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RESUMO

Tofik, V. F. Complexos de cobre com analogos de produtos naturais encontrados em
organismos marinhos com atividade antitumoral. 2018. 73p. Dissertagdo de Mestrado -
Programa de Pos-Graduacdo em Bioquimica. Instituto de Quimica, Universidade de Séo Paulo,
Séo Paulo.

Neste trabalho foram sintetizados complexos de cobre(ll) com derivados iminicos da
isatina, incluindo isatinas bromadas semelhantes a compostos encontrados em gastropodes, a
fim de comparé-los com o composto ja produzido e investigado [Cu(isaepy)], complexo de
cobre(ll) com base de Schiff feita a partir da isatina e 2-aminoetilpiridina. A isatina ¢ um
oxindol produzido em algumas plantas, também encontrado no tecido de mamiferos, com
propriedades antitumorais naturais. lIsatinas bromadas foram previamente constatadas como
mais citotoxicas frente a células tumorais do que a isatina sem substituicdes. O objetivo
principal foi verificar se a presencga de bromo nos compostos analogos ao [Cu(isaepy)] levaria a
um aumento da atividade antitumoral, assim como maior interacdo com DNA, alvo usual de
metalofarmacos. Depois de sintetizados, os compostos foram caracterizados por analise
elementar (CHN), espectroscopia no infravermelho, espectroscopia UV/Vis e EPR. Foram
feitos testes de citotoxicidade pelo método MTT com células de sarcoma uterino (MES-SA e
MES-AS/Dxs, esta Ultima resistente a doxorrubicina), adenocarcinoma cervical (HelLa) e
células ndo cancerosas de fibroblasto humano P4. Adicionalmente, foram feitos testes de
interacdo com DNA por UV/Vis e dicroismo circular, além de testes de clivagem de DNA
plasmidial. De modo geral, foi demonstrado que a simetria tetragonal em torno do cobre,
determinada pelo EPR, é importante para a citotoxicidade dos complexos, que dessa forma
podem se intercalar ao DNA e impedir sua replicacdo, por acabar distorcendo a hélice, e pela
habilidade de realizarem clivagem oxidativa das fitas. [Cu(isaepy)] e seus analogos bromados
demonstraram uma atividade citotoxica muito parecida, assim como grau de interacdo e
clivagem com DNA. Conclui-se que, embora a presenca de bromo nos andlogos de
[Cu(isaepy)] ndo levem a um aumento de atividade antitumoral, como observado em ligantes
correlatos livres, nossos estudos apontam para diferentes fontes naturais (animal ou vegetal)

para obtenc¢d@o de precursores de novos compostos antitumorais.

Palavras-chave: oxinddis; iminas; complexos de cobre; atividade antitumoral; DNA.



ABSTRACT

Tofik, V. F. Copper complexes with analogues of natural products found in marine
organisms with antitumor activity. 2018. 73p. Master’s Thesis — Graduate Program in
Biochemistry. Instituto de Quimica, Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo.

In the present work, copper(ll) complexes were synthesized with isatin derived imine
ligands, including brominated oxindoles similar to compounds found in gastropods, in order to
compare their reactivity with that of [Cu(isaepy)], a Schiff base-copper(ll) complex already
investigated, obtained with the precursors isatin and 2-aminoethylpyridine. Isatin is a natural
oxindole extracted from plants, and also found in mammal tissue, with antitumor properties.
Brominated isatins were previously described as much more cytotoxic, towards tumor cells,
than unsubstituted isatin. The aim of this work was to verify if the presence of brome in
analogue [Cu(isaepy)] compounds would increase their antitumor activity, along with higher
DNA interaction, an usual target for metallodrugs. The copper(ll) complexes were synthesized
and then characterized through elemental analyses (CHN), infrared, UV/Vis and EPR
spectroscopies. Cytotoxicity tests were carried out using MTT assay with cells lines MES-SA e
MES-SA/Dxs (uterine sarcome, sensitive and resistent to doxorubicin), HelLa (cervical
adenocarcinoma) and non-tumor cells, human fibroblast P4. Additionally, DNA interaction
experiments were carried out through UV/Vis spectroscopy and circular dichroism, and at last,
DNA cleavage experiments with the studied complexes. In general, it was shown that a
tetragonal symmetry around copper, shown by EPR, is very important to the complexes
toxicity, since in that way they are able to intercalate DNA, and prevent its replication, as a
consequence of double helix distortion, and eventual oxidative cleavage. [Cu(isaepy)] and its
brominated analogues demonstrated a very similar cytotoxicity towards cancer cells, as well as
quite same level of DNA interaction and cleavage. Although the presence of brome did not
increase significantly their antitumor activity, as verified with the free isatin derivatives, our
studies pointed to different natural sources to obtain precursors for such new antitumor

compounds.

Keywords: oxindoles; imines; copper complexes; antitumor activity; DNA.
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1. INTRODUCAO

1.1 O cobre no meio biolégico

O cobre € um micronutriente essencial para todas as formas de vida, estando envolvido
em processos bioldgicos fundamentais que foram conservados ao longo da evolugéo dos seres
vivos. Ele é requerido como cofator catalitico ou como componente estrutural de proteinas.
Dada sua capacidade oxi-redutora, o cobre € um metal insubstituivel para inimeras proteinas
e enzimas, antigamente denominadas “cuproproteinas”, existindo usualmente nos estados de

oxidacéo | e Il no meio bioldgico.!

E vasta a quantidade de proteinas de cobre, que apresentam diversas caracteristicas
estruturais e desempenham pape€is cruciais na manutencdo da vida, participando do
metabolismo do oxigénio, da oxidacdo ou reducdo de substratos biolégicos importantes, da
homeostase do metal ou ainda da atividade antioxidante.? Em seres humanos, exemplos de
proteinas de cobre séo a citocromo ¢ oxidase (COX, EC 1.9.3.1, implicada no transporte de
elétrons na membrana mitocondrial, Equacédo 1), superoxido dismutase (SOD, EC 1.15.1.1,
que converte radicais superdxido a formas menos nocivas, Equacéo 2), e a tirosinase (TYR,
EC 1.14.18.1, Equacéo 3) e proteinas relacionadas (TRP1 e TRP2), responsaveis pela sintese

de melanina.
O, + 4H" +4e 2 2H,O  cat = citocromo c oxidase (COX)
Ou 4 ferrocitocromoc + O, + 4 H* 2 4 ferricitocromoc + 2 H,O

Equacéo 1 — Atividade da citocromo c oxidase

202"+ 2H+ 2 H202+ O2  cat = superoxido dismutase (SOD)
Ou LCu(ll) +02~ Oz + LCu(l)
LCu(l) + O~ + 2H* H202 + LCu(ll)

[N

Equacéo 2 — Atividade da superoxido dismutase

Tirosina + O 2 L-dopa + HO cat =tirosinase (TYR)

L-dopa — — — melanina (eumelanina e feomelanina)

Equacédo 3 — Reac¢0es na atividade tirosinase
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Ao mesmo tempo em que a atividade oxi-redutora de cobre representa um papel
fundamental em processos essenciais, essa propriedade torna-o potencialmente toxico, por
poder gerar espécies reativas de oxigénio (EROs), causando danos a proteinas, DNA, lipideos
e outras biomoléculas. Por isso, 0 cobre deve estar sempre complexado no citosol, e ndo na
forma livre.>* A importincia da homeostase do cobre ja foi reportada em varios artigos de
revisdo na literatura,® onde estratégias protedmicas foram fundamentais.®

O cobre adquirido pela dieta é absorvido pela mucosa intestinal e é levado pela
albumina ao figado, 6rgdo responsavel por regular sua distribuicdo por tecidos e plasma
sanguineo. A ceruloplasmina, uma multicobre-oxidase sintetizada e secretada em hepatdcitos,
é a principal proteina responsavel pelo transporte do cobre. Ela leva ions Cu(ll) a
transportadores localizados na membrana celular e a redutases que convertem essa espécie a
Cu(l), estado necessario para entrada do mesmo na célula, através da proteina Ctrl.” O cobre
deve estar nessa forma devido ao ambiente redutor no citosol: ao entrar na célula, Cu(ll) serd
reduzido ganhando um elétron e formando um radical orgénico, o que pode levar a formacéo

de EROs, num processo em cadeia.

Pode-se representar esse processo usando glutationa (GSH), um tripeptideo presente
intracelularmente em concentragdes na faixa mM, como exemplo, num esquema de reagdes
em cadeia:

Cu(ll) +GSH = GS® + Cu(l) + H*
GS'+ RH = GSH+R’
R"+ O 2 ROO’
ROO" + RH = ROOH +R*

2GS" 2 GS-SG

Equacédo 4 — Relagdes da glutationa com cobre e espécies reativas formadas no citosol.

A glutationa coordena-se aos ions de cobre, formando espécies do tipo [Cu(GSH)] ou
[Cu(GSSH)], nos dois estados de oxidagdo, modulando sua reatividade frente a reacfes redox,

como na Equacéo 5:

LCu(ll) + H202 2 LCu(l) +HO2™ + H*
LCu(l) + H202 2 LCu(ll) + HO" + OH"

Equacao 5 — Reacdo do tipo Fenton.
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Radicais hidroxil sdo os mais reativos e uma vez formados reagem muito rapidamente,
numa velocidade controlada por difusdo (constante cinética k da ordem de 10° M? s1), e
causam danos oxidativos a diferentes biomoléculas e organelas. Portanto, essas espécies
reativas sdo prejudiciais aos componentes celulares e estdo relacionadas a estados patoldgicos,

como neoplasias® e processos inflamatorios.®

Uma vez dentro da célula, o cobre € ligado a metalochaperonas que o levam a destinos
especificos, isto €, inserem-no seletivamente em determinadas proteinas. A chaperonas CCS,
COX17 e ATOX1 sdo responsaveis por transferir o cobre a superdxido dismutase (SOD),
citocromo c oxidase e as cobre-ATPases (ATP7A/ATP7B), respectivamente.® Essas
transferéncias se dao por interacdo direta proteina-proteina, de modo que o cobre ndo seja
liberado (livre ou ndo-coordenado) no citosol em nenhum momento'®. Estimou-se que existe,
no maximo, um atomo de cobre livre por célula, com base em estudo feito com SOD,

considerando-se a alta constante de estabilidade da proteina ativada por cobre.!

Baseando-se na constante de metalagdo da Cu,Zn-SOD (Equacédo 6) e no volume
aproximado de uma célula (~10* L), estimou-se a concentrag do intracelular de cobre
“livre” (ndo-coordenado) em [Cu?] = 107 ions/célula ou 10% mols/célula, ou ainda 108

mols/L.

Cu(ll) +apo-SOD 2 [Cu(SOD)] Kf= ~10%
Equacao 6 — Metalagdo da proteina superdxido dismutase

As cobre-ATPases desempenham um papel importante na regulacédo fisioldgica do
cobre, levando o mesmo pela rede trans-Golgi afim de metalar vérias cuproenzimas
essenciais, e também tém como funcdo exportar o0 excesso de cobre da célula. As doengas
mais conhecidas relacionadas ao desbalanco de cobre vém de mutacfes nos genes dessas
proteinas. A doenca de Wilson & causada por mutacbes no gene ATP7B e prejudica a
excrecdo biliar de cobre, levando ao acimulo do metal no figado e morte celular.? A doenca
de Menkes é uma doenca recessiva ligada ao cromossomo X, em que a proteina ATP7A fica
reduzida ou ausente e, dessa forma, impede a absorgéo intestinal de cobre. Como resultado, ha

acumulo intestinal de cobre e deficiéncia sistémica desse metal.®

Por todos estes fatores apresentados, alta reatividade e presenca em inUmeras proteinas
e enzimas, a homeostase do cobre € extremamente controlada intracelularmente in vivo,

conforme mostrado na Figura 1, abaixo.
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Figura 1 — Homeostase do cobre em células de mamiferos (conforme Denoyer et al., 2015)3

1.2 Implica¢des do cobre no cancer

O envolvimento do cobre no cancer tem sido estudado por muitas décadas, em que
diversos estudos relataram repetidas vezes que o cobre é encontrado em maiores quantidades

em tecidos e plasma de pacientes com cancer, 14151617

No estudo de Kuo et al. (2002)!8 foram determinadas as concentracbes de quatro
elementos-trago (cobre, selénio, zinco e ferro) em plasma sanguineo. Constatou-se que
enquanto zinco, selénio e ferro encontravam-se em concentrages menores ou iguais, 0S
niveis de cobre aumentaram, comparando-se com amostras de pacientes normais (Tabela 1).
Ainda, mostrou-se que as relagbes Cu/Zn, Cu/Se e Cu/Fe sdo usualmente mais altas em
pacientes com cancer; essas relaces pareceram ser indicadores mais confiaveis da presenca

de cancer do que os niveis de Cu, Zn, Se e Fe isoladamente.
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Tabela 1 — Concentracdo plasmatica de elementos tracos de dois grupos, em ug/L, conforme Kuo et al.

Grupo Grupo
Controle cancer

Se 99,5 60,94

Zn 976,73 753,77
Fe 1040,38 114171
Cu 964,95 1252,2

Cu/Zn 0,99 1,7
Cu/Fe 0,94 1,11
Cu/Se 12,3 24,2

Muitos outros estudos demonstraram niveis de cobre elevados em varios tipos de
neoplasia, como cancer de ovario, pulméo, estdmago, cancer de mama e leucemia — 0s dois
ultimos tipos apresentando uma concentracdo ainda mais elevada de cobre nas células, sendo
3 e 4 vezes maior, respectivamente. As documentacGes foram feitas em pacientes com

diferentes grupos de idade, sexo e localidade geografica.®

Com esses estudos, pergunta-se se a desregulacdo do cobre nesses pacientes seria a
causa ou a consequéncia do cancer. O cobre, por suas caracteristicas, pode aumentar a
producdo de EROs, danificando biomoléculas, e levando ao estresse oxidativo e inflamacéo
cronica, intrinsecamente relacionados ao cancer.?’ A reacdo do tipo Fenton, ja demonstrada,
estd entre as mais importantes reaces mediadas por metais, especialmente metais de
transicdo, como Fe(l1), Cu(ll), Co(ll) e Ni(ll), e levam a producéo do radical hidroxil ("(OH),

uma das espécies reativas de oxigénio mais danosas produzidas no corpo humano?.

A reacdo de Haber-Weiss (Equacédo 7) complementa a reacdo de Fenton, também
levando a producéo de radicais®?, num processo modulado pelo ligante, porém o metal age

apenas como catalisador do processo, e envolve o radical superéxido (O2™):

02" + LCu?* — Oz + LCu*
LCu*+ H20; — LCu?*" + "OH + "OH
02~ + H202 — 02 + "OH + *OH (equacao global)
Equacao 7 — Reacgdo de Haber-Weiss

N&o se constatou ainda inequivocamente se o cobre é um fator de risco na

carcinogénese, porém seu papel é conhecido no processo de angiogénese e metastase.



19

A angiogénese envolve a migracgdo, proliferacdo e diferenciacdo de células endoteliais
para formar novos vasos sanguineos, e é controlada por fatores estimulantes como a
angiogenina, o fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), fator de crescimento de
fibroblasto béasico (bFGF), fator de transformacdo de crescimento beta (TGF-pB), algumas
interleucinas (IL) e elementos tragos como o cobre. Os inibidores incluem IL-10, IL-12 e
angiotensina. Este processo é muito importante para o crescimento de um tumor, uma vez que

esse ndo passa de 1 a 2 milimetros de didmetro sem a formacéo de novos vasos.

O cobre liga-se a angiogenina, aumentando sua afinidade por células endoteliais, € pode
regular a secrecdo de FGF e IL-1a. Por fim, cobre é requerido para expressdo de alguns
fatores angiogénicos: na deficiéncia desse elemento, o fator de transcricdo NF«kB ¢ inibido e,
consequentemente, cinco mediadores pro-angiogénicos (VEGF, bFGF, IL-1a, IL-6 e IL-8)
tém sua expressdo reduzida.?>?* Essas descobertas inquestionavelmente colocam o cobre

como um potente indutor do processo de angiogénese.

O cobre relaciona-se a metastase pelo fato desta depender do processo de angiogénese.
No entanto, ha evidéncias de que o cobre pode influenciar diretamente a metastase. Esse
elemento € essencial para atividades das enzimas lisil-oxidase (LOX), envolvidas na ligacédo
cruzada entre colageno e elastina. Células cancerosas secretam LOX para remodelar a matriz
extra-celular, assim criando 0 chamado “nicho pré-metastatico”, onde células derivadas da
medula 6ssea (BMDCs) sdo recrutadas antes do desenvolvimento da metastase. Estas células

parecem criar um ambiente para a invasio subsequente e crescimento de células tumorais.?®

Com base nesses conhecimentos, passaram a ser desenvolvidas terapias focando na
deplecéo de cobre biodisponivel. Quelantes de cobre (Figura 2), antes estudados para tratar a
doenca de Wilson, foram testados frente a tumores para verificar diminui¢do de angiogénese e

metastase.
O HiC CH,
/\/NH\/\ /\/NHZ S_—||\/||O—S_
HO SH HoN NH I
NH, S
D-penicilamina Trientina Tetratiomolibdato

Figura 2 — Exemplos de quelantes de cobre.
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Em um estudo, verificou-se que o tetratiomolibdato suprimiu o fator nuclear NF«B,
impedindo a expressdo de fatores pré-angiogénicos em murinos SUM149 (cancer de mama
inflamatorio).?® Outros estudos mostraram, de forma semelhante, que a trientina (ou
trietilenotetramina, NH2-CH2-CH2-NH-CH2-CH2-NH-CH2-CH2-NH3) reduziu a producdo de
IL-8 em carcinoma hepatocelular?’, e que a d-penicilamina inibiu a atividade de LOX,
prejudicando a ligagao cruzada de coldgeno, além de reduzir a expresséo de VEGF, resultando
em progressdo lenta de glioblastoma multiforma in vivo.?® Porém, observou-se nesses estudos
gue os quelantes de cobre tém atividade mais citostatica que citotdxica, isto €, inibe mais o

crescimento ou reproducdo das células do que as torna inviaveis.

1.3 Complexos de cobre como metalofarmacos antitumorais

O sucesso clinico da cisplatina para tratar varios tipos de neoplasias?® colocou a quimica
de coordenacdo em destaque, levando ao desenvolvimento e teste de véarias metalodrogas
antitumorais.®® Apesar de sua eficiéncia, a cisplatina tem efeitos colaterais toxicos, o que
limita sua dose, e ainda tem induzido resisténcia em tumores. Complexos de cobre foram
propostos assumindo-se que esse metal seria menos toxico, pelo fato de ser enddgeno e o
organismo ter a maquinaria necessaria para lidar com ele. Contrariando a I6gica dos quelantes
de cobre, que tem como alvo terapéutico a remogdo desse metal do meio, os complexos

passaram a ser testados com um novo propdsito: induzir apoptose em células tumorais.!

Para formular o complexo de cobre antitumoral, é essencial levar em conta a estrutura
da molécula, o atomo doador do ligante e o arranjo dos ligantes ao redor do metal, pois isso
modula as propriedades duras e moles do metal, assim como seu balanco lipo- e hidrofilico. O
cobre forma uma grande variedade de complexos de coordenacdo predominantemente nos
estados de oxidacdo Cu(l) e Cu(ll), com muito mais exemplos deste Gltimo. Cu(l) prefere
atomos doadores moles, como P, C, S tioéter e aminas aromaticas, e seus complexos
costumam adotar uma geometria tetraédrica (pois o cobre costuma coordenar-se a quatro
atomos). Ao contrario, Cu(ll) € um ion de fronteira entre duro e mole e tem preferéncia por
ligacdo a atomos de nitrogénio, numa geometria usualmente tetragonal. Por esse motivo,
complexos de cobre(ll) sédo preferencialmente utilizados por terem grande habilidade de

ligagdo com o DNA, assunto explorado na proxima seccao.
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1.4 Alvos preferenciais dos complexos de cobre

Em nosso laboratério vimos estudando derivados oxindélicos, preparados a partir da
isatina e respectivos complexos de metais essenciais ja ha algum tempo, tendo verificado suas
propriedades como possiveis agentes antitumorais.3>3334353¢ Foram feitas investigagOes sobre
seus provaveis mecanismos de acdo e alvos, que incluiram ligacdo e clivagem de DNA, e

interacdo com proteinas quinases e topoisomerases, inibindo suas atividades.

1.4.1 Apoptose por ligacédo e quebra de DNA

Desde 1968, sabe-se que o cobre possui uma grande afinidade por DNA, superando a
afinidade de metais como niquel, cobalto, zinco e magnésio.®” Mais tarde, principalmente nos
ultimos dez anos, muitos estudos demonstraram que complexos de cobre promoviam a
clivagem de plasmideo em condicdes fisioldgicas por um mecanismo oxidativo,3°4%41 sendo
muitas vezes mostrado envolvimento do radical hidroxil. Acredita-se que ocorra reacdo do

tipo Fenton para esse tipo de clivagem.

A habilidade de clivagem dos complexos de cobre é, antes de tudo, uma consequéncia
da habilidade de ligacdo desses compostos ao DNA. Isso se deve muito ao arranjo da

molécula, como dito anteriormente.

Existem trés tipos de interacdo ndo covalente de complexos metalicos com o DNA:
interacdo nas algas (ou grooves), interacdo eletrostatica (quando ha associacdo externa com 0s
grupos fosfato), e intercalacdo. A intercalagdo consiste na inser¢do da droga entre pares de
base vizinhos do DNA, dessa forma desenrolando as fitas para se encaixar no empilhamento
n. Esse tipo de interacdo é o que leva a maior modificagdo da estrutura do DNA,
consequentemente promovendo sua quebra e, assim, impedindo a replicagdo de uma célula
cancerosa. Dessa forma, utilizam-se comumente ligantes planares para confeccdo dos

complexos, por exemplo, a fenantrolina® e a cumarina.*°

Um de nossos compostos antitumorais mais ativos é o [Cu(isaepy)2]?*, mostrado na
Figura 3a. Esse complexo se demonstrou intercalante e clivou dupla-fita de DNA plasmidial,
além de ter apresentado alta citotoxicidade contra células de neuroblastoma SH-SY5Y*,
Resultados similares foram obtidos para o analogo com apenas um ligante, [Cu(isaepy)]”,
também tratado como [Cu(isaepy)] nesse texto, na Figura 3b. Ambas as espécies apresentam-
se em equilibrio, dependente do pH do meio, conforme foi demonstrado através de dados de

espectrometria de massa.
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Figura 3 — Principais complexos de cobre sintetizados em nosso laboratdrio.

1.4.2 Apoptose por inibicdo de quinases, topoisomerases e via mitocondrial

As quinases sdo responsaveis por promover a fosforilagdo de proteinas através de
transferéncia do y-fosfato do ATP para residuos especificos de proteinas. Em muitas doencas,
inclusive cancer, foram verificadas alteracdes dessas quinases. Dessa forma, elas sdo outro
importante alvo de metalodrogas. Recentemente, demonstrou-se que [Cu(isaepy)]
[Cu(isapn)]?* (Figura 3c) inibem significativamente a CDK1%3, quinase envolvida no processo

de divisdo celular.

As topoisomerases sdo enzimas que catalisam mudancas topoldgicas no DNA durante
sua replicacdo, transcricdo e reparo, promovendo quebra e religacdo das fitas a fim de evitar o
superenrolamento do DNA. As quebras temporarias podem ocorrer em uma fita de DNA, no
caso da topoisomerase I, um mondmero, ou em duas fitas, no caso da topoisomerase 11, que é
dimérica.** Sem essas enzimas, portanto, a replicacdo de DNA fica comprometida, e por isso
sdo um 6timo alvo de terapias anticancer. Inibidores cataliticos podem inibir a ligacdo da

topoisomerase ao DNA, ou impedir a clivagem, e assim inibindo o relaxamento da fita.

Um estudo com o [Cu(isapn)]** demonstrou que esse complexo é capaz de inibir
completamente a quebra das fitas de DNA pela topoisomerase 1B (eucaridtica humana) na
concentracgdo de 50 puM, impedindo assim o relaxamento do plasmideo.* Em trabalho mais
recente, a inibicdo por outros complexos correlatos, como o [Cu(isaepy)]’, também foi

verificada, constatando-se mais de um sitio de interagdo entre esses complexos e a proteina.*®

Além dos alvos citados, foram descritas na literatura outras fungdes e compartimentos
celulares, assim como o microambiente das células cancerosas como alvos de drogas

anticancer.*” Por exemplo, células cancerosas apresentam baixo nivel de antioxidantes ou
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sensibilidade redox alterada, o que pode ser uma ferramenta de indugéo seletiva de apoptose.
O cobre, por suas propriedades, pode promover o ciclo catalitico redox com mais intensidade
nessas células, levando a producdo de EROs e consequentemente a morte celular.
[Cu(isaepy)]” e [Cu(isapn)]** tém habilidade de entrar na mitocondria, veiculando o cobre
para dentro da mesma e assim produzindo EROs, induzindo eficientemente a morte em

células de neuroblastoma.?*

A carga positiva e a lipofilicidade desses compostos € o que lhes confere a habilidade de
entrada na célula: eles agem como cétions lipofilicos delocalizados (DLCs), uma classe de
compostos capazes de entrar na célula em resposta a um potencial de membrana negativo,
principalmente na mitocondria.>* Foi demonstrado que [Cu(isaepy)2]** se concentra na
mitocondria, gerando EROs e danos oxidativos em proteinas de toda a organela. Com esse
desbalanco, ocorre a perda de potencial de membrana e queda de producdo de ATP, o que
leva a ativacdo da AMPK (quinase ativada por monofosfato de adenosina), que por sua vez
leva a apoptose.

E importante observar com esses dados que os metalofarmacos estudados tém mais de
um alvo, o que é esperado, uma vez que no meio bioldgico é virtualmente impossivel ou

muito pouco provavel, atingir apenas um tipo de proteina, por exemplo.

1.5 Compostos inddlicos como ligantes de complexos de cobre

Produtos naturais de maneira geral compdem grande parte dos farmacos usados contra
doengas humanas. Particularmente, diversos produtos naturais isolados de diferentes
organismos marinhos (esponjas, cianobactérias, algas, moluscos, fungos) tém despertado
bastante interesse como possiveis agentes farmacoldgicos ou medicinais.*®4>%° Dentre estes,
destacam-se os derivados ind6licos com possivel atividade antitumoral, como a isatina e a 6-

bromoisatina.

A isatina (1H-indol-2,3-diona ou 2,3-dioxindol), &€ um alcaloide natural encontrado nas
plantas Isatis tinctoria (Brassicaceae)®® e Couroupita guianensis (Orchidaceae)® (Figura
4a,b), que produzem outros oxindodis, como o indigo e a indirubina. A isatina é também
encontrada em fluidos e tecidos de mamiferos como um metabolito do triptofano, em que esse
aminoacido é convertido em indol por bactérias intestinais, que entdo é absorvido e

convertido a isatina no figado.>
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A isatina ja teve suas propriedades bioldgicas descritas na literatura, assim como outros
derivados oxinddlicos similares.>* Esse composto apresenta duas formas tautoméricas, ceto e
enol, em relagdo a carbonila na posi¢do a. A Figura 4c mostra uma carbonila lactamica a

esquerda, e a forma enolica a direita. A carbonila na posigdo B é uma ceto-carbonila.

WL

o ‘/a OH
N

Figura 4 — Isatina e suas fontes naturais. a) Isatis tinctoria, b) Couroupita guianensis. c¢) formas tautoméricas da
isatina.

As propriedades da isatina ja descritas na literatura incluem acdo antibacteriana,
fungicida, anticonvulsdo, antiviral e atividade antitumoral.>® Diversos outros derivados de
oxindois ja foram descritos como potentes inibidores do fator de crescimento endotelial
vascular (VEGF) capaz de estimular a angiogénese, um processo de desenvolvimento de
microvasculatura por parte de tecidos tumorais.®® Alguns derivados, conhecidos
comercialmente como SU5416 (semaxanib) e SU6668 (orantinib), mostrados na Figura 5,
inibiram o processo de angiogénese in vitro numa extensdo > 86%, em concentracdo 10
umol/L, e esta inibicdo ja era significativa a 1 umol/L. Ambos estes compostos ja foram
utilizados em testes clinicos para tratamento de cancer, segundo o NCI (National Cancer
Institute).>” Um outro composto desta série, SU9516, correspondente a uma indolinona 3-
substituida, mostrou ser ativo na inibicdo da atividade quinase (CDKs ou quinases
dependentes de ciclinas) de células de cancer de colon, da proliferacdo e progresséo do ciclo

celular, induzindo apoptose.®®
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Figura 5 — Compostos derivados de oxindois, com propriedades antitumorais.

Moluscos gastropodes, como a Dicathais orbita, sdo organismos marinhos predatorios,
da familia Muricidae, encontrados na Australia e que vém sendo estudados ja ha 5 décadas.*®
Compostos como indois bromados e ésteres colinicos foram isolados e identificados como
precursores de Tyrian purple, um corante violaceo detectado nesses organismos, sendo
sintetizados em suas glandulas hipobranquiais. Desde entdo sua biodistribuicdo e biossintese
vém sendo estudadas, assim como varios de seus analogos estruturais. Os precursores
inddlicos geram o pigmento final através de uma serie de reacfes enzimaticas, oxidativas e

fotoliticas.

Sulfato de Tirindoxil (Figura 6) foi identificado como o ultimo precursor do pigmento
Tyrian purple, sendo obtido de extratos etandlicos das glandulas hipobranquiais da D. orbita.
Outros precursores também foram identificados, como 6-bromoisatina, um composto de cor
amarela e insensivel a luz, e Tiriverdina, um composto verde sensivel a luz, com estrutura
dimérica® e formado pela reacdo espontanea entre tirindoxil e tirindoleninona.®! 6-
Bromoisatina (Figura 6) € considerado um produto artefato, resultante de um processo de
oxidacdo em etapas, sendo precursor do composto vermelho 6,6'-dibromoindirubina, que é

um isémero do pigmento Tyrian purple.
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Figura 6 — Compostos derivados de oxinddis encontrados em Dicathais orbita (Australia), responsaveis pela sua
coloracio (conforme Benkendorff*®).

Alguns desses compostos inddlicos extraidos de gastropodes mostraram ter atividade
antitumoral, como tirindoleninona e principalmente 6-bromoisatina, 0 mais ativo contra a
proliferagdo de células de cancer de colon (HT29 e Caco-2), com ICso na faixa 100uM.%263

Derivados de indirubina (Figura 7), que também pode ser obtida de plantas (as mesmas da
isatina), ja foram descritos como potentes inibidores de quinases (CDK2/ciclina E),
interagindo no sitio de ligacdo do ATP, e por esta razdo sendo considerados promissores

agentes antitumorais.5

NH

Indirubina-3’-oxima
R: = OH, CI, Br, F ou OCHs; R, = NO,, Cl, F ou OCF;

Figura 7 — Derivados oxima de indirubina.

Sabendo-se que isatinas halogenadas tém fungdo antitumoral, Vine et al. (2007)%
fizeram um estudo citotoxico com células de linfoma histiocitico (U937), comparando a
isatina a uma série de derivados com substituintes halogenados. O 1Csp da isatina é de 565uM
para essa linhagem de células, e esse nimero cai drasticamente quando se adiciona um atomo
de bromo nas posicdes 5, 6 ou 7, com ICsq de 64,5, 74,8 e 83,0 uM respectivamente. A isatina

tri-substituida, com bromo em Cs, Cs € C7, apresentou ICsp de 6,8 uM. Deste modo, estes
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dados pareciam indicar que a bromacao da isatina poderia melhorar suas propriedades como

agente antitumoral.

2. OBJETIVOS

Os objetivos principais deste projeto foram sintetizar e caracterizar potenciais
compostos antitumorais de cobre, analogos ao complexo [Cu(isaepy)] 5, que vem sendo
extensivamente estudado em nosso laboratério, a partir de ligantes bromados de isatina e
posteriormente metalados (complexos 3 e 4), semelhantes aos isolados em organismos
marinhos, a fim de verificar um possivel aumento da atividade antitumoral. Complementando
estas metas, investigou-se também um possivel aumento em suas interagdes com DNA e em

sua clivagem oxidativa.

Paralelamente, investigaram-se dois novos complexos de cobre derivados de isatina e
histamina (1) ou triptofano (2), visando estudos comparativos mais amplos da reatividade

desta classe de compostos.
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3. MATERIAIS E METODOS

As chamadas bases de Schiff constituem uma classe de compostos organicos
apresentando o grupo imina (RR’C=N-R’’), formado pela condensacdo do grupo amina
primaria de um precursor com o grupo aldeido ou cetona de outro. Ligantes iminicos formam
muito facilmente compostos de coordenacdo estaveis com a maioria dos metais de transicao,
em diferentes estados de oxidacéo, e sua estabilidade térmica e termodindmica possibilitam

sua utilizacdo em diversos processos bioinorganicos de interesse.

Baseado em estudos similares realizados em nosso grupo® ou descritos na literatura,®’
foram desenvolvidos procedimentos, com modificacdes adequadas a cada caso, como controle
de temperatura, solvente e pH, para obtencéo dos diferentes complexos metalicos de cobre. O
composto [Cu(isaepy)] aqui utilizado foi previamente sintetizado, caracterizado e gentilmente
cedido pelo Dr. Ricardo Alexandre Couto.

Posteriormente, foram  realizados  experimentos de atividade bioldgica
concomitantemente com [Cu(isaepy)] para verificar e comparar a citotoxicidade desses

complexos frente a células tumorais, bem como experimentos de interacdo com DNA.
3.1 Materiais utilizados

3.1.1 Reagentes

Isatina (98%), 5-bromoisatina (90%), 5,7-dibromoisatina (97%), MTT (98%) foram
obtidos da Sigma-Aldrich. Perclorato de cobre hexahidratado (98%), 2-(2-aminoetil)piridina e
DNA “Calf Thymus” em forma de sal de sddio foram adquiridos da Aldrich, L-triptofano
(99%) foi adquirido da Synth, histamina diidrocloreto (99%) da Acros Organics e o plasmideo
pBlueScript foi obtido da Stratagene.

3.1.2 Meios de cultura e solucdes

3.1.2.1 Meio McCoy'’s

Meio McCoy’s SA (SIgMA)....coiiieiiiiiiiieiienieeeeeee e 10,79
NAHC O3 .t 2,20
Soro fetal BOVINO 10%0........cocviiriiieieiee e 100 mL
Solucao de antibidtico e antimicotico 100x (Sigma)................ 10 mL

Completou-se o volume para um litro com &gua deionizada e filtrou-se em ambiente

estéril.
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3.1.2.2 Meio McCoy’s com doxorrubicina 0,5uM

Meio MCCOoY’s 5A (SigMa) ....cccvevvieerieeieiie e 10,79
NAHCOS. ..o 2,29
Soro fetal BOVINO 109%0........ccceeiiiieiieesecee e 100 mL
Solucdo de antibiotico e antimicético 100x (Sigma) ............... 10 mL
Do) o] £ £V] ] o[ o - VOSSR 0,27 mg

Completou-se o volume para um litro com &gua deionizada e filtrou-se em ambiente

estéril.

3.1.2.3 Meio DMEM

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (Sigma).........cccceue.e. 1L

Meio estéril pronto para uso.

3.1.2.4 Tampao fosfato (PBS) para ensaios em células

NACH ... e 8¢
Gl e 0,29
NZHP O, ..o 1,159
NAH2PO ... 0,29

Completou-se o volume para 1 litro de agua deionizada e submeteu-se a autoclave por 15

minutos, a 121°C.

3.1.2.5 Tampao fosfato (PBS) pH 7,4 para ensaios com DNA

NBOH (0,1 M) covooreeeeeeeeeeeeeeeeeeeeses e eesessesesesseeesseseeseseneees 39,1 mL
KH2PO4 (0,1 MY oo eessessseeseessesssseseessssseess 50 mL

Completou-se 0 volume para 100 mL com &gua deionizada e filtrou-se em ambiente esteril.

3.1.3 Linhagens de células
Foram utilizadas células tumorais MES-SA (ATCC CRL-1976), MES-SA/Dx5 (ATCC
CRL-1977), HeLa e fibroblasto humano P4 (isolado clinico), disponiveis no laboratério do

Prof. Pio Colepicolo.


http://www.sigmaaldrich.com/catalog/substance/dulbeccosmodifiedeaglesmediumhighmodified1234598765
http://www.sigmaaldrich.com/catalog/substance/dulbeccosmodifiedeaglesmediumhighmodified1234598765
http://www.sigmaaldrich.com/catalog/substance/dulbeccosmodifiedeaglesmediumhighmodified1234598765
http://www.sigmaaldrich.com/catalog/substance/dulbeccosmodifiedeaglesmediumhighmodified1234598765
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3.2 Sinteses

A sintese dos complexos foi realizada por reacdo de condensacdo em catélise acida. Os
compostos podem conter 0 grupamento isatina tanto na forma enol quanto na forma ceto,
dependendo do pH em que a sintese ocorreu. A Figura 8 mostra os precursores utilizados na

preparacdo dos complexos.

A) B)
/O HN N 2HCI
—0 V\E\> H,N
N /O N | N
IsatinaH B Histamina diidrocloreto N FH
o \ =0 2(2-amino)etilpiridina
Br / H
—0 5-bromoisatina Q
u 4 l OH
Br NH NH,
5,7-dibromoisatina Triptofano

Figura 8 — Precursores utilizados para as sinteses. A) Isatina e seus derivados halogenados, B) Precursores
contendo aminas primarias.

3.2.1 [Cu(isahista)2](ClOa4)2 (1)

Para sintese de [Cu(isahista).], dissolveu-se 4 mmols de isatina (0,59 g) em 50 ml de
etanol absoluto, e misturou-se com 4 mmols de histamina diidrocloreto (0,74 g) dissolvida em
5 ml de &gua deionizada. Apo6s 1 hora de agitacdo a temperatura ambiente, foi adicionado a
solugdo 1,11 ml (8 mmols) de trietilamina, ainda sob agitacdo constante. Por fim, foram
adicionados lentamente 4 mmols de perclorato de cobre (1,48 g) dissolvidos em 10 ml de
etanol, com ajuda de uma pipeta pasteur. Depois de 1h30 sob agitacdo, a solucdo mostrava
uma aparéncia verde musgo, com um precipitado amarelo escuro. Apos ficar a 4°C por uma
noite, o composto foi filtrado a vacuo, lavado 2 vezes com etanol e agua (aproximadamente
v:v 10:1), e mais uma vez com etanol absoluto. Antes de secar, o complexo foi lavado com
éter etilico resfriado. A massa final obtida foi de 1,18 g, equivalente a 1,55 mmol (rendimento

de 38,8%, considerando a forma ceto pura) de um pé fino amarelo-mostarda.

3.2.2 [Cu(isatrp)(H20)](ClOa4) (2)

Para a sintese de [Cu(isatrp)], dissolveu-se 4 mmols de isatina (0,59 g) em 50 ml de
etanol absoluto, e misturou-se a 20 ml de L-triptofano em etanol e 4gua em uma proporgao
2:1, aproximadamente. Foi utilizado o mesmo procedimento do composto 1 para adigdo de
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base e perclorato de cobre. Ao fim da sintese, a solucdo, anteriormente de coloracdo
alaranjada, tornou-se marrom escura e formou um precipitado da mesma cor.

O complexo foi entdo resfriado a 4°C por uma noite. Em seguida, foi filtrado a vacuo,
lavado uma vez com etanol e um pouco de agua, e entdo, secado e pesado. O rendimento do
produto foi de 68,5% (1,09 g, 2,74 mmols) considerando-se que o0 complexo estava apenas na

forma ceto.

3.2.3 [Cu(5-Brisaepy)(H20)]ClO4 (3)

5-bromoisatina (4 mmols, 0,90 g) foi dissolvida em 50 ml de etanol absoluto, em
seguida foi adicionada 2-(2-aminoetil)piridina (4 mmols, 0,48 ml). O pH aparente foi ajustado
para 5,5 com algumas gotas de HCI concentrado e a solucdo foi mantida sob agitacdo, em
refluxo, por 8 horas. Em seguida, foi adicionado lentamente o perclorato de cobre (4 mmols
ou 1,48 g dissolvidos em 10 ml de etanol). Formou-se um precipitado marrom escuro, ap6s 0
pH ter sido ajustado para 8,0 com trietilamina. A suspensédo foi mantida sob agitacao por mais
4 horas. O composto foi entdo mantido a 4°C por um dia, e depois filtrado, lavado com éter
etilico e etanol resfriado, e secado. Foi obtido um p6 marrom esverdeado com rendimento de

22% (0,462 g, 0,90 mmol), considerando-se o composto puro na forma enol.

3.2.4 [Cu(5,7-Brisaepy)H20](ClO4) (4)

Dissolveram-se 3 mmols (0,91 g) de 5,7-dibromoisatina em 50 ml de etanol absoluto,
sob agitacdo e aquecimento, e adicionou-se 2-aminoetilpiridina (3 mmols, 0,36 ml). O pH da
solucdo foi entdo ajustado para 5,5 com HCI concentrado e a reacdo foi mantida sob agitacdo
a temperatura ambiente durante 12 horas. Apds esse periodo, foi adicionado, lentamente, o
perclorado de cobre (1,11 g) dissolvido em 10 mL agua, e em seguida o pH foi ajustado para
7,5-8,0 com trietilamina. Com a adicdo dessa base, formou-se um precipitado marrom
esverdeado na solugéo, e a agitacdo foi mantida por mais 3 horas. Feito isso, 0 composto
formado foi refrigerado a 4°C por 72 horas, para precipitacdo. A filtragdo a vécuo foi
realizada, fazendo-se entéo duas lavagens do precipitado com etanol absoluto resfriado e uma
lavagem com éter etilico resfriado. O complexo obtido, um p6 fino marrom esverdeado,
apresentou rendimento de 56,9% (1,00 g, 1,7 mmol), considerando-se 0 composto puro na

forma enol.
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3.25 [Cu(isaepy)H20](CIO4) (5)

A sintese desse composto foi realizada pelo Dr. Ricardo Alexandre Couto, durante seu

doutoramento. Dissolveram-se 5 mmols (0,73g) de isatina em 25 mL de etanol e foram
lentamente adicionados 5 mmols (0,598 mL) de 2-aminoetilpiridina. Em seguida foi ajustado
o0 pH para 5,5 adicionando-se lentamente HCI concentrado, e manteve-se a solucdo sob
agitacdo por 24 horas. Apos esse periodo foram lentamente adicionados 5 mmols (1,85 mL)
de perclorato de cobre dissolvido em 1 mL de agua deionizada. O pH da solucdo foi ajustado
para 7,5 com 5 mmols (0,697 mL) de trietilamina. Foi obtido um fino precipitado verde
musgo e a suspensado foi mantida sob agitacdo por 4 horas. Feito isso, a suspensao foi filtrada
e o solido foi lavado com etanol e éter etilico gelado. Secou-se o complexo sob pressdo
reduzida em dessecador. O complexo obtido apresentou rendimento de 76% (1,72 g, 3,84

mmols).

3.3 Métodos de caracterizacado

3.3.1 Anélise elementar

A analise elementar foi realizada na Central Analitica do Instituto de Quimica da USP,
utilizando um Analisador Elementar CNH Perkin-Elmer 2400, para determinacdo das
porcentagens de carbono, hidrogénio e nitrogénio dos compostos. Resultados consistentes

com os valores esperados, dentro de 0,5-1%, sdo considerados satisfatorios.

3.3.2 Espectroscopia no infravermelho

Os espectros vibracionais foram obtidos através de um espectrofotémetro infravermelho
FT-IR da Bomem, modelo MB-102, na faixa de 400-4000 cm™. Os compostos foram
macerados em KBr, previamente seco em estufa a 80°C, em uma razdo de aproximadamente
1:100.

3.3.3 Espectroscopia na regido do ultravioleta/luz visivel

Os espectros eletrébnicos na regido do UV/Vis foram registrados em um
espectrofotdmetro da Shimadzu, modelo UV-1601PC, em cubetas de quartzo com caminho
oOptico de 1,000 cm. Foram utilizadas solugdes com agua MilliQ, metanol com DMSO 1% ou

DMSO nas concentracdes de 10° a 10 mol.L™.
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A absortividade molar, epsilon (g, mol™ L cm™), foi obtida através do coeficiente angular
em gréaficos da absorbancia em funcéo da concentragdo do composto, para cada comprimento

de onda maximo encontrado.

3.3.4 Ressonancia paramagnetica eletrénica (EPR)

Os espectros de EPR foram registrados num espectrometro da Bruker, modelo EMX,
operando na banda-X (9,5 GHz), utilizando tubos de quartzo a baixas temperaturas (77 K)
para verificacdo da configuracdo e do estado de spin de espécies metélicas paramagnéticas,
como no caso do cobre(ll). As medidas foram realizadas em estado sélido e em solucdes
(etanol:agua 2:1, ou etanol:DMSO 2:1).

3.4 Testes de atividade bioldgica

3.41 Ensaio MTT

A atividade citotoxica dos compostos isolados frente a algumas células tumorais foi
verificada através de testes adequados ja descritos na literatura, por exemplo, 0 MTT.%869 Este
ensaio permite a quantificacdo de células viaveis através da reducdo do MTT, um sal de
tetrazdlio, pela mitocondria da célula. O produto, formazan, apresenta uma colora¢do roxa
com absorcdo maxima em 570 nm e sua quantidade é proporcional ao nimero de células

viaveis.

Para realizacdo desse experimento foram utilizadas células de sarcoma uterino humano,
linhagens MES-SA e MES-SA/DXx5, esta Ultima resistente a doxorrubicina (0,5 uM), células
de adenocarcinoma cervical HelLa e células ndo-tumorais (fibroblasto humano P4). Foram
calculadas, com ajuda de uma camara de Neubauer, 10 mil células por pogo com 200 pl de
meio de cultura para incubacdo em placas de 96 pocos. Utilizaram-se os meios McCoy’s para
0s sarcomas e DMEM para HelLa e fibroblastos.

Apos incubacdo das células por 24 horas, a 37°C, em atmosfera contendo 5% de COo,
adicionaram-se 0s compostos em concentragdes que variavam de 25 a 150 uM, ou de 5 a 75
uM, dependendo da atividade prevista para o composto. Novamente, as placas foram
incubadas por 24 horas nas mesmas condi¢fes. Cada linhagem foi testada separadamente,

sempre com controle negativo. No caso de compostos diluidos primeiramente em DMSO,
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também foi feito um controle de células em meio McCoy’s ou DMEM com DMSO na
porcentagem correspondente (1 a 2,5%).

Apdbs o periodo de acdo das drogas, 0 meio de cultura foi retirado, os pogos foram
lavados com PBS, e adicionou-se as placas 0 MTT solubilizado em meio de cultura numa
concentracédo final de 0,3 a 0,4 mg/ml. A incubacgéo foi feita nas mesmas condic¢des por 3
horas. Apds isso, adicionou-se DMSO aos pogos, para que as células se desprendessem do
fundo. A leitura de absorbancia a 570 nm foi realizada em um leitor de microplacas Infinite
200 PRO (Tecan), e o ICso pode ser encontrado trabalhando-se os dados no software

OriginPro 8.5.0 (Origin Lab Corporation).

3.4.2 Teste de interacdo com DNA através de espectroscopia na regido do ultravioleta/luz
visivel
Com intuito de verificar possiveis interagdes com o DNA, foi feita uma titulacdo dos
complexos com DNA Calf-Thymus (CT-DNA). A concentracdo utilizada dos compostos
variou entre 15 e 125 uM, e o volume de DNA primeiramente adicionado equivalia a metade
da concentracdo do composto, e esse mesmo volume foi utilizado para o resto da titulagdo. Os
espectros foram registrados nos comprimentos de onda entre 190 e 600 nm.

3.4.3 Teste de interacdo com DNA atraveés de dicroismo circular

Os espectros de dicroismo circular foram registrados em um espectropolarimetro Jasco
J-720 entre 300 e 200 nm. Utilizaram-se cubetas de 1 cm e tampdo fosfato (PBS) como
solvente. Os compostos solubilizados em DMSO foram testados na concentragdo 6 puM, e
variou-se a concentragdo de DNA Calf-Thymus de 6 a 60 uM. Foi feita uma curva padrao de
DNA para normalizar a intensidade dos espectros posteriormente. O composto [Cu(isahista):]
foi testado entre as concentragdes 50 e 140 uM, e o CT-DNA foi utilizado na concentracdo 50
uM.

3.4.4 Clivagem de DNA em presenca dos complexos de cobre

Para verificar a clivagem do DNA, foi utilizado o plasmideo pBlueScript 11 (Stratagene)
de 2961 pares de bases. Bactérias transformadas (E. coli DH5-a) tiveram o plasmideo
extraido utilizando-se um kit de “mini prep” da Qiagen. A concentracdo final, lida em um
NanoDrop, foi de 65,1 ng/uL. Os compostos foram incubados a 37°C em diferentes
concentragoes (1 a 50 uM) e diferentes intervalos de tempo (15 a 60 minutos) com 250 ng de
DNA e 120 uM de H203, utilizando tampao fosfato 50 mM (pH 7,4) como solvente. Também
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foi verificado o possivel dano de DNA utilizando-se somente H.O2 e DMSO. O volume final
foi de 20 pL. Apds a incubagdo, adicionaram-se 4 puL de loading buffer 6X e as amostras
foram submetidas a eletroforese em gel de agarose 1%, a 100 V, durante uma hora.

Apds captura das imagens de eletroforese, a intensidade relativa das bandas foi medida
através do programa ImageJ (v. 1.50i, National Institutes of Health, USA), e foram feitos
gréaficos da abundéncia relativa entre as formas de DNA

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os compostos sintetizados, similarmente aos obtidos a partir do precursor isatina,
podem ser obtidos na forma ceto- ou enol-, dependendo do ajuste do pH na etapa de
metalacdo. Um exemplo de equilibrio ceto-enol é verificado na Figura 9:

H _|2+ H
N
2l
T
O N
QT \L© Qj e Y *2H;0
N
C \>—)
H N

Figura 9 — Equilibrio ceto-en6lico do composto [Cu(isahista)].

4.1 Sinteses

Todos os compostos foram sintetizados em condi¢fes de catalise &cida, para favorecer a
formacgéo da imina, ou base de Schiff. O grupo carbonila da isatina, ao lado de um grupo
amida, tem baixa reatividade e torna a reacdo de condensacdo dificil. Segundo a literatura’®,
essa reatividade aumenta com a protonagdo do oxigénio, pois isso implica um aumento da
eletronegatividade do mesmo. Dessa forma, a energia dos niveis de orbitais moleculares é
diminuida na ligacdo C=0, o que a facilita o ataque nucleofilico do grupo amina a esse atomo
de carbono. O pH aparente das solucGes foi ajustado de acordo com estudos anteriores em
nosso grupo>*: O procedimento padréo de reacéo catalitica € ajustar, em etanol, o pH aparente
para 5,5 na preparacdo do ligante, e 7,5-8,0 para formar o complexo com o metal, ap6s a

adicdo do sal correspondente.
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As sinteses foram feitas utilizando-se diidrocloreto de histamina (hista) ou triptofano
(trp), condensando-0s com isatina. A 2-(2-aminoetil)piridina (epy) foi condensada tanto com
5-bromo-isatina, quanto com 5,7-dibromoisatina, para obter ligantes andlogos bromados.
Considerou-se que as isatinas halogenadas podem seguir o protocolo de reacfes anteriores,

pois os substituintes ndo interferem marcadamente nas propriedades da carbonila da molécula.

Nas primeiras sinteses, com hista (1) ou trp (2), ndo houve necessidade de se ajustar o
pH para formacéo do ligante. Os ligantes ndo foram isolados, pois a reacdo com triptofano é
particularmente complicada, ja que o grupo amina sofre impedimento estérico do grupo indol
de um lado da molécula, e do &cido carboxilico de outro (composto 2 da Figura 10). A
propria adicdo do metal pode ajudar na formacdo da imina, por deslocar o equilibrio da
reacao.

A ideia inicial do composto 1 era reproduzir o complexo [Cu(isahist)]’}, com
cobre:ligante 1:1, porém a base adicionada nédo foi suficiente para favorecer a forma enol do
ligante, que ficou na forma ceto e portanto bidentado. A anélise elementar (Tabela 2) mostrou
que dois ligantes se coordenaram a um unico atomo de cobre(ll), formando um complexo

interessante.

Os compostos 3 e 4 também ndo tiveram os ligantes isolados, pois foram preparados
afim de compara-los ao ja conhecido [Cu(isaepy)],”* cuja atividade bioldgica é a mais
significativa dentre todos 0os compostos sintetizados a partir de isatina, em varios aspectos. O
intuito é verificar se os atomos de bromo exerceriam um papel relevante que poderia
aumentar essa atividade. Esses compostos sdo esperados na forma enol, assim como
[Cu(isaepy)], de modo que o cobre se coordene a trés atomos do ligante (N,N,O) e a uma

molécula de agua.

As estruturas esperadas das moléculas sintetizadas encontram-se esquematizadas na

Figura 10, bem como em anexo.
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Figura 10 — Estruturas propostas dos complexos de cobre(ll) sintetizados a partir de isatina ou seus analogos
bromados.

Por fim, uma possivel explicacdo para a diferenca de rendimento nas sinteses dos
compostos 3 e 4 € o fato do pH ser aparente, ja que se utiliza etanol como solvente, e 0s
indicadores de pH acabam mudando de cor a medida que secam, podendo ter uma
interpretacdo errada. Na sintese do composto 4, esses indicadores foram utilizados da forma

mais correta — foi considerada a medicdo do indicador completamente seco.

4.2 Caracterizagdo

Nesta seccdo, todos os dados do [Cu(isaepy)], descritos em tabelas, foram extraidos da
tese do Dr. Ricardo Alexandre Couto.
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4.2.1 Anélise elementar

Os compostos sintetizados demonstraram resultados satisfatorios para os estudos
pretendidos, principalmente [Cu(isahista).], que foi obtido com alto grau de pureza, de acordo
com a Tabela 2, considerando apenas a forma ceto. Os célculos tedricos das porcentagens de
carbono, hidrogénio e nitrogénio foram feitos com base nas formulas minimas, descritas na

tabela, que melhor se adaptaram aos dados experimentais.

Os compostos produzidos comumente apresentam moléculas de agua ndo coordenadas,
uma vez que sao bastante higroscépicos, e podem também ficar com residuos do solvente
utilizado. Porém, o ideal é que os compostos apresentem, no maximo, duas moléculas de

agua.

Tabela 2 — Resultados da analise elementar dos compostos indolicos obtidos

Composto C(®) H(%) N (%) Formulaminima atribuida

Calc. 41,04 3,44 14,72  [Cu(isahista)2](ClOq4)2 - H,0

Exp. 41,02 3,46 14,80  CazsH26Cl,CuNgO11

Calc. 44,45 3,14 8,19  [Cu(isatrp)(H20)]CIO4

Exp. 44,62 4,20 8,90  CigH16CICUN3Os

Calc. 34,11 2,86 7,96  [Cu(5-Brisaepy)(H20)]CIlO4- H,0

EXp 34,28 3,05 7,13 Ci15H16BrCICuN3Oy

Calc. 32,15 2,86 6,62  [Cu(5,7-Brisaepy)(H20)]CIO4- Co;HsOH
EXp 31,37 2,71 6,68 Ci17H18Br2CICuN3O4

Calc. 40,10 3,59 9,35 [Cu(isaepy)(H20)]CIO4. H,0

Exp. 40,73 3,41 9,18  CisH16CICUN3O7

Cu(isahista)2 (1)

Cu(isatrp) (2)

Cu(5-Brisaepy) (3)

Cu(5,7-Brisaepy (4)

Cu(isaepy) (5)

4.2.2 Espectroscopia na regido do infravermelho

A caracterizacdo espectroscopica na regido do infravermelho demonstra o estiramento
dos complexos. A radiacdo infravermelha absorvida é convertida em energia de vibragédo
molecular por uma molécula organica entre 10.000 e 100 cm™ e essa energia é quantizada. A
frequéncia ou comprimento de onda de uma absor¢do depende da massa relativa dos 4&tomos,

das constantes de forca de ligagdo e da geometria das moléculas.”

Os espectros vibracionais foram registrados no intervalo 4000-400 cm™® em
espectrofotdbmetro com transformada de Fourier, e foi possivel identificar os grupos

caracteristicos dos compostos obtidos.
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A andlise dos espectros mostrou que 0s compostos apresentam bandas caracteristicas de
estiramentos C=0, C=N, N-H e O-H, conforme mostrado na Figura 11 e resumido na Tabela
3. O estiramento C=N € o mais importante a ser verificado, pois € um indicativo de que a
reacdo de condensacdo ocorreu. E possivel visualizar duas bandas relativas a esse estiramento:
uma do anel de isatina, e outra da base de Schiff, a qual tem sido atribuido um menor nimero
de onda, por estar coordenada ao metal. O estiramento C=N contido em anéis dos ligantes
(imidazol no composto 1, piridina nos compostos 3 e 4) usualmente se sobrepde a banda do

C=N na isatina.

Os compostos 1, 2 e 3 apresentaram duas bandas de estiramento C=N préximas a regido
de 1600 cm™, conforme esperado (descrito na tabela). O composto 4 apresenta apenas uma
banda relativa a imina nessa regido (Figura 11D), sugerindo que as bandas do anel da isatina

e da base de Schiff possam estar envelopadas.

Pode ser observado, em todos os compostos, uma banda indicando uma deformacao
angular C=C no plano, referente ao anel de isatina, em 1460 cm™ nos compostos 1 e 2, e 1440
cm™ nos compostos 3 e 4. Esses Gltimos tém ndmero de onda menor possivelmente devido a

presenca dos &tomos de bromo.

A banda referente ao estiramento C=0 mostrou uma intensidade forte no composto 1,
em 1697cm™, como esperado, e foi observada em regides de nimero de onda maiores nos
compostos 2, 3 e 4, com intensidade baixa. E possivel que, nesses compostos, a forma enol

predomine, deixando a carbonila em concentracdo menor.

Todos os complexos demonstraram a presenca de anions perclorato ndo coordenados na

regido em torno de 1100 cm™ e 620 cm™.
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Figura 11 — Espectros na regido do infravermelho. A) [Cu(isahista),] (composto 1); B) [Cu(isatrp)] (composto
2); C) [Cu(5-Brisaepy)] (composto 3); D) [Cu(5,7-Brisaepy)] (composto 4). Todas as amostras foram feitas em
KBr com resolucéo 4 cm™, as duas primeiras em reflectancia difusa e as duas ultimas em pastilhas.

Tabela 3 — Bandas caracteristicas no espectro infravermelho, em cm™, dos compostos estudados e suas
correspondentes atribuicdes

_ vC=N vC=N vClOy,
Composto VOH = wNH = vC=0  tstica isatinafimidazol  3CIO,
Cu(isahista), (1) / S 1697 1590 1612 1095; 625
Cu(isatrp) (2) 3389 3271 1723 1572 1624 1103; 621
Cu(5-Brisaepy) (3) 3443 3350 1721 1589 1614 1117; 627
Cu(s7-Brisaepy (4) 3433 3325 1740 1604* 1604* 1117; 627
Cu(isaepy) (5) i ; 1731 1579 1647 1001

v = deformacao axial (estiramento); d = deformacao angular. *bandas sobrepostas.
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Os compostos 3 e 4 demonstraram coeréncia com as atribuigcdes feitas as bandas do

analogo [Cu(isaepy)], conforme dados da tese do Dr. Ricardo Alexandre Couto.

4.2.3 Espectroscopia na regido do Ultravioleta-Visivel

A espectroscopia eletronica ou UV/Vis permite observar bandas de absorcéo
relacionadas a transicbes eletrbnicas em um determinado composto. Nos complexos
metalicos, basicamente ha trés tipos de transicdo eletrOnica: as transicdes internas dos
ligantes, LT (n—n ¢ n—n*), em que n, = ¢ ©* sdo os orbitais ndo ligante, ligante e anti-
ligante, respectivamente, ocorrem na regido do ultravioleta e sdo de alta energia. As transi¢des
de transferéncia de carga para o metal, LMCT (n—dm), sdo observadas em bandas na regiao
proxima do visivel e sdo de intensidade um pouco menor. As bandas na regido do visivel, de
intensidade ainda mais baixa, referem-se as transi¢cdes do metal, d-d, que usualmente nao sdo

permitidas pelas regras de Laporte ou de spin.

Para os complexos de base Schiff, as transicbes LT séo referentes aos grupos
croméforos C=N e C=C, e aparecem na regido UV até cerca de 300 nm.”* As bandas
referentes a transicdo LMCT aparecem entre 320 e 450 nm, aproximadamente. As bandas d-d

costumam aparecer entre 500 e 700 nm.

Para verificar as bandas relativas a esses dois tipos de transicdo, os complexos foram
diluidos a concentracdes da ordem de 10° M, em agua, para 0 composto 1, em DMSO no caso
dos compostos 2 e 3, e metanol com DMSO 1% para o composto 4. Para verificar a banda
associada & transicéo d-d, todos compostos foram diluidos a concentracées da ordem de 10
M em DMSO, com excecdo do composto 1, diluido em agua. A observacdo dessa banda
requer uma concentracdo maior por ser uma transicdo do tipo proibida de acordo com as

regras de selecdo (Laporte e spin), ao contrario das outras.

Os espectros foram registrados e plotados utilizando o Programa OriginPro 8.5.0
(OriginLab Corporation) conforme a Figura 12, e as medidas de absortividade foram
posteriormente determinadas para os comprimentos de onda encontrados, descritos na Tabela
4,
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Figura 12 — Espectroscopia na regido do UV e luz visivel. A) [Cu(isahista),] (composto 1); B) [Cu(isatrp)]
(composto 2); C) [Cu(5-Brisaepy)] (composto 3); D) [Cu(5,7-Brisaepy)] (composto 4). Os graficos a direita
mostram a banda referente a transicéo d-d.
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Figura 12 — Espectroscopia na regido do UV e luz visivel. A) [Cu(isahista),] (composto 1); B) [Cu(isatrp)]
(composto 2); C) [Cu(5-Brisaepy)] (composto 3); D) [Cu(5,7-Brisaepy)] (composto 4). Os graficos a direita
mostram a banda referente a transigdo d-d.
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Tabela 4 — Caracterizacdo de bandas observadas (Amax) € respectivos valores de absortividade molar (¢) para
cada um dos compostos.

Composto Amax(NM) / € (M'em™) das respectivas transicoes
LT LMCT d-d
Cu(isahista), (1) 242 [ 6,16x10* 312/1,28x10° 706 /88
249 / 1,46x10"

270/1,29x10*
282 /1,23x10*
290/ 1,02x10*

Cu(5-Brisaepy) (3) 261/ 2,88x10*

Cu(isatrp) (2) 359 /460* 639/ 168

304 /7,12x10°

372/2,9x10%*

Cu(5,7-Brisaepy (4)  252/2,18x10* 351/5,80x10°  634/253
242/1,90x10*

Cu(isaepy) (5) 247/1,68x10" 301/4,01x10° -
260/8,39x10°

618 /429

Como esperado, todos os complexos apresentaram as bandas LT entre 200 e 300 nm na
regido do ultravioleta, com intensidade acima de 10° M™* cm™. Essas bandas foram bem
evidentes para 0s compostos, que contém grupos aromaticos com iminas além da isatina. Os
compostos 2 e 3 apresentaram banda LMCT quando foram caracterizados em meio bioldgico
para teste de interacdo com DNA, na secgdo 4.3.2. Os outros compostos apresentaram essas

bandas na regido e com intensidade esperadas.

As bandas relacionadas as transicdes d-d apresentam, teoricamente, intensidade de 100
M™ cm™, ou menor. Isso foi observado apenas no composto 1. O complexo 2 ultrapassou esse
valor e os valores referentes aos compostos 3 e 4 ficaram muito altos. Os valores de € maiores
que 100 M?* cm™ indicam perda de centrossimetria da molécula.”* A banda referente &

transicdo d-d apareceu de forma sutil para estes compostos.

4.2.4 Ressonancia paramagnética eletrénica (EPR)

A técnica de EPR tem capacidade de explorar estruturas com elétrons desemparelhados
e € amplamente utilizada para estudar complexos organometalicos contendo ions de metais de
transicdo d.” Essa técnica consiste na aplicagdo de um campo magnético o que ird produzir
uma diferenca de energia entre os dois estados de spin eletrénico, ms = +% e mg = —%. Essa

diferenca de energia é dada pela Equacéo 8:
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AE =g Bo
Equacdo 8 — Formula da diferenga de energia (AE) no EPR.
na qual g ¢ a constante giromagnética (em Gauss) influenciada por p, que ¢ 0 momento
magnético. O valor de g para o elétron livre é 2,0023 e esse valor é deslocado nos compostos
devido ao acoplamento spin-orbital. Complexos com metais de transicdo d apresentam até 3
valores de g diferentes (gxx, Oyy € 9z2), € isso depende da simetria de distribui¢do de spin (ou
seja, da simetria do ambiente ligante), que ird influenciar o espectro. Os espectros podem
indicar simetria isotropica (valores iguais de g para 0s eixos X, y e z), axial (dois valores

iguais e um diferente) ou rdmbica (todos os valores de g diferentes).”

O desdobramento mais observado no espectro de EPR, no caso de complexos metalicos,
é o do préprio ion metalico, denominado estrutura hiperfina, que contém uma constante A.
Essa estrutura ocorre devido ao acoplamento de spin eletrénico e o spin nuclear. O nicleo
com spin | divide-se em um ndmero de linhas equivalentes a 21 + 1 na mesma intensidade .
O ion de cobre tem momento nuclear | = 3/2, portanto, em seu espectro cada linha podera se
desdobrar em 4 linhas.

A constante hiperfina, assim como g, pode ter até 3 valores distintos em Ay, Ay Az.
Em alguns casos, 0s compostos apresentam um sistema molecular de simetria axial, portanto
possuem 2 valores distinguiveis de A e g, designados paralelo (//) e perpendicular (1), em
que: gy = Uzz € g1 = Oxx = Oyy.- Analogamente, Ay = A e A = A = Ayy. O valor de A, e
possivel de ser determinado apenas a temperaturas mais baixas (He liquido ou 3K). A
chamada estrutura superhiperfina indica desdobramentos devido a atomos no ligante com spin

nuclear, por exemplo, N (I=1) ou H (1=1/2).

A razdo empirica g,/A;, em cm, permite verificar distor¢cGes na geometria dos ligantes
ao redor do metal. Estudos semi-empiricos descritos na literatura mostram uma correlacao
entre esse parametro g,/Ay e o grau de distorcao tetraédrica numa estrutura tetragonal. Valores
desta relacdo foram comparados para compostos simples, de geometria bem conhecida, com
aqueles determinados em proteinas de cobre, e esse quociente se mostrou conveniente para tal
designacdo.’” Valores de g,/A; mais baixos (entre 100 e 150) indicam geometria tetragonal ou
quadrado planar, e com valores mais altos (até 250) a geometria é considerada cada vez mais
tetraédrica, isto €, tem-se graus crescentes de distor¢cdo tetraédrica numa geometria tetragonal.
Um valor intermediario sugere alguma distor¢do tetraédrica, em que o metal ndo faz

coordenacdes exatamente no plano, e nem a 109°.



46

A relagdo g,/A; tem sido entdo utilizada para caracterizar a geometria do ion cobre em
compostos miméticos de proteinas, como a superéxido dismutase,”® e permite verificar o grau
de distorcéo tetraédrica num complexo de cobre com configuracdo tetragonal.” Isto decorre
do fato de compostos de Cu(l) preferirem configuracdo tetraédrica, enquanto compostos de

Cu(Il) apresentarem preferencialmente configuracéo tetragonal ou quadrado planar.

Os espectros de EPR registrados a 77K, em solugdo congelada (etanol/agua ou DMSO)

estdo mostrados abaixo, na Figura 13. Ndo foram incluidos os dados de EPR no estado
solido.

A)

— Cu(isahista),

Sinal EPR (u.a.)

T T T T T T 1
2400 2600 2800 3000 3200 3400 3600 3800
Campo magnético (G)

B)

—— Cu(isatrp)

Sinal EPR (u.a.)

T T T T T T T T T T T T T 1
2400 2600 2800 3000 3200 3400 3600 3800
Campo Magnético (G)

Figura 13 — Espectros de EPR dos compostos em solucéo a 77K. A) [Cu(isahista),] (1) em agua/etanol; B)
[Cu(isatrp)] (2) em DMSO/etanol; C) [Cu(5-Brisaepy)] (3) em DMSO; D) [Cu(5,7-Brisaepy)] (4) em DMSO.
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J —— Cu(5-Brisaepy)
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Figura 13 — Espectros de EPR dos compostos em solucdo a 77K. A) [Cu(isahista),] (1) em agua/etanol; B)
[Cu(isatrp)] (2) em DMSO/etanol; C) [Cu(5-Brisaepy)] (3) em DMSO; D) [Cu(5,7-Brisaepy)] (4) em DMSO.

Os espectros demonstram que todos 0s compostos apresentam simetria axial em
solugdo, com valores de g, maiores que g,, indicando que o elétron desemparelhado esta
localizado num orbital dy..,o. Os compostos 1, 2 e 4, assim como [Cu(isaepy)], apresentaram

geometria tetragonal, com a relacdo g,/A;; menor que 150 cm, conforme a Tabela 5.

O composto 3, com duas espécies de cobre, foi o Unico a demonstrar distorcdo
tetraédrica mais significativa: uma das espécies encontra-se com uma pequena tendéncia a
distorgdo tetraédrica (g, /Ay = 147 c¢cm), e outra se encontra em distor¢do tetraédrica mais
acentuada (g, /Ay = 186 cm). A presenca de duas espécies de cobre também foi observada

para 0 composto 2, Unico a apresentar uma espécie de cobre com simetria rdmbica,
apresentando um terceiro valor de g3 = 1,973.
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Tabela 5 — Valores dos pardmetros do tensor g e das constantes hiperfinas, A, dos complexos em solugéo
congelada, a T =77 K.

A, (x10“%cm /A
Composto 01(G) 9 (G) Ay (G) i 1 03 g(/(/:m)”
(Cl‘;('sah'Sta)Z 2077 2311 154 167 - 138
Culisatrp) () 5577 2265 180 190 - 119
Cuy (enol)
Culisatrp) (2) 5 577 2335 154 168 1,973 139
Cu, (ceto)
Cu(5-Brisaepy) -
(3) Cu (enoh 2001 2,341 146 160 147
Cu(5-Brisaepy) -
3) oo, (o) 2001 2,422 115 130 186
Cu(s,7- 2061 2272 165 175 - 130
Brisaepy (4)
Cu(isaepy) (5) 2,065 2,259 175 186 - 121

A presenca de duas espécies reflete provavelmente o equilibrio ceto-endlico envolvendo
as formas tautoméricas do grupamento oxinddlico (Figura 14). A forma enol deve ser a mais
tetragonal e a forma ceto a que se apresenta com maior distorcéo tetraédrica.

Estas caracteristicas estruturais terdo influéncia na reatividade dos complexos frente a

biomoléculas.
T 2+ Bk
7 N\ 7 N\
=N_ OHy =N_ ,OH
Cu /Cu
N/ \O +OH‘ J— N \O + HZO
\ \
\
NH N
Br Br

Figura 14 — Exemplo de equilibrio ceto-endlico com o [Cu(5-Brisaepy)]

4.3 Testes de atividade bioldgica

Os testes de atividade biologica dos complexos produzidos foram realizados

concomitantemente com [Cu(isaepy)].
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431 Ensaio MTT

O ensaio MTT permitiu testar a toxicidade dos compostos sintetizados frente a células
de sarcoma uterino de duas linhagens, sendo uma sensivel a doxorrubicina (MES-SA), e
outra, resistente (MES-SA/Dx5). Ainda, os compostos foram testados em células saudaveis
(fibroblasto humano P4), para efeito de comparacdo com as linhagens tumorais. A
doxorrubicina é uma droga antitumoral da classe das antraciclinas, e seu principal mecanismo
de acdo é a intercalacdo com o DNA.” As células de sarcoma resistentes a essa droga
apresentam superexpressao de P-glicoproteina, um transportador codificado pelo gene MDR1
(multi drug resistance 1) responsavel por bombear para fora da célula a doxorrubicina e
outras drogas com a mesma finalidade, tornando-a multirresistente a terapias antitumorais.®
As células MES-SA/Dx5 foram obtidas a partir da linhagem sensivel por meio de exposicao

prolongada dessas células a doxorrubicina (0,5 LLM).S:L

Os compostos 1 e 2 foram testados entre 25 e 150 pM, em meio de cultura puro e
DMSO 1%, respectivamente. Os compostos 3 e 4 foram testados junto ao andlogo nédo
bromado [Cu(isaepy)] em meio de cultura com DMSO 2,5% entre as concentracdes 5 e 75
uM. Utilizou-se o meio McCoy’s para as células de sarcoma e meio DMEM para 0s
fibroblastos e células HelLa. Apds a leitura das placas e o registro dos dados em Excel, foi
extraida a média de células viaveis a cada concentracdo, em relacdo a média dos valores de
controle, bem como seu desvio médio. A partir da equacdo de dose-resposta (funcéo
sigmoidal) foi determinado o 1Csy no programa OriginPro 8.5.0 (Origin Lab Corporation).
Cada ensaio foi feito em triplicata, e a Tabela 6 mostra a média dos resultados obtidos.

Tabela 6 — Valores de 1Cs, (LM) dos complexos de cobre para as linhagens celulares testadas.

Composto MES-SA  MES-SA/Dx5  Fibro P4 Hela
Cu(isahista), (1) 52,2 +8,7 1053+16  856+74 -
Cu(isatrp) (2) > 150 > 150 - -
Cu(5-Brisaepy) (3) 33,3+7,3 21,3+3,5 35,2+0,6 -
Cu(5,7-Brisaepy) (4) 214 +27 115+0,6 202+19 334%30
Cu(isaepy) (5) 19,7+1,8 12,4+0,4 36,7+8,4 293+6,9

O composto 1 mostrou uma diferenca significativa entre as células sensiveis e
resistentes a doxorrubicina (52,2 + 8,7 e 105,3 = 1,6 uM, respectivamente). Isso demonstra
que o composto provavelmente foi bombeado para fora das células pela P-glicoproteina,

ficando em menor concentracdo dentro da célula e, portanto, exigindo maior concentracao



50

para efetuar o mesmo dano. Pode-se concluir que o composto 2 ndo apresenta atividade
citotoxica mensuravel, por ndo ter afetado nenhuma linhagem de células em 50%, nem na
concentracdo mais elevada utilizada (>150 uM). Dessa forma, nao foram realizados testes

com outras linhagens de células.

Surpreendentemente, os complexos [Cu(isaepy)] (composto 5) e seus derivados
bromados (compostos 3 e 4) apresentaram toxicidade maior nas células resistentes a
doxorrubicina (MES-SA/Dx5) que nas ndo-resistentes. Esse dado é um indicativo de que
esses compostos ndo sofrem acdo da P-glicoproteina e permanecem na célula. 1sso se deve a
possibilidade dessas linhagens ndo terem como diferenca Unica e exclusiva a superexpressao
da P-glicoproteina, pois em um processo de exposicdo & doxorrubicina para ganhar
resisténcia, as células sofrem estresse, o que leva ao surgimento de muta¢6es ndo intencionais.
Esse comportamento tem se repetido em nossos estudos com diversos complexos de cobre
com ligantes derivados de oxinddis. Como a resisténcia é induzida baseada em formacéao de
EROs (com a doxorrubicina) e ataque oxidativo a biomoléculas, isto pode ser indicativo que o
mecanismo principal de sua acdo antitumoral é diferente ou que estes complexos atuam por

diversos mecanismos.

A diferenca mais significativa de citotoxicidade entre MES-SA e Fibroblasto P4 ocorreu
para 0 composto 1, podendo-se inferir que esse complexo poderia ser usado para células
sensiveis a doxorrubicina. Os compostos 3 e 4 demonstraram auséncia de seletividade entre
essas duas linhagens, ao contrario do [Cu(isaepy)], e também ndo demonstraram aumento
significativo na atividade antitumoral ao serem bromados. Esse resultado € o contrario do
esperado ao se comparar as isatinas com seus andlogos de bromo, em que o ICs, cai a0 menos
6,8 vezes.®® Uma hipdtese para esse fendmeno é o modo de ligacdo do composto ao DNA.

4242

Enquanto [Cu(isaepy)] é intercalante,”** a isatina liga-se a cavidades.®* Portanto, para o0s

complexos testados, a adi¢do de halogénios ao ligante inddlico ndo surte efeito significativo.

O composto 4 e o [Cu(isaepy)], por apresentarem valores menores de 1Cs,, foram
testados com células HelLa. Nota-se que [Cu(isaepy)] ainda é o composto que apresenta

praticamente o mesmo valor de 1Csy para os fibroblastos e para as células HelLa.

4.3.2 Teste de interacdo com DNA através de espectroscopia eletronica

O DNA comumente é o alvo farmacolégico preferencial de muitas metalodrogas

antitumorais, pois essas podem interagir com o DNA, prejudicando sua replicacdo e,
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consequentemente, impedindo a divisdo celular. Os complexos metalicos antitumorais podem
apresentar interacdo covalente com o DNA, como a cisplatina, ou interacdo ndo covalente.
Essa Gltima tem sido considerada menos citotoxica e ocorre de formas distintas, como
intercalacdo, ligacdo as algas (grooves) do DNA (regides que permitem um maior nimero de
conformagdes de ligacdo para um mesmo composto), ou interagdo elestrostatica externa ao
DNA.%

Os agentes intercalantes sao tipicamente compostos planares heterociclicos, e tém como
exemplos a doxorrubicina e o brometo de etidio. Na técnica de espectroscopia na regido do
UV/visivel pode-se verificar esse tipo de interacdo atraves da titulagdo com DNA. Os
espectros geralmente apresentam hipocromismo combinado com batocromismo (red shift)
conforme a concentracdo de DNA aumenta, devido a forte interacdo causada pelo
empilhamento entre os croméforos e as bases de DNA.®* O grau de hipocromismo &,

geralmente, proporcional & forca de interagdo na intercalago.®

Compostos que se ligam as cavidades do DNA costumam gerar apenas hipocromismo,

como no caso da isatina®, precursor dos ligantes estudados.

A Figura 15 mostra os espectros obtidos na titulagdo com DNA dos compostos

sintetizados e do [Cu(isaepy)], para comparagao.
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Figura 15 — Espectros de absorcéo da titulacdo dos complexos com DNA em PBS. A) [Cu(isahista),] (1); B)
[Cu(isatrp)] (2); C) [Cu(5-Brisaepy)] (3); D) [Cu(5,7-Brisaepy)] (4). E) [Cu(isaepy)] (5).
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Nota-se nestes espectros a presenca de pontos isoshésticos, que demonstram a

ocorréncia de reacdes quimicas, com formacéao de novas espécies:

ML + DNA 2 [ML----DNA]

Equacéo 9 — Processo de interagdo dos compostos com DNA.

Com excecdo do composto 2, os complexos apresentaram hipocromismo na regiao
acima de 300 nm, aproximadamente, sendo um indicativo de intercalacdo ou interacdo nas
cavidades do DNA. Uma explicagdo para o composto 2 ter demonstrado apenas
hipercromismo € o estabelecimento de apenas uma interacdo eletrostatica externamente a
estrutura do DNA®, provavelmente com os grupos fosfato.

A partir dos espectros registrados, pode-se determinar a constante de ligagdo do
composto ao DNA, Ky, através da seguinte equacao:

Ag & &q 1

= X
A—Ay & —¢& +ef —&, Ky[DNA]

Equagéo 10 — Equacéo de Benesi-Hildebrand®

na qual Ao e A séo as absorbancias do complexo livre e com DNA, respectivamente, ¢ &;
¢ &, Sa0 0s coeficientes de absorcdo da droga livre em dgua e a droga complexada com DNA,
respectivamente. A constante K, pode ser encontrada, entdo, construindo-se um grafico
[DNA] vs. [DNA]/(ga - &) (célculos demonstrados em apéndice) e encontrando-se a razao
entre a declividade da reta e o coeficiente linear. As constantes calculadas encontram-se na
Tabela 7:

Tabela 7 — Constante de interagdo com DNA calculada para os complexos de cobre

Composto Ky (M)
Cu(isahista), (1) 3,3x10°
Cu(isatrp) (2) 2,2x10°
Cu(5-Brisaepy) (3) 2,1x10*
Cu(5,7-Brisaepy) (4) 2,4x10"
Cu(isaepy) (5) 3,9x10"

Como esperado, a série isaepy apresentou constantes de associagdo ao DNA muito
proximas, da ordem de 10%. O composto 2 como previsto, foi 0 que apresentou a menor

constante de interacdo. O composto 1 demonstrou o maior Ky, na ordem de 10°.
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Pivetta e colaboradores recentemente desenvolveram complexos de cobre(ll) com
derivados de cumarina, e obtiveram espectros muitos semelhantes quando titulados com CT-
DNA — a presenca de hipocromismo, sem red shift, e de um ponto isoshéstico perto de 300
nm. Foi mostrado através de estudos de docking molecular que os complexos, de K, em 10°,

teriam interacdes com anéis das bases, mas ndo chegariam a intercalar.®

Valores parecidos de constantes de interacdo tém sido observados também para
compostos intercalantes: complexos de cobre com ligantes derivados de benzimidazol®**® e
terpiridina®™ foram titulados com CT-DNA e apresentaram hipocromismo e red shift com uma
constante de ligacdo da ordem de 10° a 10°. Esses ainda sdo niimeros relativamente baixos,
comparados a intercalantes classicos como o brometo de etideo (K - 1x10° M™).%2 E possivel
gue esses compostos, assim como 0s sintetizados nesse trabalho, se intercalem ao DNA
parcialmente, além de poderem interagir também nas algas (grooves). A técnica de dicroismo

circular, a seguir, € uma tentativa de elucidar essa questao.

4.3.3 Teste de interacdo com DNA através de dicroismo circular

A espectroscopia do dicroismo circular € uma técnica que mede a diferenga de absor¢éo
entre as duas rotacdes de luz circularmente polarizada em uma molécula quiral. Desse modo,

ela é (til no estudo da interacdo entre drogas e biomoléculas como proteinas e DNA.*

Oligonucleotideos de diferentes formas de DNA (A, B, ou Z-DNA) apresentam
espectros diferentes de dicroismo circular. No caso do CT-DNA, da forma B, forma-se uma
banda positiva em torno de 275 nm, devido ao empilhamendo das bases, e uma banda
negativa em 245 nm, devido & helicidade.** Logo, mudancas no espectro de dicroismo circular

mostram que essas propriedades foram perturbadas.

Os compostos em estudo tiveram o0s espectros registrados em espectropolarimetro Jasco
J-720 entre 300 e 200 nm. Os compostos, com boa solubilidade apenas em DMSO (exceto 0
composto 1, soltvel em agua) foram testados variando-se a concentracdo de DNA, ao invés

dos complexos, para ndo saturar o polarimetro em maiores concentracdes de DMSO.

Dessa forma, foi feita uma curva de calibracdo de CT-DNA (Figura 16), para que as
intensidades das bandas fossem posteriormente corrigidas.
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Figura 16 — Dicroismo circular de CT-DNA livre em PBS.

Os espectros finais (Ef) foram determinados relacionando-se os valores dos espectros
DNA-complexo (DNA,) e DNA-calibracdo (DNA.,) nas concentra¢cdes em que X = 6, 12 ou
30 uM, e multiplicando-se pelos valores da curva de DNA livre na concentragdo de 60 pM,

conforme a equagéo abaixo:
DNA¢,,

" DNAg,,’

Equagdo 11 — Calculo para ajuste de espectros com base em curva de calibragdo do DNA.

Ef DNAcq,,

Os resultados se encontram na Figura 17, abaixo.
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Figura 17 — Dicroismo circular dos compostos com CT-DNA. A) [Cu(isahista),](1); B) [Cu(isatrp)] (2); C)

[Cu(5-Brisaepy)] (3); D) [Cu(5,7-Brisaepy)] (4). E) [Cu(isaepy)] (5). Os compostos foram solubilizados em
DMSO e diluidos em PBS.
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Observam-se poucas alterac@es nos espectros dos graficos A a C, isso sugere que 0
modo de interacdo com o DNA seja eletrostatica (com grupos fosfatos) ou nas cavidades.
Moléculas que interagem nas cavidades do DNA tendem a diminuir as intensidades dos
espectros em ambas as bandas, aproximando-se do nivel zero, como no caso da propria

isatina.®

O complexo que mais altera a estrutura do DNA é o [Cu(isaepy)] (5), que demonstra
uma significativa diminuicdo da intensidade da banda positiva, ou seja, no empilhamento das
bases, além de um red shift ocorrido na banda negativa (helicidade) quando houve adi¢do de
complexo. Além de diminuicdo no empilhamento, espectros em que houve um deslocamento

de comprimento de onda sio indicativos de intercalagéo.’*

4.3.4 Teste de clivagem de DNA
As bases de Schiff ja estudadas tém como mecanismo de acdo a clivagem oxidativa de
DNA.* Para que esses complexos ajam como “nucleases”, é necesséria a utilizacdo de um

agente redutor no meio, como ascorbato ou peroxido de hidrogénio.

As bandas encontradas nas imagens de eletrofose se referem as diferentes formas de
DNA plasmidial (Figura 18).

DNA plasmidial
Circular aberto
Forma II -—,—
Forma III

<S00000000000_><  Linear

Forma I
Superenrolado

Figura 18 — Formas de DNA plasmidial

A forma | é referente ao DNA superenrolado, ou seja, o plasmideo integro. A forma Il,
ou forma relaxada, ou circular aberta, ocorre quando uma das fitas do plasmideo é clivada,
fazendo com que a migracdo do DNA no gel seja mais demorada. A forma Ill, ou forma

linear, é formada apoés clivagem da dupla fita, e aparece no gel entre as formas I e I1.

Os resultados encontram-se nas Figuras 19 a 23.
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Figura 19 — Resultados da clivagem de pBlueScript Il para o composto [Cu(isahista),] (1). A) Eletroforese em
gel de agarose 1%. Canaletas: Marcador molecular (Kb), controle DNA plasmidial (DNA), DNA plasmidial com
perdxido de hidrogénio (H,0,) controle com incubagio a 50uM por 60 minutos (sem H,0,). As concentracdes
de CuL e intervalos de tempo estdo indicados na figura. B) Razéo entre a forma | e a forma 11 do DNA, segundos
as bandas do gel. C) Razdo entre a forma Il e a forma Il do DNA.
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Figura 20 — Resultados da clivagem de pBlueScript Il para o composto [Cu(isatrp)] (2). A) Eletroforese em gel

de agarose 1%. Canaletas: Marcador molecular (Kb), controle DNA plasmidial (DNA), DNA plasmidial com
perdxido de hidrogénio (H,0O,) controle com incubagdo a 50uM por 60 minutos (sem H,O,), controle DNA

plasmidial com DMSO 5% (DMSO). As concentragdes de CuL e intervalos de tempo estéo indicados na figura.

B) Razdo entre a forma | e a forma Il do DNA, segundos as bandas do gel.



60

< <& 15 min. 30 min. 60 min. g 8
o Z <2 EQ =
A) ¥ A Az 1 25 50 1 25 50 1 25 50 2= A [Cul],uM

B) 16 15min =30 min =60 min
14

12
10

Forma I/11

2 b b

1 uM 25 uM 50uM  sem H202

Figura 21 — Resultados da clivagem de pBlueScript Il para o composto [Cu(5-Brisaepy)] (3). A) Eletroforese em
gel de agarose 1%. Canaletas: Marcador molecular (Kb), controle DNA plasmidial (DNA), DNA plasmidial com
peroxido de hidrogénio (H,0,) controle com incubagéo a 50uM por 60 minutos (sem H,0,), controle DNA
plasmidial com DMSO 5% (DMSO). As concentragdes de CuL e intervalos de tempo estéo indicados na figura.
B) Razdo entre a forma | e a forma Il do DNA, segundos as bandas do gel.
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Figura 22 — Resultados da clivagem de pBlueScript Il para o0 composto [Cu(5,7-Brisaepy)] (4). A) Eletroforese

em gel de agarose 1%. Canaletas: Marcador molecular (Kb), controle DNA plasmidial (DNA), DNA plasmidial

com perdxido de hidrogénio (H,0;) controle com incubagdo a 50uM por 60 minutos (sem H,0,), controle DNA

plasmidial com DMSO 5% (DMSO). As concentragdes de CuL e intervalos de tempo estéo indicados na figura.
B) Razdo entre a forma | e a forma Il do DNA, segundos as bandas do gel.



62

! 15 min. 30 min. 60 min. Q

1 25 50 1 25 50 1 25 50 2=

A)

B) 15 min
20 30 min
m 60 min

16

12

Forma I/11

) e R
1 uM 25 uM 50 uM  sem H202
C)
0.2 15 min =30 min =60 min
0,1

0,08

0,06

Forma I11/11

0,04

0,02
— ST
1 uM 25 uM 50 uM

Figura 23 — Resultados da clivagem de pBlueScript Il para o composto [Cu(isaepy)] (5). A) Eletroforese em gel
de agarose 1%. Canaletas: Marcador molecular (Kb), controle DNA plasmidial (DNA), DNA plasmidial com
peroxido de hidrogénio (H,0,) controle com incubagdo a 50uM por 60 minutos (sem H,0,), controle DNA
plasmidial com DMSO 5% (DMSO). As concentragdes de CuL e intervalos de tempo estdo indicados na figura.
B) Razdo entre a forma | e a forma Il do DNA, segundos as bandas do gel. C) Razéo entre a forma Il e a forma
11 do DNA.
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Observa-se que todos o0s compostos tiveram habilidade de converter parte do
plasmideo na forma I, inclusive sem o perdxido de hidrogénio, mesmo que de forma sutil. Os
compostos mais reativos foram o (1) e o (5). O [Cu(isaepy)] (5) teve a maior habilidade em
clivar o DNA sem H,O,, além disso, apenas esse composto e o [Cu(isahista),] (1)
conseguiram levar o plasmideo a forma Ill, bem como extinguir a forma | em 60 minutos.

Os graficos mostram que a eficiéncia de clivagem dos compostos apresenta-se na
ordem [Cu(isaepy)] > [Cu(isahista),] > [Cu(5,7-Brisaepy)] > [Cu(isatrp)] > [Cu(5-
Brisaepy)].

E importante ressaltar que os dois compostos com menor atividade nuclease sdo os
que contém mais de uma espécie de cobre em solucdo, conforme demonstrada no EPR (forma
ceto e forma enol). De acordo com esses dados, dentre 0os compostos mais ativos frente a
clivagem do DNA estd@o os que se apresentaram preferencialmente na forma enol (composto 4
e 5), juntamente ao [Cu(isahista),] (composto 1), que apesar de ter a forma ceto
predominante, se mostrou bem simétrico na espectroscopia UV/Vis, e também quadrado
planar no EPR.

O cobre provavelmente tem um papel essencial na clivagem, uma vez que esse metal
se provou mais eficiente que outros. Recentemente, Ganji e colaboradores verificaram que
complexos planares de cobre clivaram o DNA de forma mais eficiente que os andlogos de
niquel e cobalto.”® Assim, espera-se que a forma enol (com maior grau de planaridade) seja
mais eficiente na clivagem do DNA que a respectiva forma ceto, devido a sua maior
facilidade em se intercalar ou interagir com a estrutura do DNA. Entretanto, vale lembrar que
em pH 7,4 ambas as formas devem estar presentes em solucdo de todos os complexos
estudados.

5. CONCLUSOES

Interacbes entre biomoléculas e complexos metalicos com atividade biologica
usualmente podem explicar a ordem de reatividade numa série deles. Como inicialmente
previsto, observou-se que a geometria dos complexos de cobre estudados € de extrema
importancia para sua atividade citotoxica, uma vez que as caracteristicas estruturais dos
complexos influenciam na possibilidade de sua interagdo com DNA, seja por intercalagéo,

interacdo nas al¢as ou atracdo eletrostatica.
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Comparando-se as atividades nuclease dos compostos estudados, parece que a forma
enol destes complexos, levando a uma estrutura mais planar (ou tetragonal) ao redor do metal,
favorece sua intercalacéo nas fitas de DNA e ocasiona maiores danos oxidativos, com simples

e até dupla clivagem.

O complexo [Cu(isaepy)] 5 e seu analogo bromado [Cu(5,7-Brisaepy)] 4, com
geometria planar, conforme indicado pelos dados de espectroscopia EPR (vide Tabela 3),
demonstraram praticamente 0 mesmo grau de atividade citotoxica (vide Tabela 6), que
poderia advir de sua intercalacdo na estrutura do DNA. Também apresentaram maior
toxicidade frente as células resistentes (MES-SA/Dx5), com valores menores de 1Csy que para
as células ndo resistentes (MES-SA). Entretanto, o composto 4 ndo apresentou seletividade,
isto é, os valores de 1Csq frente a fibroblastos foram os mesmos que para as células tumorais
MES-SA. Ao contrario, 0 composto 5 apresentou valores maiores de ICsy para os fibroblastos

(menor toxicidade).

Nos experimentos através de espectroscopia eletrdnica, os compostos 4 e 5 também
apresentaram variagdes semelhantes nos espectros, indicando mesmo grau de interagdo com o
DNA, com valores de K, 2,4x10* e 3,1x10*, respectivamente. Esses resultados, junto ao teste
de clivagem de DNA plasmidial, sugerem que o composto 4 é bastante reativo, com valores
de 1Cso proximos ao do complexo 5, ainda que tenha apresentado uma constante de ligacao
com o DNA ligeiramente menor. Nos espectros de dicroismo circular, o composto 4

apresentou menores variacoes espectrais, indicando menor perturbacdo nas fitas do DNA.

Ja o composto [Cu(5-Brisaepy)] 3 mostrou um valor maior de I1Csy para as células
tumorais estudadas, indicando citotoxicidade menor, se comparado aos compostos 4 e 5,
provavelmente por ter uma geometria mais distorcida, isto €, com maior distor¢édo tetraédrica,
conforme demonstrado pelos parametros espectroscopicos obtidos nos experimentos de EPR
(Tabela 5). Através de dados de espectroscopia UV/Vis, observou-se interacdo com DNA um
pouco menor que a verificada para os compostos 4 e 5, com K, = 2,1x10*. Este complexo 3
também teve um menor desempenho na clivagem de DNA plasmidial e ndo mostrou
seletividade entre fibroblastos e sarcomas (MES-SA), com praticamente 0s mesmos valores

determinados de ICsy.

A citotoxicidade dos compostos 4 e 5 também foram comparadas frente a células
cervicais HeLa. Ambos parecem apresentar o mesmo grau de atividade, com ICsy da ordem de
30 puM.
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O composto [Cu(isahista),] 1, embora tenha mostrado boa capacidade de interacdo e
clivagem do DNA, teve uma menor resposta citotdxica, se comparado aos compostos 3, 4 e 5,
indicando que este complexo se comporta de forma diferente, por exemplo, ndo se
intercalando, mas se ligando as alcas do DNA ou interagindo com outros alvos. Também
apresentou atividade citotoxica menor frente as células resistentes MES-SA/Dx5, mostrando
que ao contrario dos compostos 3, 4 e 5, é bombeado para fora dessas células pelas
glicoproteinas presentes na membrana externa destas células, sendo responsaveis pelo efluxo
de drogas. Este composto 1 surpreendentemente apresentou maior interagdo com DNA, nos
experimentos de espectroscopia UV/Vis, com valor determinado de K, = 3,3 x 10°.

O composto [Cu(isatrp)] 2, que mostrou a menor interagdo com o DNA dentre os
compostos estudados, com K, = 2,2 x 10° coerentemente ndo apresentou citotoxicidade
significativa dentro de um intervalo aceitavel (até a concentracdo de 150 pM) para 0s
complexos de cobre. E possivel que haja menor entrada deste composto na célula, seja pela
sua menor lipofilicidade ou por atuar por um mecanismo diferente, dirigindo-se a outros

potenciais alvos citoplasmaticos.

De modo geral, conclui-se que os compostos bromados 3 e 4, analogos ao composto
[Cu(isaepy)] 5, pouco ou nada diferem em relacdo a atividade antitumoral e interacdo com
DNA, salvo diferencas em sua geometria. Embora o composto [Cu(isaepy)] 5 se mostre mais
seletivo que o0s outros dois para células sarcomas (MES-SA), seria necessario fazer
experimentos com outras linhagens de células, saudaveis ou tumorais, para chegar a um

resultado mais conclusivo, quanto as vantagens ou nao de se usar ligantes bromados.

Por ultimo, vale ressaltar que nossos estudos demonstraram que os ligantes extraidos ou
inspirados em uma fonte animal (organismos marinhos) tiveram desempenho bastante
semelhante ao dos derivados ndao bromados de isatina, precursor obtido de fonte vegetal
(plantas do indigo), embora com menor seletividade frente a sarcomas. Estes dados podem vir
a ser de grande importancia numa possivel aplicacdo destes compostos, visando ampliar as

possiveis fontes de sua obtencéo.
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APENDICES

Al - Célculos para determinacdo da constante Kb de Cu(isahista)z

[DNA]

7,A4E-06
1,48E-05
2,04E-05
2,76E-05
3,46E-05
4,15E-05

9E-09
8E-09
TE-09
GE-09
5E-09
4E-09
3E-09
2E-09
1E-09

0
2,00E-05

[DNAJ/e, -¢;

Absorbancia [Composto] €a=A/[composto] &f (em312nm) g, -&

1,50E-05
0,121
0,117
0,112
0,108
0,105
0,098

Cu(isahista),

Cu(isahista), em 312 nm

8066,67
7800,00
7466,67
7200,00
7000,00
6533,33

y = 0,0002x - 6E-10
R?=0,9926
Kb = |a/b| =3,33 x 10°

250E-05  3,00E05  3,50E-05
[DNA], M

4,00E-05  4,50E-05

1282

6784,67
6518,00
6184,67
5918,00
5718,00
5251,33

A2 - Célculos para determinacdo da constante Kb de Cu(isatrp)

Cu(isatrp)

[DNA] Absorbancia [Composto] &a =A/[composto] ef (em 289 nm) ¢, -g

5,90E-05
1,60E-04
2,00E-04

1,6E-07
o 1,2E-07

8,0E-08

[DNAJe, -¢,

4,0E-08

1,25E-04
0,438
0,553
0,601

Cu(isatrp) em 289 nm

y =-0,0002x+2E-07
R?=0,9777
Kb=la/b| = 103

3504
4424
4808

0,00E+00 5,00E-05 1,00E-04 1,50E-04 2,00E-04 2,50E-04

[DNA]L. M

3083
421
1341
1725

[DNA]/(ga -£f)

1,09659E-09
2,26757E-09

3,3001E-09
4,65529E-09
6,04932E-09
7,90847E-09

[DNA]/(ga -£f)

1,40143E-07
1,19314E-07
1,15942E-07
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A3 - Célculos para determinagdo da constante Kb de Cu(5-Brisaepy)

Cu(5-Brisaepy)

[DNA]  Absorbancia [Composto] €a = A/[composto] &f (em 372 nm) ¢, -&
2863,9

3,54E-05
6,83E-05
9,91E-05
1,28E-04

2,00E-05  4,00E-05

0
-5E-08
-1E-07

-1,56-07
2807
-2,56-07

[DNAJ/e, -&;

7,14E-05

0,188
0,183

0,18
0,177

2633,05
2563,03
2521,01
2478,99

Cu(5-Brisaepy) em 372 nm

6,00E-05  8,00E-05

-3E-07 y=-0,0019x - 9E-08
R*=0,993
-3,5E-07 Kb=a/bl =2,11x10°

-4E-07

1,006-04  1,20E-04 1,40E-04

[DNA], M

[DNA]/(ga -£f)

-230,85 -1,53348E-07
-300,87 -2,27005E-07
-342,89 -2,89013E-07
-384,91 -3,32547E-07

A4 - Célculos para determinagdo da constante Kb de Cu(5,7-Brisaepy)

[DNA] Absorbancia

5,20E-05
9,90E-05
1,42E-04
1,80E-04
2,16E-04
2,48E-04

1.0E-06
8.0E-07
6.0E-07

4.0E-07

[DNAV, -&

2.0E-07

0.0E+00
0.00E+00

0,456
0,449
0,438
0,434
0,433
0,424

[Composto]
1,10E-04

Cu(5,7-Brisaepy)

€a = A/[composto] &f (em 348 nm)

4145,45
4081,82
3981,82
3945,45
3936,36
3854,55

Cu(5,7-Brisaepy) em 348 nm

y =0,0047x- 2E-07
R?=0,9883
Kb=|afb| =2,35x10°

5.00E-05 1.00E-04 1.50E-04 2.00E-04 2.50E-04

[DNAL, M

3686,98

€a -t

458,47
394,84
294,84
258,47
249,38
167,57

[DNA]/(ga -&f)

1,1342E-07
2,50736E-07
4,3162E-07
6,96394E-07
8,66135E-07
1,48002E-06
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A5 - Célculos para determinagéo da constante Kb de Cu(isaepy)

[DNA] Absorbancia [Composto]

3,38E-05 0,28
6,54E-05 0,271
9,50E-05 0,269
1,23E-04 0,266

7,50E-05

Cu(isaepy)
€a = A/[composto]

3733,333333
3613,333333
3586,666667
3546,666667

Cu(isaepy) em 364 nm

9,0E-07

8,0E-07 ¥y =0,0078x-2E-07

7,0E-07 RZ=0,9788
6,0E-07
5,0E-07
4,06-07
3,06-07
2,0E-07 :
1,0E-07 .

0,0E+00
0,0E+00 2,0E-05 4,0E-05

[DNAJe, -&

Kb=3,9x10*
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ANEXO

Estruturas dos complexos preparados e estudados
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