, além das bandas correspondentes as transi¢des d—d
(transicdes internas do metal), que nos complexos (5) e (6) ndo puderam ser visualizadas na

faixa de concentragdes utilizadas, por serem pouco sollveis.

Os valores caracteristicos de Amsx € respectivas absortividades molar (g) estdo

dispostos na Tabela 5.5.
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Tabela 5.5. Caracterizagdo das bandas observadas (Amzx) € respectivos valores de

absortividade molar (€) nos espectros eletrénicos dos complexos (3), (4), (5) e (6).

Complexo Amax, NM g, Mtcm? Transi¢ao

253 1,7 x 10" LT (m — 7*)

[Cu(bzampy)cl]CI (3) 288 1,5x10* LT (t — 7*)
730 125 d-d

207 5,3 x 10* LT (t — 7t*)

[Cuz(ftampy)(ampy).](ClO4)s 253 2,6x10" LT (m — 7*)
(4) 358 3,1x10° LMCT
586 189 d-d

272 3,9 x 10* LT (t — 7t*)

302 9,1x 10° LT (t — 7t*)
328 1,3 x 10 LMCT
[Cu(isadab)CI]CI*H,0 (5) 340 ) HMeT
355 1,4 x 10* LMCT
393 4,1x10° LMCT
479 1,3x10° LMCT

230 5,8 x 10° LT (t — 7t*)

278 1,1x 10* LT (1t — 7t*)
Cuyisadbz)Cl,]Cl, (6) 330 (om) 5,6 x 10° LMCT
343 6,5 x 10° LMCT
370 (om) 5,2 x 10° LMCT

406 2,8 x10° LMCT
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6. Resultados e Discussdes Il — Reatividade e Intera¢cbes com

Biomoléculas

A seguir serdo apresentados os ensaios de reatividade e investigacbes da interacao
com biomoléculas dos complexos estudados. Alguns experimentos foram realizados apenas
para os complexos que se apresentaram sollveis, na concentracdo padrdo utilizada nos
experimentos, ou aqueles com resultados relevantes em andlises complementares

(reatividades apresentadas).

6.1. Verificacdo da atividade Tirosinase: Catalise da Oxidacdo da L-Dopa

No intuito de verificar se os complexos sintetizados possuem atividade tirosinase,
foram realizados ensaios cinéticos, monitorando-se a atividade catalitica dos compostos
frente a oxidacdo do substrato L-Dopa (di-hidroxifenilalanina), levando a formacdo da L-
dopaquinona, em tampao fosfato pH 7,00 e T = 25 °C. Esse monitoramento foi realizado

observando-se o aumento da respectiva banda da quinona em 475 nm.

A tirosinase apresenta um sitio ativo com dois centros de cobre, acoplados
magneticamente, coordenados a grupos imidazdlicos de histidina. Entre os centros de cobre
se insere a molécula de oxigénio, conforme mostrado Figura 6.1. Dessa forma, a enzima é

capaz de oxidar fendis a catecdis (ou o-dihidroxibenzenos) e estes as correspondentes

quinonas.
A) B)
N I j
O HO z —_— OH
N ~ / \C / Hzﬁ OH Om e Hﬁ
/CU \ / u < N ] 2 H,0 OH
N O OH o
HO” X o
N 7N\ ’ HO™ X
e o O; H20 HoN o]

2 2
H—Nn M

Figura 6.1. (A) Representagcdo do sitio ativo da enzima tirosinase e do tipo de
coordenacdo da molécula de dioxigénio aos ions cobre. (B) Reacdes referentes a atividade
tirosinase (L-Tirosina a L-Dopa e L-Dopa a L-dopaquinona).

Assim, quando os compostos sdo capazes de oxidar o substrato a sua correspondente
guinona, sdao chamados de miméticos funcionais da enzima.
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a) Variagcao da concentragdao dos complexos
Nesses ensaios avaliou-se a influéncia do catalisador, variando-se a concentragao dos
complexos, com a concentracdo do substrato constante, [L-Dopa] (8,0 mM), em pH 7,00

(tampao fosfato 50 mM) e T = 25 °C.

[Cu(bzampy)CI]CI

0,12

*°71L-Dopa] = 8 mM

Variagao de CuL

1] i
S 0084 400 uM
S 320 uM —
S oos] ——200uM —
2 —— 160 M
< .
< 0,044 //
7 o
0,02 3 )
O'OO — T T T T T 1
0 50 100 150 200 250 300

Tempo, s

Figura 6.2. Curvas de oxidacdo da L-Dopa variando-se a concentracdo do complexo
[Cu(bzampy)CI]" (3).

A partir das curvas cataliticas, com os valores de absorbancia em fungdo do tempo,
podem ser calculadas as velocidades iniciais para cada valor de concentracdo do complexo, a

ser verificadas na Tabela 6.1.

Tabela 6.1. Valores das velocidades iniciais da oxidacdao da L-Dopa, em diferentes
concentragdes do complexo (3), obtidos pela curva da absorbancia em funcdo do tempo,

sem variacdo do substrato [L-Dopa] = 8,0 mM, em pH 7,00 e T = 25° C.

[Cu(bzampy)CI]*, pM Vi, 10°s*
0,0 0,00
160,0 14,79
200,0 18,17
320,0 41,38

400,0 67,22
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A curva a seguir mostra uma dependéncia de pseudo-primeira ordem da velocidade de

reacdo em funcdo da concentracdo do complexo [Cu(bzampy)CI]* (3).

60

30

Vis™), 10°

T T T
0 20 40

[Cu(bzampy)CIICI, 10° M

Figura 6.3. Dependéncia da velocidade inicial de oxidacdo da L-dopa em fungdo da
concentracdo do complexo [Cu(bzampy)C]® (3); [L-Dopa]= 8mM, em tamp3do fosfato pH 7,0 e
T=25°C.

A partir destes dados, estimou-se entdo uma constante de velocidade igual a

Kops= 1,40 M s, para o complexo em estudo.

[Cuy(ftampy)(ampy),]**
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Figura 6.4. Curvas de oxidagdo da L-Dopa variando-se a concentragao do complexo
[Cu(ftampy)(ampy),]** (4), em fungdo do tempo, em tamp3o fosfato pH 7,0 e T = 25°C.
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Com os valores de absorbancia em funcdo do tempo, a partir das curvas cataliticas,
foram calculadas as velocidades iniciais para cada valor de concentragdao do complexo, a ser

verificadas na Tabela 6.2., a seguir.

Tabela 6.2. Valores das velocidades iniciais da oxidacdo da L-Dopa, em diferentes
concentragdes do Complexo (4), obtidos pela curva da absorbancia em fun¢do do tempo,

sem varia¢do do substrato [L-Dopa] = 8,0 mM, em pH 7,00 e T = 25° C.

[Cu,(ftampy)(ampy),]*, uM Vi, 10> s*
0,0 0,00
160,0 77,07
200,0 90,46
320,0 163,00
400,0 257,00

A curva a seguir mostra uma dependéncia de pseudo-primeira ordem da velocidade de

reacdo em funcdo da concentracdo do complexo [Cua(ftampy)(ampy).]** (4).
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Figura 6.5. Dependéncia da velocidade inicial de oxidagdao da L-dopa em fungdo da
concentragdo do complexo [Cu,(ftampy)(ampy).]** (4); [L-Dopa)= 8mM, em tamp3o fosfato
pH 7,0 e T =25°C.
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A partir destes dados, estimou-se entdo uma constante de velocidade igual a

Kobs= 5,65 M™* s, para o

complexo em estudo.

b) Variagao da concentragao do substrato

Nos proximos ens

aios foi verificada a influéncia da concentracdo do substrato na

reacdo catalisada. Dessa forma, variou-se a concentragao da L-Dopa nos valores de 4 a 8

mM, mantendo-se a concentracdo dos diferentes complexos constante, [Cul] = 320uM.
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Figura 6.6. Curvas de oxidacdo da L-Dopa com o complexo [Cu(bzampy)CI]® (3) em

funcdo do tempo, em tamp3o fosfato pH 7,0 e T = 25°C.

Com os dados obti

dos pode-se calcular as velocidades iniciais para a reacdo catalisada

pelo complexo [Cu(bzampy)CI]* (3), como mostra a Tabela 6.3.
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Tabela 6.3. Velocidade inicial para diferentes concentracdes de L-Dopa, na

concentragdo de 320uM do complexo (3).

[L-Dopa] x 10°M Vi, 10> s*
0,0 0,0
4,0 22,63
5,6 38,11
7,2 40,64
8,0 45,08

A curva a seguir mostra uma dependéncia de pseudo-primeira ordem com relacdo a

concentragdo de substrato, para a rea¢do catalisada pelo complexo [Cu(bzampy)CI]* (3).
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0,0003

Vi (s)

= 0,0002
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T T T T T
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Figura 6.7. Curva da velocidade inicial da oxidacdo da L-Dopa em funcdo da
concentracdo do substrato, catalisada pelo complexo [Cu(bzampy)CI]* (3) a 320uM; [L-
Dopal= 4-8mM, tampao fosfato pH 7,00.

Através do grafico obtido, pode-se estimar uma constante de velocidade inicial igual a

k’ops = 0,058 M s™* para o complexo (3) em estudo.
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[Cu,(ftampy)(ampy),] **
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Figura 6.8. Curvas de oxidac3o da L-Dopa com o complexo [Cu,(ftampy)(ampy)2]** (4)
em fun¢do do tempo, em tamp3o fosfato pH 7,0 e T = 25°C.
Analogamente, os dados obtidos foram expressos pelas velocidades iniciais para a

reacdo catalisada pelo complexo [Cu,(ftampy)(ampy)2]** (4), que est3o descritos na Tabela

6.4.

Tabela 6.4. Velocidade inicial para diferentes concentracdes de L-Dopa, na reacdo

catalisada pelo complexo (4) na concentracdo de 320uM.

[L-Dopa] x 10°M Vi, 10° s
0,0 0,0
4,0 154,0
5,6 147,0
7,2 173,0
8,0 163,0

A curva abaixo mostra uma tendéncia a saturacdo, na qual ha apenas uma pequena
variacdo da velocidade inicial com diferentes concentracdes do substrato utilizado, quando

catalisada pelo complexo [Cuy(ftampy)(ampy),CI]** (4).
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Figura 6.9. Curva da velocidade inicial da oxidacdo da L-dopa em funcdo da
concentragio do substrato, catalisada pelo complexo [Cux(ftampy)(ampy).CI]** (4) a 320uM;
[L-Dopa]= 4-8mM, tampao fosfato pH 7,00.

Considerando apenas a parte inicial do grafico, pode-se estimar uma constante de

velocidade inicial igual a k’ops = 0,244 Mts?t para o complexo (4) em estudo.

Cinética dos complexos
0,20 4
o
O 0,154
c
«©
=
O -
L 010 —
< / -
///
0,05 - _— "
- — [Cu,(ftampy)]™" [200 pM]
/ ~— [Cu(bzampy)CI]* [400 uM]
0,00 T T T T T T T T T T T 1
0 50 100 150 200 250 300
Tempo, s

Figura 6.10. Comparagdo entre as curvas cinéticas dos compostos mono (3) e dinuclear
(4). Atividade catalitica na oxidacdo da L-Dopa em fung¢do do tempo, substrato [8,0 mM],

complexo mononuclear [400 uM] e complexo dinuclear [200 uM].
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Figura 6.11. Velocidades obtidas em funcdo das concentracdes dos complexos
utilizados, descrevendo os dados determinados para a dependéncia com a concentracao do
catalisador: Vi = kops[CuL].

Tabela 6.5. Resumo dos valores encontrados para a constante de pseudo 12 ordem da
cinética catalitica dos compostos. [L-dopa] = 8,0 mM.

Complexo de Cobre Kobs K obs Constante cinética
(dep. com (dep. com (pseudo-primeira
catalisador) substrato) ordem)
Mts? Mts? k,107%s™
[Cu(bzampy)CI]" (3) 1,40 0,058 1,7+0,1
[Cu,(ftampy)(ampy).]** (4) 5,65 0,244 7,1+£0,5

Considerando a dependéncia da velocidade inicial de oxida¢dao da L-dopa, tanto com a
concentracdo do catalisador como do substrato:
Vi =k [CuL].[L-dopa], portanto k = kobs/[L-dopa]

Ou Vi =kl [Cul].[L-dopa], portanto k = k’'obs/[Cul]
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Deste modo, constata-se que o complexo dinuclear, [Cuy(ftampy)(ampy).]** (4), é
melhor catalisador do que o correspondente mononuclear na oxidagao da L-dopa. Este
resultado ja era esperado, uma vez que compostos dinucleares sdo capazes de mimetizar
melhor o sitio ativo das enzimas tirosinases. Porém, verifica-se que o composto dinuclear
em estudo possui uma estrutura mais rigida, o que poderia torna-lo pior catalisador do que o
complexo (2), para o qual foi anteriormente determinado o valor de keps = 2,38 10%ste Kobs

=1,91M1s? que apresenta uma estrutura mais maledvel [30].

Os ensaios analogos referentes aos complexos (5) e (6) ndo foram realizados, pois os
compostos precipitavam quando eram adicionados a cubeta contendo o tampao, ou mesmo
em agua na concentracdo exigida para o ensaio (160 uM a 400 pM), devido a sua baixa

solubilidade.
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6.2. Monitoramento da Geragao de Radicais por Espectroscopia EPR

Ensaios de geracdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) em presenga dos
complexos foram realizados. Afinal, complexos contendo cobre possuem um sitio redox,
podendo ser essencial para sua reatividade frente a biomoléculas. Essa reatividade pode
indicar uma via de agdo dos complexos em estudo frente a células tumorais. Esses estudos
foram realizados em presenca de H,0,, como agente ativador que reduz os ions de Cu(ll)
iniciando o ciclo catalitico, e DMPO como captador de spin. Os correspondentes espectros
podem ser observados na Figura 6.12, 6.13 e 6.14. As caracteristicas dos espectros de EPR
relacionados ao adulto DMPO-OH formado mostram 4 linhas, com constantes de interagdo
hiperfina ay = Ay=14,9. Para o aduto DMPO-CH; observam-se 6 linhas, com constantes Ay =
23,4 G e Ay = 16,3 G. O radical metil foi gerado pela reacdo de radicais °OH com o
dimetilsulféxido, utilizado na preparagdo das solugdes dos complexos (1 % de DMSO no meio

reacional) Esquema 2.

2+ + - +

LCu +HZO2 — LCu + O2 + 2H

+ 2+ ° -

LCu +H202 — LCu + OH +OH
Esquema 2

DMPO(aq) + OH(ag) > DMPO-OH(aq) A=A =14,
DMPO(aqg) + CHs(ag) > DMPO-CH, A =23,4G; A =163G
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Figura 6.12. Formacdao de espécies reativas de oxigénio, monitorada por
espectroscopia EPR, utilizando DMPO como captador de spin (100 mM), em solugcbes de
H,0; (250 uM), complexo (1) 100 uM e complexo (2) 100 uM, em tampdo fosfato (pH = 7,0)

e temperatura ambiente (25 °C). * sinais do DMPO-OH; * sinais do DMPO-CHs.

Como pode ser observado, hd um aumento na quantidade de espécies reativas
geradas para o complexo dinuclear (2), em relacdo ao complexo (1). Essa geracdo de radicais
hidroxil, em ambos os casos, é capaz de causar danos a varias biomoléculas, e pode ser

associada aos danos que os complexos causam nas células.

Na Figura 6.13. sdo apresentados os espectros EPR registrados em presenca dos
complexos (3) e (4). Também neste caso podemos observar a formacao dos radicais hidroxil
e metil. Surpreendentemente, comparando-se os dois complexos (3) e (4), ndo sdo

observadas diferencas significativas na geracao de radicais.
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Figura 6.13. Formacdao de espécies reativas de oxigénio, monitorada por
espectroscopia EPR, utilizando DMPO como captador de spin (100 mM), em solucdes de
H,0, (250 mM), complexos (3) 100 uM e complexos (4) 100 uM, em pH 7,0 e temperatura

ambiente (25 °C).
Para os complexos (5) e (6) os espectros mostrados na Figura 6.14. a seguir indicam

gue estes compostos também sdo capazes de gerar radicais nas mesmas condicoes

experimentais.

800 —
—— Complexo 5

600 - Complexo 6

400 —
200 —
o 4

-200 —

Intensidade de EPR, u.a.

-400 -

-600 —

-800 T T T T T T T T T T
3420 3440 3460 3480 3500 3520 3540

Campo Magnético, G

Figura 6.14. Formacdao de espécies reativas de oxigénio, monitorada por
espectroscopia EPR, utilizando DMPO como captador de spin (100 mM), em solucdes de

H,O0, (250 uM), complexos (5) — 100 uM e complexos (6) — 100 uM, em temperatura

ambiente (25 °C).
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Principalmente no caso do complexo (5), essa habilidade pode explicar os danos
oxidativos verificados nos ensaios utilizando DNA plasmidial superenovelado (clivagem em

DNA) quando incubado com esse complexo.

Entretanto, os complexos (5) e (6) ndo se apresentaram ativos frente as linhagens
celulares de melanomas, conforme ensaios descritos a seguir. Isto pode estar associado mais

uma vez a sua baixa solubilidade em solu¢des aquosas, limitando assim sua reatividade.

Dessa forma, para quantificar a intensidade do sinal de EPR, foi realizado o cdlculo da
integral dupla desses sinais nos espectros, utilizando o programa WINEPR. Os valores foram
calculados através da soma dos 4 sinais para DMPO-OH, com Ay = Ay = 14,9 G e dos 6 sinais

atribuidos a DMPO-CHs, com Ay = 23,4 Ge Ay= 16,3 G.

Para o complexo (1) os valores das integrais foram 2,69 x 10 (DMPO-OH) e 3,88 x 10°®
(DMPO-CHs). O complexo (2) apresentou valores do sinal dos adutos proximos ao dobro dos
resultados encontrados para o complexo mononuclear, isto é, 5,06 x 103 (DMPO-0H) e 4,08
x 10 (DMPO-CH;3), indicando que a gerac3o de radicais estd associada ao nimero de fons

cobre presente na estrutura.

Nos complexos (3) e (4) os valores encontrados para a integral dupla foram 1,41 x 107
(DMPO-OH), 9,47 x 10 (DMPO-CHs) e 1,06 x 102 (DMPO-OH) e 1,84 x 10 (DMPO-CHjs),

respectivamente, mostrando uma geracdo maior de radicais na presenca desses complexos.

Os valores apresentados pela integral dupla dos espectros dos complexos (5) e (6)
foram de 8,00 x 10 (DMPO-0OH), 1,17 x 10 (DMPO-CHs) e 1,32 x 10 (DMPO-OH) e 7,56 x
10 (DMPO-CH;), respectivamente, indicando uma gerag¢ao maior de radicais na presenca do

complexo mononuclear, o qual possui uma solubilidade um pouco maior no meio reacional.

Esses resultados, quando comparados, indicam que os compostos (3) e (4) parecem
ser mais ativos na geracdo de espécies reativas de oxigénio, o que pode corroborar sua
atividade antitumoral, analisada em ensaios de MTT, que serdo apresentados

posteriormente.
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Interagdo com Melanina Monitorada por Espectroscopia UV/Vis.
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Ensaios de interagao dos complexos de cobre com a melanina foram conduzidos no

intuito de verificar sua possivel influéncia na toxicidade observada frente a melanomas.

Estes ensaios foram realizados através de monitoracdo das variacdes espectrais ao adicionar

guantidades crescentes de melanina a cada um dos complexos.

Na Figura 6.15. abaixo s3ao mostradas as bandas caracteristicas dos complexos, e

podemos observar um aumento na absorbancia medida ao adicionar a melanina.

Absorbancia, u.a.

[Cu(apyhist)]**

—— melanina 5 pg

——CuL 32 M

—— CuL 32,0 uM: 5 pg melanina
—— CuL 31,7 uM: 10 pg melanina
—— CuL 31,4 uM: 15 pg melanina
— CuL 31,2 uM: 20 pg melanina
—— CuL 31,0 uM:25 ug melanina

Absorbancia, u.a.

T T T T
300 400 500 600 700 800
Comprimento de onda, nm

[Cu(bzampy)CI]+

—— melanina 5 ug

—— Cul 240 yM

CuL 240 uM: 5 ng melanina
—— CuL 238 uM: 10 pg melanina
—— CuL 236 uM: 15 pg melanina
—— CuL 234 uM: 20 pg melanina
CuL 232 uM: 25 pg melanina

T T T )
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Comprimento de onda, nm

Absorbancia, u.a.

Absorbancia, u.a.
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——CuL 16,0 uM
—— CuL 16,0 uM : 5,0 ug melanina
—— CuL 15,8 uyM : 10,0 ug melanina
—— CuL 15,7 uM : 15,0 ug melanina
S —— CuL 15,6 uM : 20,0 ug melanina
"~ —CuL 15,5 uM: 25,0 ug melanina
N ;\\
N ——

T T T T 1
300 400 500 600 700 800
Comprimento de onda, nm

[Cu,(ampy),(ftampy)]**

CuL 160,0 uM : 4,0 ng/uL melanina
—— CuL 158,7 uM : 7,9 ng/uL. melanina
CuL 157,4 uM : 11,8 ng/ug melanina
—— CuL 156,2 M : 15,6 ng/pg melanina
~_ CuL 155,0 uM : 19,3 ng/ug melanina

300 400 500 600 700 800
Comprimento de onda, nm

Figura 6.15. Espectros da titulacdo dos complexos pela melanina (solubilizada em

solucdo de NaOH 250 mM) a temperatura ambiente. As concentracdes estdo expostas na

figura.

Entretanto, esse experimento se mostrou inconclusivo, devido a intensa coloragdo da

melanina. As adicGes de melanina ndo ocasionaram variacdes e sim, apenas uma adicdo das

absorbancias das espécies em solugdo. Interacdes geralmente sdao acompanhadas de

aumento ou diminuicdo acentuadas das intensidades das bandas e deslocamentos maximos
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(hiper ou hipocromismo), que levariam ao aparecimento de pontos isosbésticos, ou

alteragdes nos comprimentos de onda (batocromismo) [114].

A reta da Figura 6.16 foi calculada para todas as curvas experimentais, ndo indicando

variacdes que pudessem ser consideradas como interacoes.

_ = |nteragao melanina [Cu(apyhist)]2+
0.85 +

0.80

0.75 o

© |
5 0704
c 4
g 0.65 -
—
S |
_8 0.60 — Equation y=a+b*x
<t { Adj. R-Square  0.99973
0.55 Value Standard Error
1 286 Intercept | 0.41604 0.00231
0.50 4 286 Slope 0.02174 1.79224E-4
045 T T T T T T T T T
2 4 6 8 10 12 14 16 18 20

[melaninal, ng/uL

Figura 6.16. Absorbancia medida em fun¢dao da concentra¢ao de melanina adicionada,
em tampao fosfato pH 7,4 (50 mM) a temperatura ambiente.

6.4. Interagao com Melanina Monitorada por Espectroscopia EPR

No intuito de complementar esses estudos de interagdo, foram realizados ensaios
monitorados por espectroscopia de ressonadncia paramagnética eletronica (EPR). Nestes
experimentos buscou-se verificar como os complexos comportavam-se na presenca da
melanina. Estes ensaios foram realizados para os complexos (1) e (2), a temperatura

ambiente.

Inicialmente, os experimentos foram realizados utilizando solu¢des-mae preparadas
por relagdo massa/massa de complexo e melanina. Estas solu¢gdes continham 5 mg/mL de
melanina, no caso das solucdes de complexos, foi preparada também uma solucao de sail de
cobre correspondente a maior concentracdo de cobre do complexo utilizado em mol/L. Em
cada experimento os valores de concentracdoes de melanina foram fixados, variando-se a
concentracdo dos complexos de cobre, conforme mostrado na Figura 6.17. A analise desses

espectros indica que ha uma interacdo entre os complexos e a melanina. Isto também foi
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observado no experimento adicionando sal de cobre, o aqua-complexo [Cu(H20)4]2+,

utilizado como controle. Porém a interagao se mostra mais acentuada com o complexo (2)

dinuclear.
2+ Cul ) ) - —cuL
melanina - [Cu(apyhist)] ——1mel:2CuL melanina - [Cu,(apyhist),dpam] ——1mel:2CuL

—— 1mel:1CuL —— 1 mel:1CuL
—— 1 mel:0,5CuL —— 1mel:0,5CuL
—— melanina —— melanina

< ©
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[hq
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3000 3100 3200 3300 3400 3500 3000 3100 3200 3300 3400 3500
Campo Magnético, G Campo Magnético, G

Figura 6.17. Espectros de EPR, a temperatura ambiente, mostrando a interag¢do da
melanina com os complexos [Cu(apyhist)HZO]2+ (1) e [Cuz(apyhist)zdpam]4+ (2). As
proporcoes de complexos e melanina estdo definidos no grafico, concentracdo de melanina
1,0mg/mL, concentracdo de complexos: (1) =1 mM a4 mM, (2) = 0,45a 1,8 mM.

Nessa primeira analise, foi observada alteracdo significativa no espectro para o
complexo (2) na propor¢do de 1:1 (melanina:complexo). Uma alteracdo semelhante foi

observada na propor¢do de 1:0,5 (melanina:complexo) para o complexo (1).

Um segundo ensaio foi entdo realizado para acompanhar a interagdao complexo-
melanina, usando proporg¢des intermedidrias. Neste experimento avaliou-se os parametros
de EPR, com ensaios em que foi usada uma concentracao fixa dos complexos, 2 mM para (1)

e 0,9 mM para (2), variando-se a concentra¢do de melanina de 0,50 mg/mL a 2 mg/mL.
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Figura 6.18. Espectros de EPR, a temperatura ambiente, mostrando a interacdo da
melanina com os complexos [Cu(apyhist)HZO]2+ (1) e [Cuz(apyhist)zdpam]4+ (2). As
proporcées de complexos e melanina estdo definidos na figura; [melanina] = 2 mg/mL a 0,50
mg/mL, concentragio de complexos: [Cu(apyhist)H,0]** 2mM e [Cu,(apyhist),dpam]** 0,9
mM.

Os espectros foram registrados em uma janela maior de campo magnético, para

verificar possiveis interagdes em valores de campo mais baixo, porém ndo foram observadas

alteragdes de sinais.

Nas Figuras a seguir, pode-se avaliar as variagcdes espectrais observadas com
proporcdes crescentes de melanina adicionadas a cada complexo de cobre. Inicialmente

tem-se os espectros para o aqua-complexo (Figura 6.19.).

[Cu(aqua)]

: 2,00 melanina
—— 1 CuL : 1,00 melanina
—— 1 CuL : 0,80 melanina
—— 1 CuL : 0,66 melanina
—— 1 CuL : 0,57 melanina
—— 1 Cul : 0,50 melanina
—— melanina

Intesidade de EPR, u.a.

3000 3100 3200 3300 3400 3500
Campo Magnético, G
Figura 6.19. Espectros de EPR, a temperatura ambiente, mostrando a intera¢do da

melanina com o sal de cobre(ll). As propor¢ées de [Cu(aqua)] e melanina estdo definidos na
figura; [melanina] variou de 2 mg/mL a 0,50 mg/mL; [cobre(Il)] = 0,9 mM.
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Como podemos observar, hd uma reducdo do sinal de cobre com o aumento da
quantidade de melanina, bem como o desaparecimento do sinal de radical livre (g=2.003)
caracteristico da melanina pura (sem adicdo de metal). Esse fen6meno pode indicar uma
reducdo do metal para Cu’, que apresenta caracteristicas diamagnéticas, fazendo com que o

espectro fique silencioso para o EPR.

Analisando esses espectros do [Cu(aqua)], foi verificado uma mudanga nos
parametros, que inicialmente sdo de gi,,= 2,189 para todas as proporgdes, variando para
8iso= 2,097, na proporcdo de 1:2 com melanina. Esse comportamento indica que o sal de
cobre(ll) interage com a melanina de acordo com sua concentra¢do relativa, do modo
descrito acima, no qual hd uma supressao do sinal de radical com uma possivel reducdo do

ion cobre.

. 2
[Cu(apyhist)H,O]

—CuL
—— 1 CulL : 2,00 melanina
—— 1 CuL : 1,00 melanina
—— 1 CulL : 0,80 melanina
—— 1 CulL : 0,66 melanina
—— 1 CuL : 0,57 melanina
—— 1 CulL : 0,50 melanina
—— melanina

Intensidade de EPR, u.a.

T T T T T T T T T T T
3000 3100 3200 3300 3400 3500
Campo Magnético, G

Figura 6.20. Espectros de EPR, a temperatura ambiente, mostrando a interagdo da
melanina com o complexo [Cu(apyhist)H,0]** (1). As proporcdes de complexo e melanina
estdo definidos na figura; [melanina] variada de 2 mg/mL a 0,50 mg/mL; [CuL] = 2mM.

Fazendo estudos analogos, utilizando o complexo [Cu(apyhist)H,0]*" (1), resultados
visualizados na Figura 6.20. foram obtidos. Podemos determinar o mesmo padrdo de
reducdo de sinal ocorrido com o cobre aqua, ou seja, a diminui¢ao do sinal de acordo com a
adicdo de melanina no sistema. Isso indica que o complexo interage com a melanina,

ocorrendo a reducao do cobre(ll) a cobre(l).
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O espectro do composto na proporcao de 1:2 de melanina apresenta sinal com
parametros gis, = 2,106, g = 2,060, g/, = 2,197 e A/, = 66 G. Os espectros nas outras razdes de
complexo e melanina apresentam um parametro de gi;, = 2,102 e A/, = 60 G. Dessa forma,
obtém-se valores de gi, € A/, que sdo similares, o que indica que os espectros sao da mesma

espécie quimica.

[Cu,(apyhist),dpam]**

CuL

—— 1 CuL : 2,00 melanina
—— 1 CuL : 1,00 melanina
—— 1 CuL : 0,80 melanina
—— 1 CuL : 0,66 melanina
—— 1 CuL : 0,57 melanina
—— 1 CuL : 0,50 melanina
—— melanina

Intensidade de EPR, u.a.
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3000 3100 3200 3300 3400 3500
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Figura 6.21. Espectros de EPR, registrados a temperatura ambiente, mostrando a
interagdo da melanina com o complexo [Cua(apyhist).dpam]** (2), analise em proporcdes de
complexos e melanina estdo definidos na figura, concentra¢do de melanina de 2 mg/mL a
0,50 mg/mL, concentracdo do complexo em 0,9 mM. Temperatura ambiente.

Analogamente, foi obtida a Figura 6.21. para o composto dinuclear (2). Analisando
esses espectros, observa-se um comportamento similar ao do complexo mononuclear (1),
porém, podemos notar uma diminuicao significativa do sinal EPR ja em proporg¢des 1:0,57
(complexo:melanina). Para o complexo [Cu(apyhist)HZO]2+ (1), essa diminuicdo do sinal so
ocorreu na proporcdo 1:2 melanina, o que sugere uma interacdo muito mais efetiva entre a
melanina e o complexo (2) dinuclear, o que pode explicar sua forte influéncia frente a células

melanomas pigmentadas, em ensaios descritos a seguir.

Os parametros para o composto dinuclear sdo giso= 2.100 e Aix:=58G, similares aos
obtidos com o complexo mononuclear, o que faz sentido, ja que as ligacdes com o ligante

em ambos 0s compostos sdo similares.
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Para comparar a reducdo do cobre com cada complexo, foi construida a Figura 6.22,
com a variacdao da dupla integral do sinal de EPR em fungdo da razdo em massa

[melanina]/[Cul].

350

300 - A m  [Cu(apyhist)(H,O)] )
]

| ® [Cu,(apyhist), (dpam)
250 - A [Cu(H,0)]

200 +
150

100

Integral Dupla do Sinal de EPR
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° ‘ A

o417 T T 1
0.0 0.5 1.0 15 2.0 25 3.0 3.5 4.0

razao [Melanina]/[CuL], (m:m)

Figura 6.22. Variacdao do Sinal de EPR (sinal integrado) com a razdo crescente entre
melanina e complexo de cobre, [melanina]/[Cul].

Verificou-se que aumentando a concentracdo de melanina, diminui o sinal de cobre

. ~ s . . . o ~ A . 1
devido a sua reducio: cobre(l) é silencioso no EPR devido a sua configuracio eletronica d*°.

O complexo dinuclear 2 é mais eficientemente reduzido pela melanina que o complexo
mononuclear 1 ou o aqua-complexo. Isto faz com que o complexo 2 gere mais EROs através
de um ciclo catalitico, do que o complexo 1, sensibilizando mais eficientemente as células

com maior conteudo de melanina.
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6.5. Reatividade frente ao DNA: Experimentos de Atividade Nuclease

Ensaios de clivagem em DNA foram realizados para observar possiveis altera¢des que
pudessem explicar a citotoxicidade dos complexos estudados, prejudicando o
desenvolvimento das células. Ensaios utilizando eletroforese em gel de agarose foram
conduzidos para observar a clivagem do DNA plasmidial superenovelado. Esses ensaios
foram realizados para observar uma possivel atividade nuclease dos complexos, ou seja, sua
capacidade em clivar as hélices do DNA. Os experimentos foram realizados com a incubag¢ao
dos complexos em diferentes concentracdes e tempos com o DNA plasmidial, utilizando os
controles: DNA com DMSO, DNA incubado com peréxido de hidrogénio, DNA incubado com

cada complexo em sua maior concentragao, e somente o DNA.

Esses estudos sdo de grande importancia no desenvolvimento de metalofarmacos,
uma vez que o DNA é um dos alvos usual no combate a certas doengas, como cancer. A
atividade nuclease de clivagem da fita de DNA pode levar a uma série de reacdes em cadeia,
chegando até a morte celular por apoptose. Alguns compostos sao capazes de clivar as fitas
de dupla hélice de DNA (superenovelado, forma 1), por clivagem simples (forma Il) ou
clivagem dupla (forma lll), sendo a dupla cisdo mais desejada para quimioterapicos, por ser

de dificil reparo [115].

Relatamos aqui os ensaios realizados com os compostos [Cu(bzampy)Cl]® (3) ,
[Cu(ftampy)Cl,]** (4), [Cu(isadab)Cl]* (5) e [Cu(isadbz)Cl,]** (6). Ensaios analogos ja haviam

sido realizados com os compostos (1) e (2) Figura 27 e 28, em estudos anteriores [30].

Os ensaios foram realizados nas concentracdes de 1, 25 e 50uM para cada um dos

complexos, e com tempos de incubagdo de 15, 30 e 60 minutos.
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Figura 6.23. (A) Gel de agarose do plasmidio de DNA pBluescript Il KS(+/-), incubado
com o complexo [Cu(bzampy)CI]* (3) por 15, 30 e 60 min, com perédxido de hidrogénio. As
concentracdes de CuL em uM, e os tempos de incubacdo em min estdo indicadas no gel.
Canaletas: 1Kb marcador; DNA+DMSO, DNA + H,0, (125uM); DNA + CuL (50 uM — 60 min);
DNA plasmidial (300ng/uL). (B) Razdo da Forma Il/Forma | do DNA determinado das bandas
do gel de eletroforese na parte (A), utilizando o programa ImageJ 1.46 para a quantificacdo.

Nestas condi¢Bes experimentais, na auséncia de perdxido de hidrogénio, pode-se
observar que o complexo (3) ndo clivou as fitas de DNA, em concentra¢do de 50 uM apds 60
min de incubagdo. Porém, em concentragdo de 1 uM no tempo de 60 min, foi possivel

verificar a quebra da simples fita, em presenca do peroxido.
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Figura 6.24. (A) Gel de agarose do plasmidio de DNA pBluescript Il KS(+/-), incubado
com o complexo [Cu(ftampy)Cl,)** (4) por 15, 30 e 60 min, com perdxido de hidrogénio. As
concentra¢des de CuL em puM, e os tempos de incubagdao em min estdo indicadas no gel.
Canaletas: 1Kb marcador; DNA +DMSO, DNA + H,0, (125uM); DNA + CuL (50 uM — 60 min);
DNA plasmidial (300ng/uL). (B) Razdo da Forma Il/Forma | do DNA determinado das bandas
do gel de eletroforese na parte (A), utilizando o programa ImageJ 1.46 para a quantificacdo.

Esses resultados experimentais mostram que na auséncia de peréxido de hidrogénio, o
complexo (4) foi capaz de clivar uma das fitas de DNA, mesmo sem o auxilio de agente
ativador redox, em concentracdo de 50 UM apds 60 min de incubacdo. Além disso, esse
complexo foi capaz de clivar a fita simples na menor concentracdo utilizada, de 1 uM, no
menor tempo (15 min), em presenca do perdxido, porém ndo foi capaz de fazer a dupla
clivagem, indicando assim reatividade razodavel na clivagem do DNA plasmidial. Portanto,

este composto (4) mostrou melhor atividade do que o composto (3), porém, foi menos
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reativo que o complexo (2), que apresentava clivagem dupla no DNA na concentracdo de 50

pMem 20 minutos com o desaparecimento total da forma | vide Figura 6.28.
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Figura 6.25. (A) Gel de agarose do plasmidio de DNA pBluescript Il KS(+/-), incubado
com o complexo [Cu(isadab)Cl]* (5) por 15, 30 e 60 min, com perédxido de hidrogénio. As
concentra¢des de CuL em puM, e os tempos de incubagdo em min estdo indicadas no gel.
Canaletas: 1Kb marcador; DNA +DMSO, DNA + H,0; (125uM); DNA + CulL (50 uM — 60 min);
DNA plasmidial (300ng/uL). (B) Razdo da Forma Il/Forma | do DNA determinado das bandas
do gel de eletroforese na parte (A), utilizando o programa ImageJ 1.46 para a quantificacdo.

A andlise desse experimento indicou que o complexo (5), também foi capaz de clivar
uma das fitas de DNA, mesmo sem o auxilio de agente ativador redox, perdxido de
hidrogénio. Péde clivar a fita simples a partir da concentracdao de 25 uM no menor tempo
para essa concentracao (15 min), porém ndo foi capaz de fazer a dupla clivagem, em

nenhuma das concentrac¢does analisadas.
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Figura 6.26. (A) Gel de agarose do plasmidio de DNA pBluescript Il KS(+/-), incubado
com o complexo [Cu(isadbz)Cl,]** (6) por 15, 30 e 60 min, com perdxido de hidrogénio. As
concentracdes de CuL em pM e os tempos de incubacdo em min estdo indicadas no gel.
Canaletas: 1Kb marcador; DNA +DMSO, DNA + H,0; (125uM); DNA + CulL (50 uM — 60 min);
DNA plasmidial (300ng/uL). (B) Razdo da Forma Il/Forma | do DNA determinado das bandas
do gel de eletroforese na parte (A), utilizando o programa ImageJ 1.46 para a quantificagao.

Observando-se os resultados para o complexo (6), percebe-se que este composto
também foi capaz de clivar uma das fitas de DNA, mesmo na auséncia de perdxido de
hidrogénio. Mostrou que pode também clivar a fita simples a partir da concentracdo de 25
UM apds 15 min de incubacgdo, porém nao foi capaz de fazer a dupla clivagem. Além disso,
apresentou dentro da série de complexos estudados a pior reatividade na clivagem do DNA

plasmidial, o que pode ser observado na razao entre as formas clivadas e superenovelada.
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Figura 6.27. (A) Gel de agarose do plasmidio de DNA pBluescript Il KS(+/-), incubado
com o complexo [Cu(apyhist)H,0]** (1) por 10, 20 e 40 min, com peréxido de hidrogénio.
Canaletas: 1Kb marcador; DNA, DNA plasmidial (36ng/uL); H,0,, DNA + H,0, (125uM); As
concentragoes de CuL, e os tempos de incubacao estdo indicadas no gel. (B) Razdo da Forma
Il/Forma | do DNA determinado das bandas do gel de eletroforese na parte [30].
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Figura 6.28. (A) Gel de agarose do plasmidio de DNA pBluescript Il KS(+/-), incubado
com o complexo [Cux(apyhist),dpam]** (2) por 10, 20 e 40 min, com peréxido de hidrogénio.
Canaletas: 1Kb marcador; DNA, DNA plasmidial (36ng/uL); H,0,, DNA + H,0;, (125uM); As
concentracdes de Cul, e os tempos de incubacdo estdo indicadas no gel. (B) Razao da Forma
ll/Forma | do DNA determinado das bandas do gel de eletroforese na parte (A) [30].

Dentre os complexos estudados nestes ensaios e os anteriores podemos estabelecer
uma ordem de reatividade para a capacidade dos varios complexos de clivar a dupla hélice
do DNA. Em ordem decrescente de reatividade temos: complexo (2) capaz de clivar a dupla
fita, porém com a necessidade de agente redox; complexo (5) com valores de razdo de
clivagem significativo nas concentracdes 50 UM e pequena reatividade mesmo sem a adicdo

de perdxido de hidrogénio; complexo (4) com boa reatividade e inicio de clivagem de
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simples fita na concentracdo 25 uM, seguido do complexo (3) com reatividade razoavel, o
composto (6) que teve uma reatividade muito pouco significativa, e o composto (1) sem

reatividade nas concentra¢des avaliadas, estudado anteriormente.

Dessa forma, dentre os complexos apresentados, observa-se que para (3) mono e (4)
dinuclear, o complexo (4) é o mais reativo, como esperado e como foi também observado
para os complexos (1) e (2). Porém, para os complexos (5) mono e (6) dinuclear, a
reatividade ndo seguiu 0 menos conceito dos outros pares, indicando uma maior reatividade
para o composto mononuclear. Isto pode ser devido a um fator estrutural adicional.
Enquanto nos compostos dinucleares (2) e (4) os dois centros de cobre podem de certa
forma se aproximar e interagir entre si, ja que os ligantes sdo mais flexiveis, isto ndo é

possivel para o composto (6), com uma estrutura muito mais rigida.

Outro fator, observado nestes experimentos, foi o aparecimento de uma banda com
maior peso molecular, que pode ser observada sutilmente, com maior intensidade para o
composto (4), com mobilidade mais lenta. Esta banda pode indicar uma possivel interacao
do complexo com o DNA, que poderia ser confirmada possivelmente com outra técnica de

monitoramento de interagao com o DNA.
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7. Resultados e Discussao lll — Ensaios Celulares
7.1. Avaliagdo da Viabilidade Celular por MTT de Linhagens de Melanomas

Murinos: Melan-a, Tm1, Tm5 por Tratamento com os Complexos (1) e (2)

Os ensaios foram iniciados avaliando-se a viabilidade celular das linhagens murinas
TM1 e TM5 de melanomas, além da linhagem de Melan-a ndo tumorogénica, frente a acao
dos complexos (1) e (2) ja estudados, com foco no composto dinuclear, que se mostrou

bastante promissor [30].

A Figura 7.1. mostra resultados dos ensaios de MTT, comparando-se a atividade dos
complexos (1) e (2). Nela podemos observar que a viabilidade das linhagens tratadas com o

composto dinuclear (2) é inferior aquelas tratadas com o seu analogo mononuclear (1).

Legenda:
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Figura 7.1. Ensaios de viabilidade celular de melanomas murinos TM1, TM5 e células
ndo tumorogénicas murinas Melan-a, apds tratamento por 48h com os complexos
[Cu(apyhist)H,0)** (1) e [Cu,(apyhist).dpam]** (2), em concentracBes 5, 10 e 20 pM.
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Na analise dos dados de viabilidade é possivel verificar que o composto dinuclear é
mais citotdxico que o mononuclear para todas as linhagens avaliadas, incluindo a linhagem
ndo tumorogénica. Isso prejudicaria a performance do complexo em estudo, porém para
uma melhor conclusdo em relagdo a citotoxicidade do composto foram realizados
experimentos de morte celular monitorados por citometria de fluxo, no intuito de

comprovar melhor os resultados obtidos.

7.2. Ensaios de Morte Celular de Linhagens de Melanomas Murinos: Melan-a,

Tm1, Tm5 por Tratamento com os Complexos (1) e (2) - Avaliadas por Citometria de Fluxo

As linhagens murinas foram utilizadas para avaliar a citotoxicidade dos compostos (1) e
(2), sendo as células contadas em citémetro de fluxo, usando iodeto de propidio. Como
esperado, os resultados indicaram uma maior sensibilizacdo das células tratadas com o
complexo dinuclear, que se mostrou mais citotéxico em comparacdo ao andlogo
mononuclear, que neste ensaio estava com concentragdo 10 vezes maior. Mesmo com essa
diferenga, nao foi observado morte acentuada no experimento, das células tratadas com o

composto (1), como pode ser observado na Figura 7.2.
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Figura 7.2. Ensaio de morte celular de células TM1, TM5 e Melan-a apds tratamento

com os complexos [Cu(apyhist)H20)** (1) e [Cuz(apyhist).dpam]** (2), por contagem em

citdbmetro de fluxo, com incorporacao de iodeto de propidio para indicar a porcentagem de
células em fase Sub-G1 (DNA fragmentado). Ensaio de 48 h de tratamento com os complexos
em concentragdes indicadas na figura.
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Esses ensaios indicam claramente uma maior porcentagem de células em dano quando
tratadas com o complexo dinuclear (2). Porém, como observado anteriormente, o dano se
estende também para a linhagem ndo tumorogénica (Melan-a). Com esses resultados
observou-se com maior precisdo a influéncia do conteddo de melanina, pois as duas
linhagens pigmentadas, TM5 e Melan-a, foram mais sensibilizadas do que a linhagem nao

pigmentada, TM1.

7.3. \Viabilidade por MTT de Melanomas Humanos SKMEL-05 e SKMEL-147 apds

Tratamento com os Compostos em Estudo

No intuito de aprofundar os estudos e verificar uma maior eficacia no tratamento de
melanomas, estes ensaios foram realizados utilizando linhagens de células melanoma
humanos, com foco em duas linhagens especificas SKMEL-05 e SKEML-147. A primeira tem
expressao de um gene B-Raf mutado, que pode proporcionar a célula uma maior resisténcia
a tratamentos, devido a desregulacdo da via associada ao crescimento celular e sua

proliferacdo, e a outra é selvagem para esta mutacdo, ambas contendo melanina.

Experimentos foram realizados tratando as duas linhagens celulares por 24 h,
utilizando todos os complexos em estudo. Desta forma, verificou-se comparativamente a
citotoxicidade dos compostos [Cu(apyhist)HZO]2+ (1), [Cuz(apyhist)zdpam]4+ (2),
[Cu(bzampy)CI]* (3), [Cu,(ftmapy)(ampy),]** (4), [Cu(isadab)Cl]* (5) e [Cu,(isadbz)Cl,]** (6)

em ensaios avaliados por MTT.

Baseado nos resultados obtidos nestes ensaios, podemos estabelecer faixas de
concentragdes biologicamente ativas para os complexos com melhor atividade citotdxica,
além de definir quais complexos possuem valores de dose-atividade aceitaveis para
experimentos futuros. As Figuras a seguir mostram os respectivos histogramas de viabilidade

celular para as duas linhagens de melanomas acima descritas.
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Figura 7.3. Viabilidade celular de melanomas humanos SKMEL-05 (A) e SKMEL-147 (B),
avaliada por ensaio de MTT. Ensaios com tratamento durante 24 h com os complexos (1) e
(2), em concentracdes indicadas na figura, em condicdes de cultura. A primeira barra é
representativa do controle com DMSO.

A avaliacdo da viabilidade das células tratadas com os complexos (1) e (2), utilizados
também em estudos anteriores, mostram uma atividade muito maior para o complexo
dinuclear (2), comparada a atividade de seu analogo mononuclear em concentracdes bem
superiores. Os resultados indicam que a estrutura dinuclear é favoravel a maior
citotoxicidade apresentada frente a células melanomas de ambas as linhagens (mutada ou

ndo mutada).
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Figura 7.4. Viabilidade celular de melanomas humanos SKMEL-05 (A) e SKMEL-147 (B),
avaliada por ensaio de MTT. Ensaios com tratamento durante 24 h com os complexos (3) e
(4), em concentragbes indicadas na figura em condi¢des de cultura, a primeira barra é
representativa do controle com DMSO.

Para os complexos (3) e (4), verificou-se também uma alta citotoxicidade dos
complexos, novamente com viabilidades menores encontradas para o complexo dinuclear
(4), em comparagdo ao analogo mononuclear (3), que também se mostrou citotdxico. O
valor de concentrac¢do utilizado para se comparar a viabilidade das células tratadas com o
complexo dinuclear é em torno de 7 vezes menor do que aquela para o complexo mono (3)
o gque indica mais uma vez a melhora da atividade do complexo quando este possui dois ions

de cobre em sua estrutura.
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Figura 7.5. Viabilidade celular de melanomas humanos SKMEL- 05 (A) e SKMEL- 147
(B), avaliada por ensaio de MTT. Ensaios com tratamento durante 24 h com os complexos (5)
e (6), em concentra¢des indicadas na figura em condi¢des de cultura, a primeira barra é
representativa do controle com DMSO.

No entanto, as linhagens SKMEL-05 e SKMEL-147 tratadas com os complexos (5) e (6),
nao tiveram morte celular acentuada. Uma das principais causas para este fato é a baixa
solubilidade destes complexos em meio de cultura, observada principalmente para o
complexo dinuclear (6). Isto pode impedir a entrada dos complexos nas células, evitando
assim os danos que poderiam causar. Dessa forma, os experimentos para estes complexos

foram limitados, devido a baixa solubilidade apresentada.

O cdlculo de ICs, foi realizado através do programa Origin utilizando a curva de dose

resposta, com a seguinte curva e férmula:
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Figura 7.6. Representagdo da curva utilizada para cdlculo de ICsq dos complexos.

Para o complexo [Cu(apyhist)]** (1) utilizando concentracBes de até 100 uM n3o foi
possivel encontrar o valor de ICsg, em nenhuma das linhagens utilizadas nos ensaios. Os
complexos [Cu(isadab)CI]* (5) e o [Cu,(isadbz)Cl,]** (6), ndo puderam ser avaliados devido a

sua atividade ndo significativa, como pode ser observado na Figura 7.5.
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Para os complexos (2), (3) e (4) os valores de ICsq obtidos nos ensaios de viabilidade,

para as linhagens de melanoma humano, estdo apresentados nas Tabelas a seguir.

Tabela 7.1. — Valores de ICso para a citotoxicidade de complexos de cobre, frente a

melanomas SKMEL-05 e SKMEL-147, apds 24h de incubagdao a T = 37°C.

SKMEL- 05
Composto ICso Erro
[Cu(apyhist)]** (1) >100
[Cu,(apyhist),dpam]** (2) 22,3 +1,9
[Cu(bzampy)CI]* (3) 80,9 +18,3
[Cu,(ftampy)(ampy).]* (4) 12,8 +1,8
SKMEL- 147
Composto 1Cso Erro
[Cu(apyhist)]** (1) >100
[Cu,(apyhist),dpam]** (2) 20,0 +7,0
[Cu(bzampy)CI]" (3) 90,2 +20,9
[Cu,(ftampy)(ampy).]* (4) 12,4 +7,0

Como pode ser observado, tanto para as linhagens de melanoma humanos SKMEL-05
quanto para a SKMEL-147, o complexo mais reativo foi o dinuclear (4), com menor valor de
ICso apods 24h de incubacdo, seguido do complexo (2) também dinuclear. Seus andlogos
mononucleares apresentaram atividade citotdxica aproximadamente 8 vezes menor, ou

pouco significativa, respectivamente.

7.4. Ensaios de Morte Celular em Melanomas Humanos SKMEL-05 e SKEML-147

com Exposicao Previa a Radiagao UVB e Tratamento com Complexos (1), (2), (3) e (4)

A observacdo de que as células pigmentadas (com conteudo significativo de melanina)
eram mais sensibilizadas ao tratamento com o complexo (2), levou aos ensaios com
exposicdo a radiacdo UVB. Quando as células sdo expostas a radiacdo ocorre, além de outros
mecanismos, um aumento na produg¢do de melanina, ou seja, um aumento na
melanogénese [116]. Esse aumento na melanogénese parece interferir na citotoxicidade do

complexo. Assim, foram realizados outros experimentos, conforme descrito na parte



104

experimental, avaliando-se a morte celular induzida apds tratamento com os complexos de

células expostas a radiagao.

Os experimentos foram realizados com o tratamento das células SKMEL-05 e SKMEL-
147 com os complexos (1) e (2), e também com os complexos (3) e (4) para as duas
linhagens, ja que os dois ultimos complexos também apresentaram no ensaio de MTT, um
efeito citotdxico em concentragdes baixas, principalmente utilizando o complexo (4)

dinuclear.

Nas células tratadas com os complexos (1) e (2), conforme mostrado nas Figuras 7.7 e
7.8., podemos observar diferencas na intensidade de sensibilizacdo entre os ensaios de 24 h
e 48 h. Os ensaios de 48 h parecem representar melhor o efeito citotéxico causado pelo

complexo (2).
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Figura 7.7. Viabilidade de células de melanomas humanos SKMEL-05 e SKMEL-147
tratadas com o complexo (1), durante 24 h (A, C) ou 48 h (B, D), previamente irradiadas (13,9
ml/cm?). Populacdo da fase Sub-G1 monitorada por incorporacio de iodeto de propidio em
citbmetro de fluxo.

O efeito nas células na fase Sub-G1 tratadas com o complexo (1) parece insignificante,
mesmo utilizado um valor de concentracdo duas vezes maior do que a utilizada no complexo
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dinuclear, tanto para os ensaios de 24 h quanto para os ensaios de 48 h, corroborando
assim, com os resultados de MTT para o complexo (1) mononuclear.

A SKMEL- 05 B SKMEL- 05

25+ ; .

[Cu,(apyhist),(dpam)](CIO,), % [Cu,(apyhist)z(dpam)](ClOy,),

S 3 sem radiagéo <
= 201 < 20
el BB radiagdo UVB — 3 sem radiagdo
Q Q@ Il radiagdo UVB
S 151 £ 154 ¢
> S
N )
IS
@ 104 g 10+
8 3
>
o B ol OF S 10l o

: L1 M

0 1 5 10 0 1 5 10
Concentragdes, uM Concentragdes, uM
c SKMEL- 147 D SKMEL- 147
25+ .

] [Cuy(apyhist)(dpam)](CIO,), N [Cuz(apyhist);(dpam)](CIO4)s (M)
2 S
< 20+ . = 204
8 3 sem radiagéo 8
7 Ml radiacdo UVB X 3 sem radiagéo
(‘% 154 a 51 = radiagéo UvB
5 104 g 10+
3 3

>

§ | ' |-T-| g ] ' I-—I

L M (] iinl BN

0 1 5 10 0 1 5 10
Concentragdes, pM Concentracdes, puM

Figura 7.8. Viabilidade de células de melanomas humanos SKMEL- 05 e SKMEL- 147
tratadas com o complexo (2), durante 24 h (A, C) ou 48 h (B, D), previamente irradiadas (13,6
mJ/cm?). Populagao da fase Sub-G1 monitorada por incorporacao de iodeto de propidio em
citbmetro de fluxo.

O experimento de morte celular, observando o tratamento das células com o
complexo (2), indica uma correlacdo entre o aumento da reatividade do complexo
(sensibilizacdo da célula) com o aumento da melanogénese (pds-radiacdo). Supde-se assim
gue, gquando ha um maior conteddo de melanina, as células parecem ficar mais suscetiveis a

acdo citotdxica do composto.

Ensaios similares, foram realizados para os complexos (3) e (4), como podem ser
analisados a seguir, porém, esses complexos parecem ndo possuirem mecanismos

semelhantes ao observado para o complexo (2).
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Figura 7.9. Citotoxicidade observada em células SKMEL-05 e SKMEL-147 tratadas com
diferentes concentracdes dos complexos [Cu(bzampy)CI]* (3) 20 uM e [Cu(ftampy)]4+ (4) 1
UM, 5 UM e 10 uM, em ensaios com e sem exposicao a radiacao UVB (12 mJ/cmZ) durante 24
h (A, C) ou 48 h (B, D) de tratamento. Monitoracdo de fase Sub-G1 por citometria de fluxo.

O ensaio com efeito da luz nas células tratadas com o complexo (4) dinuclear, mostrou
gue sua reatividade, avaliada pela analise da fase Sub-G1, foi bem menor ou desprezivel,
comparada ao complexo (2). O complexo (3) mostrou atividade semelhante ao complexo (1)
também mononuclear, considerada também desprezivel em causar morte celular nas

concentracdes e condic¢des utilizadas.

Além desses ensaios, foram realizados também ensaios de permeabilizacdo de
membrana, por incorporacao de iodeto de propidio, para verificar se as células tratadas com

os complexos (3) e (4), conforme Figura 7.10., permaneciam intactas apds o tratamento.
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Figura 7.10. Ensaios de permeabilizacdo de membrana de células SKMEL-05 e SKMEL-
147 tratadas com diferentes concentracdes dos complexos [Cu(bzampy)CI]* (3) 20 uM e
[Cu(ftampy)]** (4) 1 pM, 5 uM e 10 pM, com e sem exposicdo a radiagio UVB (12 mJ/cm2),
durante 24 h (A, C) ou 48 h (B, D) de tratamento.

Estes resultados sugerem que o mecanismo de acdo para esses compostos é diferente,
pois na avaliacdao da incorporacdo do iodeto de propidio na fase Sub-G1, os mesmos nao
tiveram suas reatividades influenciadas pelo efeito da luz, embora parecam também

danificar a membrana celular.

Essa diferenca observada na reatividade dos complexos dinucleares, apds exposicao
UVB, pode ser relacionada a estrutura dos compostos. No complexo (4) os centros de cobre
estdo posicionados com uma maior distancia entre eles, enquanto no caso do complexo (2)
existe uma possibilidade de interacdo entre os centros de cobre do complexo, devido ao
ligante ponte (dpam) presente neste composto e que é flexivel, permitindo essa

aproximacdo, o que ndo ocorre nos outros complexos dinucleares (4 e 6).
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Dessa forma, parece ser crucial para a maior sensibiliza¢cdo das células melanomas que
no complexo dinuclear os dois centros metdlicos atuem em conjunto (talvez proporcionando
uma transferéncia eletronica concertada de dois elétrons), podendo assim ter seu efeito
citotéxico intensificado, com o uso de radiagao prévia ao tratamento. Afinal, nos complexos
mononucleares, com uma reatividade citotdxica menor e sem efeito em relacdo a acdo da
luz, a transferéncia € monoeletrénica, ndo ocorrendo sincronizagao entre os ions metalicos

do composto.

Sendo assim, experimentos complementares foram realizados para o complexo
[Cuz(apyhist)dpam]4+ (2) e seu andlogo mononuclear (1) buscando elucidar melhor seus

mecanismos em rela¢do a influéncia da luz no aumento de sua citotoxicidade.

No ensaio seguinte, avaliaram-se fotos adicionais do experimento, visualizadas na
Figura 7.12., e os seus histogramas correspondentes (Figura 7.11.), indicando a populagdo de

células na fase Sub-G1.

SKMEL- 05 SKMEL- 147
o
25+ 25, O3 0
[ 20uM [Cu(apyhist)(H,0)] )
@ 5uM [Cus(apyhist)(cpam)] g 200\ Leutapy s (0
Bl 10:M [Cuy(apyhist)(dpam)] uM [Cu,(apyhist),(dpam)]
Bl 10:M [Cu,(apyhist),(dpam)]

N
o
I
N
o
I

[y
&)l
I
=
[$2)
L

=
o
I
=
o
I

Células em Sub-G1 (%)
(53]

Células em Sub-G1 (%)

j

ol ofl BHBE *o]

+ -+ -+ -+ -+ -+
UV exposure UV exposure

Figura 7.11. Efeito da radiacdo UVB (13,6 mJ/cm?) na citotoxicidade dos complexos (1)
e (2), nas concentracgGes indicadas na figura, apds tratamento de 48 h, nas linhagens SKMEL-
05 e SKMEL-147. Populacdao de células em fase Sub-G1 monitorada por incorporac¢ao de
iodeto de propidio por citometria de fluxo.
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Figura 7.12. Células melanomas sensiveis ao tratamento com complexo (2) apds
irradiacdo UVB prévia. Células SKMEL-05 e SKMEL-147 tratadas com os complexos (1) na
concentra¢do de 20 uM, e com o complexo (2) nas concentracdes de 5 uM e 10 uM, durante
48 h. As setas em branco indicam a acumulacdo de vacuolos citoplasmaticos na linhagem
SKMEL-05, apds tratamento com o composto dinuclear (2).

Figura 7.13. Ampliagdo da imagem com as setas que indicam a acumulagao de
vacuolos citoplasmaticos na linhagem SKMEL-05, apds tratamento com o composto
dinuclear (2).
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A partir desses resultados, foi proposta a possibilidade do complexo estar causando
um acumulo de vacuolos citoplasmaticos, o que pode indicar uma indu¢do de autofagia nas

células, e que poderia estar levando as células a morte por esta via programada.

Para comparacao, foi também realizado um tratamento por cisplatina das linhagens
SKMEL-05 e SKMEL-147. Esse breve ensaio foi articulado, devido ao uso da cisplatina como
Unica metafarmaco indicada no tratamento de melanomas. No entanto, a cisplatina
apresenta varios fatores que prejudicam seu uso, sendo o principal deles a alta toxicidade do
composto, seguida do aumento da resisténcia do tumor (células sobreviventes) a droga,
entre outros [52]. Os ensaios foram realizados de maneira semelhante ao ensaio ndo
irradiado, utilizando para tanto a concentracdo de 10 uM de cisplatina, semelhante a

concentragdo geralmente utilizada para o complexo (2).
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Figura 7.14. Viabilidade celular de melanomas SKMEL-05 e SKMEL-147, tratadas com
cisplatina, por 48 h, na concentra¢cdao de 10 uM, avaliada com incorporacao de iodeto de
propidio e contagem da fase Sub-G1 em citometro de fluxo.

Esses ensaios mostram de maneira preliminar que o composto (2) parece apresentar
citotoxicidade maior que a cisplatina, frente a linhagem SKMEL-05, e um pouco inferior a
apresentada para a linhagem SKMEL-147, indicando assim, possibilidades promissoras de

Seu uso como agente antitumoral.

7.5. Ensaios de Quantificacdo de Melanina

Para uma melhor associacdo do conteldo de melanina com a sensibilizagdo das células

ao complexo (2), foram realizados ensaios de quantificacdo da mesma. Os experimentos
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foram realizados seguindo os procedimentos descritos na parte experimental, com a

monitoracdo da absorbancia em 475 nm, apés digestdo da amostra em NaOH 1 M.

Nos primeiros ensaios foi quantificado o conteudo basal de melanina em linhagens

murinas, sem o tratamento com os complexos, conforme mostrado na Figura 7.15.
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Figura 7.15. Conteddo de melanina em células murinas, Ma: Melan-a nao
tumorogénica, TM1 e TM5 melanomas, avaliado através de medidas da absorbancia em 475
nm, apos o lise das células em solucdao de NaOH (1 M).

A linhagem com maior conteudo de melanina foi a ndo tumorogénica, seguida da TM5,
ambas apresentaram maior sensibilizacdo apds o tratamento com o complexo (2). Ja as
células TM1, que ndo apresentam melanina, tiveram uma menor inducdo a morte apéds o
tratamento com o complexo. Assim, o dano celular causado pelo composto parece estar

correlacionado ao maior conteido de melanina.

Na sequéncia, foram realizados ensaios para quantificar melanina em linhagens de
melanoma humano utilizados nos estudos, SKMEL-37, SKMEL-05 e SKMEL-147, comparando-

se seus conteldos basais e apds exposicao a radiacao (Figura 7.16.).
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Figura 7.16. Conteudo de melanina em células de melanoma humanos SKMEL-37,
SKMEL- 05 SKMEL-147, irradiadas (13, 2mJ/cm2) e nao irradiadas, avaliado através de
medidas da absorbancia em 475 nm, ap0s lise das células em solucdo de NaOH (1 M).
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Essa avaliacdo de melanina indica que as trés linhagens possuem conteldo
significativo de melanina, e assim, podem ser influenciadas pela exposi¢cdao a radiagdo. No
caso da linhagem SKMEL-05 a mesma parece sofrer maior influéncia da luz, com aumento
em seu conteudo de melanina maior do que o observado para as outras duas linhagens. As

outras linhagens apresentaram pouca influéncia da luz.

Nos ensaios posteriores, foram escolhidas duas linhagens para os experimentos,
SKMEL-05 e SKMEL-147. Dessa forma, buscou-se comparar seus conteddos de melanina, e
como as células podem ser influenciadas pelo efeito da luz, como também pelo tratamento

com os complexos.
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Figura 7.17. Conteudo de melanina em células de melanoma humano SKMEL-05
SKMEL-147, irradiadas (13, 2mJ/cm2) e ndo irradiadas, avaliado pela medida da absorbancia
em 475 nm. Células tratadas com os complexos (1) e (2) nas concentracdes indicadas na
figura.

Os ensaios indicam que a linhagem SKMEL-05 sofre maior influéncia da radiacdo do
que a linhagem SKMEL-147. Com relagao ao efeito do tratamento com o complexo, hd uma
diminuicdo da quantidade de melanina quando exposta a radiacdo e tratada com o
complexo (2). Isso pode ocorrer devido a sensibilizacdo da linhagem, pois as células podem
entrar em processo de morte, e dessa forma ndao produzir um aumento no conteudo de

melanina apropriado. Ja para a linhagem SKMEL-147, tanto o complexo quanto a radiacao

parecem ndo influenciar com grande intensidade o contetudo de melanina das células.
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Para avaliar apenas a influéncia dos complexos sobre o conteiddo de melanina,
realizou-se o experimento das linhagens tratadas com os complexos durante 48h, que pode

ser observado na Figura 7.18.
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Figura 7.18. Contelido de melanina em células de melanoma humano SKMEL- 05
SKMEL-147, tratadas com os complexos (1) na concentracdao de 20 uM, e complexo (2) na
concentracdo de 5 e 10 uM, avaliado através de medidas da absorbancia em 475 nm, apds
lise das células em solucdo de NaOH (1 M).

Neste ensaio, claramente se observa que a linhagem SKMEL- 05 é mais suscetivel a
influéncia do tratamento com os complexos em relagdo ao conteddo de melanina, indicando
que o proprio composto provoca nessas células um aumento na melanogénese. Ao
contrdrio, as células SKMEL- 147 ndo parecem sofrer influéncia direta em seu conteudo de

melanina sob a¢do dos mesmos complexos.

7.6. Ensaios de Morte Celular em Melanomas Humanos SKMEL-37, UACC, CHLO1,

Tratadas com o Complexo (2) com Exposi¢ao a Radiagao UVB.

Os ensaios de morte celular foram também realizados utilizando outras linhagens
tumorais. O intuito dessa selecdo de células foi verificar se o complexo (2) mantinha sua

reatividade ou comportamento diante de outras linhagens tumorais humanas.
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Na Figura 7.19 abaixo, podemos observar a acao do complexo frente ao melanoma
SKMEL-37. Estes ensaios foram conduzidos com exposi¢do prévia a radiagdo UVB e também

com exposicao a radiagao na presenca do complexo.
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Figura 7.19. Ensaios de morte celular. A) Células da linhagem SKMEL-37 incubadas por
48 h, a 37 °C, sob atmosfera de 5 % de CO,, com exposi¢ao prévia a radiagdo UVB, tratadas
com concentragdes, indicadas na figura, do complexo (2) dinuclear. B) Linhagem SKMEL-37
incubada por 48 h, a 37 °C, em 5 % de CO,, com exposicao a radiacdo UVB em presenca do
complexo (2), nas concentragdes indicadas na figura.
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Os histogramas do complexo dinuclear (2) indicam que hd um aumento da
sensibilizacdo das células quando expostas a radiacdo. Sua comparacdo ao controle ndo

exposto mostra um aumento expressivo de células em fase Sub-G1, isto é, que sofreram

danos.

P6de-se observar que as células expostas a radiacdo antes da adicdo do composto se

sensibilizam menos do que as expostas durante a incubagdo com o complexo. Porém essa
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diferenca ndo se mostra tdo significativa, ou dé indicacdo de que o complexo possa
apresentar algum efeito fotoquimico. Assim, os ensaios posteriores foram realizados com

exposicdo prévia das células a radiacao UVB, seguida do tratamento com os complexos.
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Figura 7.20. Viabilidade celular e influéncia da radiacdo UVB em linhagens humanas
tumorogénicas, CHL- 01 e UACC, tratadas com o complexo dinuclear (2) nas concentragdes
indicadas na figura, durante 48 h, apGs exposico prévia a radiacdo (14,1 mJ/cm?).

Analisando os experimentos, podemos afirmar que para essas linhagens o
comportamento do complexo (2) se mostra semelhante em todas elas, confirmando a
suposicao da sua alta reatividade. Com os resultados encontrados, verifica-se um aumento
na citotoxicidade do complexo frente as linhagens de melanoma apds a irradiacdo das
células por UVB, o que correlaciona mais uma vez a melanogénese ao processo de
sensibilizacdo das linhagens celulares, para o complexo (2) dinuclear, mimético da enzima

tirosinase, em comparac¢do a seu analogo mononuclear (1).

7.7. \Viabilidade Celular de Queratindcitos Humanos com Exposicao Prévia e

Posterior ao Tratamento com o Complexo Dinuclear (2)

No intuito de avaliar o efeito téxico, ou seletivo do complexo (2), foram realizados
ensaios de morte com células queratindcitos (linhagem HaCat ndo tumorogénica), que sao
células basais da pele, nos quais estdo localizados os melandcitos (responsaveis pelos
melanossomos onde ocorre a sintese de melanina) [116]. Para tanto, realizou-se os
experimentos com o tratamento das células como descrito anteriormente na parte

experimental.
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Os ensaios foram realizados com prévia exposicao a radiacdo UVB das células HaCat, e

também com exposicao das células a radiacdo em presenc¢a do composto.
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Figura 7.21. Linhagem celular de queratindcitos (HaCat) incubada com composto (2),
nas concentracdes indicadas na figura, com exposicdo prévia a radiacdo (14,0 mJ/cm?). Na
figura sobreposta: ensaio com exposi¢cdo a radiacdo em presenca do complexo. Ensaios de
48h, a 37 °C e sob atmosfera com 5% de CO,.

Os resultados indicam que o complexo é bem menos citotdxico para a linhagem HaCat,
observando-se popula¢des em fase Sub-G1 bastante semelhantes as encontradas nos
controles, mesmo expostas a radiacdo prévia ou na presenca do complexo. Em comparacao
as linhagens tumorogénicas, o complexo se mostrou mais seletivo, causando mais danos nas

linhagens melanomas, ou naquelas que possuem melanina.

7.8. Avaliagao da Quantidade de Superéxido Produzido na Mitocondria e Massa

Mitocondrial Celular Posterior ao Tratamento com os Complexos (1) e (2)

Um dos mecanismos usuais de dano celular envolve a produgao de radicais livres ou
espécies reativas de oxigénio (EROs) ou de nitrogénio (ERNs). Espécies radicalares sao
bastante nocivas as células, devido a sua alta reatividade, fazendo com que interajam com
biomoléculas, danificando-as [68]. Anteriormente, verificamos que os complexos de cobre(ll)
possuem um centro com capacidade redox e, na presenca de um ativador, sdo capazes de
gerar radicais, o que pode explicar a citotoxicidade desses complexos frente as diferentes
linhagens, bem como sua habilidade em danificar o DNA, oxidativamente. Assim, processos

patoldgicos sdo iniciados e muitas vezes levam a danos irreparaveis, causando morte celular.
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Através de experimentos com sondas especificas (MitoSoxRed), monitoradas por
citometria de fluxo, em procedimento ja descrito, pdde-se avaliar a geracdao de anions
superdéxido (0,") na mitocéndria. Além disso, foi feita a quantificacdo da massa mitocondrial
utilizando a sonda MitoTrackerGreen, nas linhagens SKMEL-05 e SKMEL-147 quando

tratadas com os complexos (1) e (2).

Os resultados mostraram um aumento na intensidade de producdo do &nion O,",
indicando que ambas as linhagens celulares sofrem estresse oxidativo quando tratadas como
o complexo (2) por 24 ou 48 h, como mostrado na Figura 7.22. Deste modo, os complexos

danificam as mitocondrias.
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Figura 7.22. Formacdo de ion superdoxido na mitocondria de células SKMEL-05 e
SKMEL- 147, previamente irradiadas (12,8 ml/cm?) e tratadas com os complexos nas
concentragdes indicadas na figura, durante 24 h (A, B) ou 48 h (C, D). Monitoramento por
medidas de fluorescéncia, usando MitoSoxRed como indicador.
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Comparando as duas linhagens, observa-se uma geracdo de 0," mais pronunciada
para as células SKMEL-05, indicando um mecanismo oxidativo para essa espécie. Quando h3
adicionalmente a exposicdo das células a radiagdo (12.8mJ/cm?), ambos os complexos se
tornam mais reativos na geracdo de 0,", porém o complexo (1) se mostra bem menos

reativo, comparando-se ao controle, sem tratamento.

A diminuicdo da fluorescéncia observada apds 48 h de tratamento, em comparagao ao
valor obtido no ensaio de 24 h, sugere que as células estdo sofrendo danos que levam a

morte celular, principalmente para o tratamento com o complexo (2).

Ensaios complementares foram realizados para monitorar a massa mitocondrial das
linhagens, irradiadas ou ndo, e tratadas com os complexos (1) e (2), durante 24 ou 48 h,
mostrados na Figura 7.23. Para esses ensaios usou-se a sonda MitoTrackerGreen,

monitorada por medidas de fluorescéncia em citometro de fluxo.

Analisando os resultados deste experimento, pudemos confirmar o aumento do
estresse oxidativo para a linhagem SKMEL-05, pois monitorando sua massa mitocondrial,
verifica-se que a mesma nao se alterou significativamente em relagao ao controle, nem para

o tratamento de 24 h ou 48 h.

Ja para a linhagem SKMEL-147 h3a um aumento consideravel em sua massa
mitocondrial, quando tratada com o complexo (2), avaliando-se o ensaio de 24 h. Neste
caso, considera-se que o aumento de anion superdxido acompanha o aumento em
guantidade de mitocéndrias para essa linhagem, que parece sofrer menos danos oxidativos

gue a outra linhagem.
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Figura 7.23. Medidas de massa mitocondrial de células SKMEL-05 e SKMEL-147,
previamente irradiadas e tratadas com os complexos nas concentra¢des indicadas na figura,
durante 24 h (A, B; 13,8 mJ/cmz) ou48 h (C, D; 15,4 mJ/cmz). Monitoramento por medidas
de fluorescéncia, usando MitoTrackerGreen como indicador.

7.9. Ensaios Clonogénicos: Quantificagdo da Fragdao de Sobrevivéncia das Células

SKMEL- 05 e SKMEL-147 ap6s Tratamento com os Complexos (1) e (2)

No intuito de verificar a fracdo de sobrevivéncia das células apds tratamento com os
complexos, as linhagens SKMEL-05 e SKMEL-147 foram tratadas com os complexos apds

exposicdo prévia a radiacdo, conforme descrito anteriormente, e submetidas ao ensaio de



120

clonogenicidade, no qual se verificou a capacidade de células sobreviventes ao tratamento

formarem clones.

Primeiramente avaliou-se a linhagem SKMEL-05, irradiadas e tratadas com os
complexos (1) e (2), em ensaios com 48 h de incubacdo, e sua posterior formacdo de clones

em 10 dias, mostrado na Figura 7.24.
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Figura 7.24. A) Placas dos ensaios clonogénicos para as células SKMEL-05, com
exposicdo prévia a radiacdo (14,1 ml/cm?) e posterior tratamento com os complexos (1) e
(2), nas concentracoes de 20 uM e 10 uM, respectivamente. B) Ensaio de morte celular com
tratamento de 48 h com os complexos, quantificando-se as células em fase Sub-G1. C)
Fracdo de sobrevivéncia das células tratadas com os complexos, avaliada pela formacdo de
clones.
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Nestes ensaios foi observado um aumento de células em dano, quando tratadas com o
complexo (2) dinuclear, durante 48 h, com exposi¢dao prévia a radiagdo. Ao contrario, o
complexo (1) mononuclear apresentou comportamento muito similar ao controle sem

tratamento.

Na avaliacdo da fracdo de sobrevivéncia, ha uma diminuicdo na formacao de clones
para as células que foram expostas a radiacdo, tanto para as tratados com os complexos,
quanto para o controle, em comparacao aquelas nao expostas. No entanto, foi verificado um
aumento de sobrevivéncia das células que foram tratadas com o complexo (1), em relacdo
ao controle. Ja nas células tratadas com o complexo (2), foi observado um decréscimo na
sobrevivéncia das células, com valor de (29,7+ 3,2) % para células ndo irradiadas, e de (12,3 +

1,5) % para células que foram previamente irradiadas.

Para a linhagem SKMEL-147 foram realizados ensaios semelhantes aos realizados para
a linhagem SKMEL-05, e as informacdes do experimento com os histogramas estdo expostos
na Figura 7.25. Neste ensaio, as células ndo parecem sofrer danos relacionados a exposicao a
radiacdo. Diferentemente da linhagem anterior, as células SKMEL-147 irradiadas
apresentaram um aumento de sobrevivéncia, indicando que os danos sofridos apresentam

maior correlacdo ao complexo usado do que em relacdo a radiacdo UVB.

Os resultados com as células SKMEL-147 tratadas com o complexo (2) sdo semelhantes
aos encontrados para a linhagem SKMEL-05, com grande populacdo de células em fase Sub-
G1, para as células nao irradiadas. Os danos se intensificam nas células expostas a radiacao,
mostrando mais uma vez este composto é muito mais reativo que seu andlogo mononuclear
(1). As fracbes em porcentagem de sobrevivéncia das células tratadas com o complexo (2)
foram de (34,7+ 0,5) %, para células ndo irradiadas, e de (22,3 + 2,1) % para células que

foram previamente irradiadas.
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Figura 7.25. A) Placas dos ensaios clonogénicos para as células SKMEL- 147, com
exposicdo prévia a radiacdo (13,9 mJ/cm?), e posterior tratamento com os complexos (1) e
(2), nas concentracdes de 20 uM e 10 uM, respectivamente. B) Ensaio de morte celular com
tratamento de 48 h com os complexos, quantificando as células em Sub-G1. C) Fracdo de
sobrevivéncia das células tratadas com os complexos, avaliada pela formacado de clones.

7.10. Ensaios de Autofagia Induzida em Células de Melanoma SKMEL- 05 e SKMEL-

147 apds Tratamento com os Complexos (1) e (2)

No estudo de compostos antitumorais, buscam-se atividades que danifiquem funcdes
importantes na célula, que sejam capazes de fazé-la sofrer uma morte celular programada.
Alguns mecanismos que podem levar a morte celular sdo autofagia, necrose e apoptose. Dos

tipos principais de morte celular, a mais desejada é a apoptose, pois nela a célula sofre uma
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série de modificacdes programadas, num processo em cascata, e se destréi sem liberar

conteudos inflamatdrios em células adjacentes [117].

Estudos recentes indicam processos autofagicos de morte, na qual as células com dano
rigoroso iniciam o processo de autofagia intenso, a autofagia considerada uma via que leva a
morte programada, na qual ocorre englobamento de proteinas e organelas em vesiculas, os
autofagossomos, que degradam os contelddos por proteases lisossomais [118]. Existem
algumas evidéncias de um controle atipico da autofagia no cancer, isto é, capaz de suprimir
o crescimento do tumor em estagios iniciais, promovendo, porém, seu crescimento em
estagios avancados [119]. Além disso, a autofagia desempenha um papel na melanogénese,
regulando a degradacdo do melanossomo e sua biogénese nos melandcitos [120]. Portanto,
o controle da modula¢do da autofagia poderia ser utilizado como ferramenta terapéutica
para o tratamento de canceres em estdgios avangados, como ocorre com frequéncia em

melanomas.

Nos ensaios anteriores verificou-se a formacdao de vacuolos citoplasmaticos apds o
tratamento com os complexos, principalmente para o composto (2), mostrado nas Figuras
7.12 e 7.13. Dessa forma, foram realizados experimentos mais precisos, no intuito de
verificar se as células sdo induzidas a autofagia com o tratamento dos compostos. Os ensaios
foram realizados como descritos anteriormente na parte experimental, utilizando laranja de
acridina como marcador de vacuolos acidicos, apds tratamento com os complexos em

células irradiadas e ndo irradiadas, mostrados na Figura 7.26.
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Figura 7.26. Ensaios de autofagia monitorados pela intensidade da porcentagem de
fluorescéncia laranja, em linhagens SKMEL-05 e SKMEL-147, com e sem exposicdo prévia a
radiacdo (12,9 mJ/cm?), tratadas com os complexos (1) 20 uM e (2) 5 uM e 10 pM, por 48 h.
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Os resultados mostram a intensidade de fluorescéncia do laranja de acridina, tanto nas
células ndo irradiadas quanto nas irradiadas com luz UVB, tanto na presenga como na
auséncia de cada um dos complexos. Percebe-se na Figura 7.26 que para a linhagem SKMEL-
05, os niveis de vacuolos citoplasmaticos detectados ndo se alteram significativamente,
quando se comparam as células controle com aquelas em presenca do complexo (1),
irradiadas e nao-irradiadas. Porém, houve aumento consideravel de vaciolos em presenca
do complexo (2), com dependéncia da concentracdo. Entretanto, com ambos os complexos
nao ocorreu influéncia da luz para esta linhagem, isto é, o nivel de vacuolos foi o mesmo
para as células irradiadas ou ndo-irradiadas. Entretanto, avaliando-se a linhagem SKMEL-147,
podemos observar um aumento significativo de vacuolos em presenca de luz, tanto na
auséncia como na presenca de cada um dos complexos. O efeito do tratamento com o
complexo (2) na concentragdo de 10 uM foi bem mais marcante, com um aumento na
fluorescéncia laranja nas células ndo irradiadas, e também nas células com exposicao prévia
a radiacdo UVB, enquanto a influéncia do complexo (1) foi desprezivel, muito semelhante ao

controle.

Como consequéncia desses ensaios, fica claro que os complexos possuem
comportamentos diferenciados, mostrando que o complexo (2) dinuclear, além de ser mais
reativo, parece induzir em ambas as células o processo de autofagia e, no caso da linhagem

SKMEL-147, ainda ser favorecido pelo efeito da luz.

Para complementar os ensaios autofagicos, foi utilizada a cloroquina (CQN), que é um
inibidor farmacolégico de autofagia. Esse inibidor atua em estagios mais tardios da
autofagia, apds a formacdo da vesicula lisossomal; na forma protonada ela se difunde no
lisossomo e |a se desprotona, alterando o pH do meio e inibindo assim a acdo de protease
acida no lisossomo [121]. Dessa forma, os experimentos foram realizados com o tratamento
dos complexos durante 24 h, com posterior tratamento com cloroquina, conforme
apresentado na Figura 7.27. Assim, pode-se observar que o tratamento com a cloroquina
leva a um aumento consideravel de fluorescéncia, indicando um aumento de vacuolos
acidicos para ambas as linhagens de melanoma testadas. Quando tratadas com o complexo
(1) os valores sdo comparaveis aos controles para ambas as linhagens celulares, enquanto
para o complexo (2) observa-se um aumento de fluorescéncia laranja, em relacdo ao

controle, ao se avaliar a linhagem SKMEL-05. Ja para a linhagem SKMEL-147 esse aumento
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de vacuolos foi ainda mais pronunciado. Estes dados parecem indicar que o mecanismo de
acao do complexo (1) ndo envolve autofagia, mas no caso do complexo (2) ha evidéncias da

ocorréncia desse mecanismo de morte celular.
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Figura 7.27. Ensaios de autofagia monitorados pela intensidade da porcentagem de
fluorescéncia laranja, em linhagens SKMEL-05 e SKMEL-147, tratadas com os complexos (1)
20 uM e (2) 10 uM, durante 24 h. Células incubadas com cloroquina na concentragdo de 5
UM, durante 16 h em estufa, com posterior tratamento com laranja de acridina.

Nos ensaios com exposicdo prévia a radiacdo UVB, tratamento com os complexos e
posterior incubagdo com cloroquina, podemos observar na Figura 7.28 que o efeito do

tratamento com o complexo (1), se mostra insignificante para ambas as linhagens.
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Figura 7.28. Ensaios de autofagia monitorados pela intensidade da porcentagem de
fluorescéncia laranja, em linhagens SKMEL-05 e SKMEL-147, tratadas com os complexos (1)
20 uM e (2) 10 uM, durante 24 h, com exposicdo a radiacdo (12,4 mJ/cm?). Células incubadas
com cloroquina na concentracdo de 5 uM durante 16 h em estufa.
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Porém, quando se avalia as células tratadas com o complexo (2), podemos observar
que ha um efeito decrescente perceptivel, apresentado apenas para a linhagem SKMEL-147,
no tratamento pds-radiacdo. Na linhagem SKMEL-05 irradiada ocorre um pequeno aumento
na fluorescéncia laranja. Estes resultados indicam que parece estar ocorrendo um efeito
inibitério da cloroquina apenas no caso do tratamento pelo complexo (2), sendo mais

pronunciado nas células SKMEL-147 irradiadas.

Fotos complementares das células tratadas nesses experimentos de autofagia sao
exibidas nas Figuras 7.29 e 7.30, nas quais podemos observar os efeitos do tratamento dos

complexos nas linhagens SKMEL-05 e SKMEL-147, respectivamente.
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Figura 7.29. Células SKMEL- 05, tratadas com os complexos (1) 20 uM, e (2) 5uM e 10
UM, durante 24 h, expostas a radiacdo (12,4 mJ/cmZ), incubadas posteriormente com
cloroquina (5 @M), durante 16 h em estufa. Ensaios de autofagia com indicacdo de vacuolos
citoplasmaticos por laranja de acridina.
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Figura 7.30. Células SKMEL- 147, tratadas com os complexos (1) 20 uM e (2) 10 uM
durante 24 h, expostas a radiacdo (12,4 mJ/cm?), incubadas posteriormente com cloroquina
(5 uM), durante 16 h em estufa. Ensaios de autofagia com indicacdo de vacuolos
citoplasmaticos por laranja de acridina.

7.11. Ensaios de Quantificacdo de Proteinas Autofagicas e Tirosinase por Western

Blot

As proteinas sdo expressas ou suprimidas em etapas de desenvolvimento das células.
Algumas sdo especificas para alguns processos e, neste caso, podem ser avaliadas proteinas
tipicas envolvidas em processos autofagicos, no intuito de elucidar mais adequadamente o
mecanismo de acdo dos complexos. Para isso, resolveu-se quantificar duas proteinas
relacionadas a autofagia, LC3 (cadeia leve 3 da proteina 1 associada aos microtubulos) e

tubulina, além da tirosinase, relacionada ao desenvolvimento de melanomas pigmentados,
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da qual os complexos dinucleares sdo miméticos. As proteinas foram quantificadas em
ensaios apos 6 h de tratamento com os complexos metalicos (1) e (2), com e sem exposicao
a radiacdo UVB (14, 3 mJ/cm?). A funcdo da proteina LC3 estd relacionada a formagdo de
autofagossomos e sua juncdo aos lisossomos, que formam os autolisossomos, facilitando

dessa forma a autofagia [122, 123].

Os resultados apresentados na Figura 7.31 indicam um aumento na quantidade da
enzima tirosinase, observada para a linhagem SKMEL-05 sob efeito da luz, o que corrobora
0s ensaios anteriores, nos quais a linhagem responde com um aumento de melanina apds
exposicdo a radiacdo. Na linhagem SKMEL-147 a exposicdo a luz parece ndo afetar a
quantificacdo da enzima, reproduzindo o resultado esperado, de ndo alterar o conteudo de
melanina com a exposicdo a radia¢do. A quantificacdo da proteina LC3 e da tubulina indica
que elas ndo sdo significativamente influenciadas pela acdo da radiagdo, em ambas as

linhagens utilizadas.
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Figura 7.31. Andlise da quantificacdo de proteinas LC3, tubulina e tirosinase por
Western Blot, em células SKMEL-05 e SKMEL-147, tratadas com os complexos (1) 20 uM e (2)
10 puM, durante 6 horas, sem irradiacio ou apds serem irradiadas com UVB (14, 3 mJ/cm?).

Em relacdo a acdo dos complexos (1) e (2) para a quantificacdo da tirosinase, podemos
observar que n3do ha grande influéncia para nenhuma das linhagens, nem quando as células
sdo irradiadas. No entanto, os complexos influenciaram significativamente o nivel de LC3 nas

células SKMEL-05. O complexo (1) diminuiu a quantidade de proteina principalmente nas
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células irradiadas, o que pode ser observado na relagdo [LC3]/[Tubulina] = 0,2 em
compara¢ao com o valor 0,8 encontrado no controle. Ja para as quantificagbes das
proteinas nas células tratadas com o complexo (2), verificou-se que para essa linhagem, ha
um aumento de proteina tanto nas células irradiadas quando nas ndo irradiadas, com razdes
de [LC3]/[Tubulina] = 0,6 para as células sem radiacdo e 1,6 nas irradiadas. Dessa forma, ha
variagdes na quantidade de LC3 e também na relagdo [Tirosinase/Tubulina] na presenca dos
complexos, variando de 0,6 a 2 na presenca do complexo (1) (20 uM) e de 0,8 para 1,5 na
presenga do complexo (2) (10 uM), considerando as células ndo expostas e expostas a

radiacdo, respectivamente.

Em contraste com os resultados obtidos com as células SKMEL-05, a linhagem SKMEL-
147 ndo mostrou variagdes expressivas nas quantificacdes das proteinas LC3 e tubulina,
guando tratada com ambos os complexos de cobre, apesar de gerar uma grande quantidade

de vacuolos acidicos quando tratadas com o complexo (2) dinuclear.

Portanto, nos ensaios de autofagia, o aumento de vacuolos citoplasmaticos acidos
verificados nas células SKMEL-05, tratadas com o complexo (2) dinuclear, pode ser
confirmado pelo efeito notavel observado no aumento da quantidade de proteina LC3,

indicando que o processo autofagico estad operando neste caso.
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8. Conclusoes

Neste trabalho, foram realizadas quatro sinteses bem sucedidas de complexos de
cobre(ll), [Cu(bzampy)CI]CI (3) e [Cu(isadab]CI]CI'H,O (5) mononucleares, e os analogos
dinucleares correspondentes [Cu,(ftampy)(ampy),](ClO4)s (4) e [Cu,(isadbz)Cl,]Cl, (6). Esses
complexos foram caracterizados por andlise elementar de CHN e metal por ICP-OES, além de
técnicas espectroscopicas (IV, EPR, UV/Vis), que juntas serviram para determinar as
estruturas propostas. Esses compostos foram comparados tanto estruturalmente como em
suas reatividades a dois outros, [Cu(apyhist)(H,0)](ClO4), (1) e [Cux(apyhist),(dpam)](ClO4)s

(2), que ja haviam sido preparados e caracterizados em estudo anterior [30].

Os compostos estudados foram avaliados em suas habilidades como miméticos
funcionais da enzima tirosinase. Os complexos (3) e (4), mostraram-se miméticos funcionais,
analogamente ao que ja havia sido observado para os compostos (1) e (2), os compostos

dinucleares apresentaram maior atividade que os correspondentes mononucleares.

Baseado nos resultados de EPR, na auséncia de melanina, verificou-se a capacidade
desses compostos de gerar radicais hidroxil, além de espécies metil, provenientes do uso de
dimetil-sulféxido na solubilizagdo dos complexos. Nestes ensaios o perdxido de hidrogénio
atuava como agente redutor do cobre. Através da integracdo dupla dos sinais nos espectros,
pode-se comparar quantitativamente a extensdo da geracao de radicais. Os resultados
indicaram que os complexos dinucleares ndo se apresentaram mais reativos que os
correspondentes mononucleares. Seus valores mais intensos correspondem a quantidade de
cobre presente nos complexos, ja que nos dinucleares ha o dobro de cobre em relacdo aos

mononucleares.

Ja em ensaios avaliando-se a gera¢dao de radicais na mitocondria as duas linhagens
celulares parecem gerar uma quantidade muito maior de espécies reativas de oxigénio
(&4nion superdxido - 0,°) durante as primeiras 24h de tratamento com o complexo (2), com
maior intensidade para a linhagem SKMEL-05, mostrando que ambas sofrem estresse

oxidativo, e sofrem danos na presenca do complexo.

Entretanto, devido a maior interacdo com a melanina (conteddo de melanina presente
nos melanomas) os compostos dinucleares foram mais eficientes em causar danos as

células, através de estresse oxidativo, por serem reduzidos mais facilmente, participando
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mais ativamente do ciclo catalitico, relacionando o contelddo de melanina a sensibilizacdo da

célula a agao do complexo (2).

A atividade nuclease em DNA plasmidial dos complexos, mostrou que todos sdo
capazes de danificar o DNA, causando o aparecimento da banda caracteristica de clivagem
simples ou dupla, em gel de agarose. Nestes ensaios, a ordem de reatividade dos complexos
mostra o composto (5) como o mais reativo dentre os mononucleares, seguido dos
complexos (3) e (1). Dentre os dinucleares, o mais reativo foi o composto (2) seguido do (4) e
por ultimo, com baixa reatividade, o complexo (6). Comparando-se os pares, uma atividade
nuclease insignificante foi observada para o complexo (1), enquanto o complexo (2) mostrou
uma reatividade muito mais acentuada, sendo capaz de clivar duplamente as fitas do DNA,
em funcdo da concentracdo e do tempo de tratamento. Entretanto, no caso do par (5) e (6),
o composto mono- foi mais reativo que o analogo dinuclear. Isto pode ser explicado pela

baixa solubilidade do composto (6).

Os ensaios de citotoxicidade avaliados por MTT indicaram que os complexos (2) e (4)
foram muito reativos, j4 o complexo (3) teve uma citotoxicidade menor. O complexo (1)
apresentou citotoxicidade pouco significativa, seguida daquela apresentada pelos complexos
(5) e (6) que, frente as linhagens melanoma, pareceram nao ter efeito téxico, possivelmente
devido a baixa solubilidade destes complexos, mesmo sendo capazes de gerar danos ao
DNA. Esses resultados possibilitaram o prosseguimento de estudos de viabilidade e ensaios
de morte para os complexos (2) e (4) dinucleares, nitidamente mais reativos do que seus
analogos mononucleares que, entretanto, também foram analisados para efeito de

comparagao.

Ensaios de morte celular, avaliada pela incorporacdo de iodeto de propidio, mostraram
a porcentagem de células em fase Sub-G1 (em dano). Em teste comparativo com cisplatina e
o complexo (2), pode-se verificar que o complexo provoca um aumento na porcentagem de
células em Sub-G1 maior em relacdo a cisplatina na linhagem SKMEL-05. Entretanto,
observou-se que ele apresentou reatividade relativamente menor do que a cisplatina na
linhagem SKMEL-147. Esses resultados indicam que o complexo (2) pode ser bastante

promissor como agente antitumoral.
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O efeito da irradiacdo com luz UVB provocou um aumento considerdvel na
porcentagem de células em fase Sub-G1, apenas com o complexo (2), para todas as
linhagens testadas, especialmente para SKMEL-05 e SKMEL-147. Ao contrario, a luz nao
alterou a reatividade do complexo (1) mononuclear. Os complexos (3) e (4) ndo mostraram
aumento significativo de suas citotoxicidades sob influéncia da luz, porém parecem danificar
a membrana das células, explicando a baixa viabilidade das células observada no ensaio de
MTT. Estes complexos provavelmente atuam preferencialmente por mecanismo oxidativo,

através de etapas monoeletrénicas, com geracado de EROs.

Estes dados parecem indicar que o mecanismo de acdao do complexo dinuclear (2), é
diferente daquele dos complexos andlogos mononucleares. Isto pode ser indicativo de um
mecanismo envolvendo transferéncias dieletronicas, como nas enzimas tirosinases,
requisitando os dois ions de cobre numa reacdao concertada, em vez de transferéncias

monoeletrdnicas, como em compostos mononucleares.

Uma possivel explicacdo para as diferencas observadas entre os compostos
dinucleares, é também devida a um fator estrutural. O complexo (2) possui uma distancia
menor entre os centros de cobre, dada a flexibilidade do ligante ponte, dpam. Ja para os
complexos (4) e (6) uma maior aproximacdo entre os ions de cobre parece mais dificil, ou
mesmo impossivel. Este fato provoca um efeito diferenciado nas suas reatividades frente as

linhagens de melanoma.

O potencial de proliferacdo ou formacao de clones das células sobreviventes ao
tratamento indicaram pouca sobrevivéncia das células, notadamente apds tratamento com

o complexo (2).

Baseado nos resultados, as duas linhagens parecem gerar uma quantidade muito
maior de espécies reativas de oxigénio (anion superdxido - 0,°) na mitocondria, durante as
primeiras 24h de tratamento com o complexo (2). Observou-se maior efeito para a
linhagem SKMEL-05, embora ambas as linhagens sofram estresse oxidativo e danos na

presenca desse complexo.

Testes de autofagia mostraram que esta é também uma possivel via de morte celular
para a acdo citotoxica do composto (2), principalmente para a linhagem SKMEL-147,

evidenciado pelo aumento acentuado na porcentagem de vacuolos formados. Ensaios
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complementares de quantificacdo de proteinas especificas associadas ao processo
autofagico (LC3) mostraram um processo autofagico mais proeminente para a linhagem
SKMEL-05 quando tratada com o complexo (2), em presenca de luz. Para a linhagem SKMEL-

147 ndo se observaram alteragdes significativas no contelddo dessas proteinas.

O efeito citotdxico dos compostos (1) e (2) frente a uma linhagem ndo tumorogénica,
os queratindécitos (HaCat), também foi avaliado em termos de células em fase Sub-G1 e
mostrou-se insignificante. Assim, os complexos ndo provocam danos mensuraveis nesta
linhagem em ensaio semelhante ao dos melanomas, mostrando certa seletividade para

células tumorais pigmentadas.

A reatividade apresentada pelo complexo (2), frente ao DNA, nas linhagens celulares
testadas (com gene B-Raf mutado e ndo mutado) e aos queratindcitos, o classificam como
tendo um alto potencial antitumoral, sendo bastante promissor como possivel agente

terapéutico no tratamento de melanomas pigmentados.
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