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“Recomeca

Se puderes,

Sem angiistia e sem pressa.
E os passos que deres,
Nesse caminho duro

Do futuro.

Da-os em liberdade
Enguanto nao alcances
Nao descanses.

De nenbhum fruto queiras sé metade.”

Miguel Torga
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sSumo

O cancro ¢ uma das principais causas de morte em todo o mundo. O cancro colorretal e o
cancro da mama siao dois dos tipos de cancro mais incidentes e mortais. Cisplatina, oxaliplatina e
carboplatina sio os unicos complexos metalicos presentemente usados no tratamento do cancro.
Estes, bem como outras opgdes em quimioterapia do cancro colorretal e da mama, como as
fluoropirimidinas, o irinotecano, os taxanos e as antraciclinas, caraterizam-se por diversos efeitos
adversos bem como o facil desenvolvimento da resisténcia aos farmacos por parte das células
tumorais. Nos dltimos anos, os complexos de cobre t¢ém demonstrado ser uma boa alternativa as
atuais opg¢oes quimioterapéuticas. Os complexos metalicos de ligandos do tipo bases de Schiff tém
apresentado resultados interessantes e complexos de ligandos do tipo salen estao a emergir como
potenciais agentes antitumorais. O efeito citotoxico pode ser mais expressivo na presencga de atomos
de halogéneo, que atribuem carateristicas as moléculas ativas, que favorecem a sua farmacocinética e
farmacodinamica.

Em trabalhos anteriores no grupo de Quimica Organica do Centro de Quimica de Coimbra,
os complexos de Cu(ll) demonstraram uma maior atividade antitumoral em relacio aos complexos
correspondentes de Mn(I1I) e Fe(Ill). A diferenca reside na geometria planar que o cobre confere ao
complexo, que pode facilitar a sua interagdo com os alvos biolégicos. Prosseguindo os estudos,
demonstrou-se que um complexo de Cu(Il) dibromado anilogo aos anteriormente estudados era 3 a
5 vezes mais efetivo que o complexo de Cu(Il) nao-halogenado correspondente, confirmando que
os atomos de halogéneo oferecem carateristicas favoraveis a atividade citotoxica de uma
determinada molécula ativa.

O plano de trabalho que deu origem a esta dissertagao visou a sintese de novos complexos
salen e salan halogenados de Cu(Il) derivados do acido (+)-canférico e do acido L-tartarico com o
objetivo de serem sujeitos a testes zz vitro a fim de avaliar a sua citotoxicidade em linhas celulares do
cancro do célon (WiDr e 1.S1034) e da mama (MCF-7 e HCC18006). Posto isto, o trabalho focalizou
a continuidade dos trabalhos anteriores, levando-nos a debrugar sobre os derivados halogenados, a
fim de avaliar o efeito do tipo e da quantidade de atomos de halogéneo na atividade antitumoral dos
complexos metalicos. Para além disso, preocupamo-nos em preparar salans (forma reduzida dos
salens), de modo a perceber a influéncia de pequenas alteracdes do esqueleto do ligando na atividade

antitumoral.
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A primeira parte do trabalho consistiu na sintese de complexos de Cu(Il) derivados do acido
(+)-canforico. Para isso, foi sintetizada a diamina derivada do acido (+)-canférico, através da reagido
de Schmidt. De seguida, prepararam-se os salens por condensac¢io da diamina com derivados do
salicilaldeido, numa reacao sob ultrassons, condi¢do que leva a um menor tempo de reagiao
rendimentos mais elevados. Obtidos os salens, procedeu-se a sua redugao a salans. Por fim, os
ligandos foram complexados com Cu, dando origem aos complexos de Cu(ll) correspondentes.

A segunda parte deste trabalhou teve como objetivo a sintese de complexos salen de Cu(Il)
derivados do acido L-tartarico. Sintetizou-se a diamina derivada deste composto através de uma
sequencia sintética de cinco passos. Com as mesmas condi¢oes utilizadas para os derivados do acido
(+)-canférico, foram preparados os salens derivados do acido L-tartarico. Finalmente, foram
sintetizados os diversos complexos de Cu(ll) correspondentes.

A ultima parte do trabalho consistiu na avaliagao da citotoxicidade dos complexos de Cu(Il)
sintetizados em duas linhas celulares de cancro colorretal (WiDr e 1.S1034) e em duas linhas
celulares de cancro da mama (MCF-7 e HCC18006) através da realizagao de testes iz vitro. Foram
testados trés complexos halogenados do tipo salen de Cu(Il) derivados do acido (+)-canférico. Os
testes 7z vitro consistiram no estudo da citotoxicidade dos complexos metalicos para os quais se
definiram dois planos de trabalho, sendo o primeiro a avaliagido da atividade metabdlica, a partir da
qual foi possivel determinar os valores de IC,, Posteriormente, procedeu-se a avaliacio da
viabilidade celular e do ciclo celular, com recurso a técnica de citometria de fluxo. Os complexos de
Cu(II) exibiram elevada atividade antiproliferativa nas linhas em estudo, apresentando uma gama de
IC,, entre 0.63 e 1.64 uM apds 48 horas de exposicao. A presenga dos atomos de halogéneo nas
estruturas dos complexos de Cu(II) mostrou-se fundamental na inibi¢io da proliferagiao celular,
sendo os complexos 3 a 6 vezes mais eficientes que os nao halogenados. O complexo tetraclorado
de Cu(ll) derivado do acido (+)-canférico foi o que apresentou resultados mais promissores na
inibi¢ao da proliferacio celular e foi sujeito a estudos de viabilidade celular que demonstraram que o
composto atua, ativando apoptose nas células de cancro de mama para concentragoes
correspondentes ao IC;,. Os resultados com a linha celular quimiorresistente 1.S1034 demonstraram
que a viabilidade celular é significativamente reduzida com indugio de apoptose, quando estas sao
expostas ao referido complexo. Os resultados do ciclo celular confirmaram que o composto induz
apoptose, contudo nao tem a capacidade de bloquear o ciclo celular. Tendo em conta as
carateristicas da linha .§1034 e a resposta apresentada na presenca do complexo tetra-halogenado
de Cu(Il), este podera ser um composto promissor como alternativa aos farmacos convencionais

usados presentemente no tratamento de tumores quimiorresistentes.
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Abstract

Cancer is one of the leading worldwide causes of death. Colorretal and breast cancer are two
of the most incident and mortal types of cancer. Cisplatin, oxaliplatin and carboplatin are the only
metal complexes currently used in the treatment of cancer. These as well as other chemotherapeutic
compounds, namely fluoropirimidines, irinotecan, taxanes and anthracyclines, present several
adverse effects, as well as growing resistance to the pharmaceuticals used. In the last years, Cu
complexes have emerged as good alternatives to Pt complexes and complexes with Schiff base
ligands have shown interesting results. Salen-type complexes are emerging as potential antitumour
compounds. The cytotoxic effect can be improved by the presence of halogen atoms which give
certain properties to active molecules, leading to better pharmacodynamic and pharmacokinetic
properties.

Studies carried out in the Organic Chemistry group of Centro de Quimica de Coimbra, have
shown that Cu(Il) complexes have higher antitumour activity than the corresponding Mn(III) and
Fe(III) complexes. The difference is due to the square planar geometry of Cu(Il) complexes which
can favour the interaction of the molecule with biological targets. Furthermore, a dibrominated
Cu(Il) complex analogous to those previously studied has shown a higher anti-proliferative effect,
by 3-5 fold, when compared with the non-halogenated Cu(Il) complex.

The work plan that gave rise to this dissertation aimed at the synthesis of new halogenated
salen and salan Cu (II) complexes, of derivatives of (+)-camphoric and L-tartaric acid, to be
subjected to in vitro testing to assess their cytotoxicity on colon (WiDr and LS1034) and breast
(MCF-7 and HCC1800) cancer cell lines. In the continuation of previous studies, our work focused
on the halogenated derivatives, in order to evaluate the effect of the type and amount of halogen
atoms on the antitumor activity of the metal complexes. In addition, we prepared salan ligands
(reduced form of salens), so as to evaluate the effect of small changes in ligand skeleton on the
antitumor activity.

Firstly, the workplan consisted in synthesizing Cu(Il) complexes derived from (+)-camphoric
acid. For this, we prepared the diamine derived from (+)-camphoric acid by Schmidt reaction and
subsequently salen ligands through condensation with salicylaldehyde derivatives under ultrasound
irradiation, to reduce time and improve yields. Salen-type ligands were then reduced to salans and,

finally, salens and salans were complexed with Cu(II).



The second part of the workplan involved the synthesis of salen-type Cu(Il) complexes
derived from I-tartaric acid. Thus, the diamine was prepared by a sequence of several reactions.
Using the same conditions as for the (+)-camphoric acid derived ligands, salens were prepared and
complexed with Cu(I) to give the corresponding Cu(Il) complexes.

In vitro tests consisted in studying the cytotoxicity of the metal complexes using two working
plans. The first was the assessment of metabolic activity, from which it was possible to determine
IC,, values. Subsequently, the evaluation of cell viability and cell cycle was carried out using flow
cytometry. The Cu (II) complexes exhibited high cytotoxic activity on the cancer cell lines under
study, presenting IC,values between 0.63 and 1.64 uM. The presence of halogen atoms in the
structures of the complexes proved essential in the inhibition of cell proliferation, the complex being
3 to 6 times more efficient than the corresponding non-halogenated ones. The tetra-chlorinated (+)
— camphoric acid derived Cu (II) complex showed the most promising results in the inhibition of
cell proliferation and, when subjected to cell viability studies, showed that the compound acts by
activating apoptosis in breast cancer cells for concentrations corresponding to the IC,,. The results
demonstrate that cell viability of the chemoresistant 1.51034 cell line is significantly reduced upon
exposure to the Cu(Il)complex, due to the evident induction of apoptosis. The results of the cell
cycle studies confirmed that the compound induces apoptosis, but indicated that the compound
does not have the ability to block the cell cycle. Given the characteristics of the 1.§1034 line and the
response shown in the presence of the tetra-halogenated Cu (II)complex, this may be a promising
compound as an alternative to conventional drugs presently used in the treatment of chemoresistant

tumors.



Capitulo

I ntroducgao

1.1. Cancro: Causas e Epidemiologia

O cancro, ¢ uma doenga provocada por células que proliferam sem controlo e se multiplicam
de maneira auténoma, invadindo localmente e a distancia outros tecidos.'”

O cancro ¢, atualmente, uma das maiores problematicas da sociedade, pois ¢ uma das
principais causas de morte, globalmente. E expetavel que a ocorréncia de cancro aumente devido ao
envelhecimento da populagido e a prevaléncia de certos comportamentos e habitos de risco tais
como ma alimentacio, tabagismo, obesidade, sedentarismo e mudancgas nos padrdes da reprodugao
devido a reducio na formagio de novos casais e nascimentos numa idade mais tardia.*

Nos ultimos anos, o cancro de pulmio, da mama, colorretal e da prostata sao os tipos de
cancro mais incidentes, em todo o mundo. O cancro de pulmao ¢ o mais mortal em homens, a nivel
mundial. O cancro da mama ¢ o mais mortal em paises subdesenvolvidos e o segundo em paises
desenvolvidos, no sexo feminino. O cancro colorretal apresenta-se, também, como um dos tipos de
cancro mais mortiferos, a nfvel global, em ambos os sexos.*’

Em Portugal, preve-se que a incidéncia de cancro, atualmente em cerca de 45000 doentes,
evolua para um nuimero superior a 50000 doentes, em 2030, devido ao envelhecimento da
populacio, bem como devido as alteragdes no estilo de vida e adog¢ao dos habitos de risco acima
referenciados. Em homens portugueses, o cancro da prostata é o mais incidente, sendo o cancro
colorretal o segundo, seguido do cancro do pulmao. Em mulheres portuguesas, o cancro de mama ¢
o tipo de cancro mais incidente, seguido do cancro colorretal. Dados referentes a 2012, revelam que

o cancro do pulmao ¢ o tipo de cancro mais mortal em individuos do sexo masculino, ao contrario
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do sexo feminino que é o cancro da mama. O cancro da préstata é o segundo mais mortal no sexo
masculino, seguido do cancro colorretal. Ja no sexo feminino, o cancro colorretal ¢ o segundo tipo

. . ~ 6
de cancro mais mortal, seguido do cancro de pulmao.

1.2. Cancro Colorretal

Como referido, o cancro colorretal faz parte dos mais incidentes e dos mais mortais nao s6 em
Portugal, mas em todo o mundo. Este tipo de cancro, que engloba o cancro do reto e o cancro do
colon, tem origem nas células do revestimento da mucosa intestinal, podendo invadir e
comprometer outros 6rgaos, por metastiza¢ao. As causas sio maioritariamente esporadicas (até 95%
dos casos), nas quais se incluem comportamentos de risco, ja referenciados anteriormente.” Cerca de
2% dos casos tém causas em inflamacoes intestinais e os restantes casos de cancro colorretal téem
origem em causas hereditarias. Os sinais e sintomas dependem da localizagao do tumor no intestino
e em pessoas com mais de 50 anos incluem a presenca de sangue nas fezes, diminui¢ao do seu
calibre, perda de peso, perda de apetite, nasofaringite e nausea e vomitos.”

O cancro colorretal tem origem em polipos adenomatosos benignos que se desenvolvem,
originando adenomas com crescimento celular descontrolado que, posteriormente evoluem a cancro
invasivo. Segundo a classificagdo de tumores malignos (Tumour node mestatasis, TNM), existem
diferentes estadios no cancro colorretal. O estadios I e II deste tipo de cancro sio curaveis por
excisdo cirurgica, pois ainda se encontram localizados na parede do célon, contudo, se nio forem
tratados metastizam para os nédulos linfaticos (estadio III) e, numa fase mais avancada, para locais
mais distantes (estadio IV). O estadio III é curavel em 73% dos casos por cirurgia combinada com
quimioterapia, todavia os casos no estadio IV sdao geralmente incuraveis.’

O cancro colorretal tem origem em multiplas mutagoes que originam a inativagao de genes
supressores tumorais, ativagao de oncogenes, sobreexpressao de fatores de crescimento que
favorecem a proliferacio celular, bem como defeitos na reparacio do DNA.’

O cancro colorretal resulta, mais frequentemente, do aumento da atividade da via de
sinalizagao Wnt, consequéncia de mutagdes no gene que codifica a proteina Adenomatons pohposis coli
(APC). A APC desempenha um papel fundamental no controlo dos niveis da oncoproteina /-
catenina, que quando ¢é sobreexpressa, induz a ativagdo da via de sinalizagio Wnt, e
consequentemente, crescimento e proliferacao celulares descontrolados. A inativa¢ao da via da
proteina P53 ¢é a segunda causa mais importante na formacao deste tipo de cancro. A proteina P53 é
uma proteina com um peso de 53 kDa, presente em organismos multicelulares que é crucial na
regulacao do ciclo celular, podendo funcionar como um supressor tumoral. Mutagdes no gene TP53

estdo na origem de mais 50% de tipos tumorais, sendo que a ocorréncia destas coincidem com a
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transicdo de adenomas para cancros invasivos. Até agora, foram referidas mutagdes em genes
supressores tumorais, porém, o cancro colorretal pode ocorrer com base na ativagio de vias
oncogénicas através da ocorréncia de mutagoes em KRAS e BRAF e PI3KCA, que levam ao
crescimento e proliferacdo celulares descontrolados. Mutagdes no gene PTEN também constituem
um passo na oncogénese, pois o gene codifica a protefna supressora tumoral PTEN.”

A ativagdo de fatores de crescimento ¢ comum no cancro colorretal. O aumento da atividade
da enzima COX-2 ¢ encontrada em dois ter¢os deste tipo de cancro e a sua funcdo ¢é levar ao
aumento da sintese da prostaglandina E,, um agente fortemente associado ao cancro colorretal. A
proteina EGF e o seu recetor EGFR siao encontrados em subgrupos deste tipo de cancro. VEGF,
um fator de crescimento importante na angiogénese, também tem um papel importante no
crescimento e desenvolvimento do carcinoma.’

A inativagdo de genes requeridos para a reparag¢ao de erros no emparelhamento de DNA
também constitui uma das causas da formagao de células tumorais. Este tipo de patologias resultam
de causas hereditarias e exemplo dessas doengas é a sindrome de Lynch. Esta é independente da
formagdo de polipos e carateriza-se pela existéncia de defeitos nos genes MILLH7 e MSH2 com um
risco de cancro colorretal associado em cerca de 80%, tendo transmissao autossdmica dominante.
Além disso, os fatores supressores tumorais como os codificantes de TGF- 3, TGFBR2, e BAX
podem estar inativados, derivado de defeitos na reparagio do DNA. O cancro pode ter, também,
causa hereditaria em que ha desenvolvimento de inimeros pélipos — polipose adenomatosa familiar
(FAP). Um mecanismo da inativagao de genes ¢ a metilagdo aberrante de DNA, em que ocorre
metilagdo de bases de citosina, o que bloqueia a expressio do gene MILHT, pois este esta metilado.
Na Figura 1.1 encontram-se esquematizados os mecanismos que levam ao desenvolvimento de
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carcinogénese ao nivel do intestino.”
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Figura 1.1. Vias de sinalizagio implicadas na formagio e progressdo do cancro colorretal. Os genes
codificantes de APC, P53 sdo supressores tumorais. Vias oncogénicas ocorrem por mutacdes em KRAS e BRAF
que levam ao desencadeamento da cascata de sinalizacdo da proteina MAPK e mutag¢Ses no gene PI3KCA que
induz um aumento da expressio da proteina PI3K, levando ao crescimento, proliferacao e diferenciacio celulares
descontrolados. Mutag¢des no gene supressor tumoral codificante de TGF- inativam nomeadamente o recetor
TGFBREF2 ou os componentes da via SMAD4, SMAD3 e SMAD2. COX-2 promove um aumento da
prostaglandina E2 que é degradada pela 15-PGDH. EGFR também ajuda no desenvolvimento tumoral. A
metilacio de MILLHT presente na Sindrome de Lynch leva ao desenvolvimento de cancro colorretal.?

1.3. Cancro da Mama

O cancro da mama ¢é das doengas mais incidentes e apresenta-se, de um modo geral, como o
tipo de cancro mais mortal, em mulheres. O cancro da mama é um tipo de cancro que se desenvolve
no tecido mamario, em mulheres."" A semelhanca da generalidade dos tipos de cancro, o risco de
contrair cancro da mama aumenta com a idade. As causas esporadicas estio na origem da maioria
dos casos de cancro da mama e essas incluem: niveis altos de certas hormonas, a primeira
menstruagao numa idade precoce, ter o primeiro filho numa idade avangada ou nio ter filhos e os
comportamentos de risco anteriormente referenciados. Cerca de 10% dos casos de cancro da mama
tém causas hereditarias.”” Os sinais de cancro da mama incluem protuberincia e mudanga de forma
na mama, ondulagdes na pele, fluido proveniente do mamilo e manchas avermelhadas na pele e,
num estadio mais avangado da doenga, dores Osseas, aumento dos noédulos linfaticos e pele
amarelada.”

Geralmente, o cancro de mama desenvolve-se em l6bulos que sio glandulas produtoras de
leite ou nos seus ductos, isto é, os canais que ligam os l6bulos a0 mamilo (Figura 1.2 a)). Baseado na

dimensdao do cancro e no grau de invasio das células tumorais (Figura 1.2 b)) é possivel definir

4



varios estadios para este tipo de cancro, segundo o sistema de classificagio TNM: o estadio 0 refere-
se a presenca de células tumorais ndo invasivas; o estadio I carateriza-se pela invasao das células
tumorais no tecido mamario; nos estadios II e III verifica-se a invasio para os nédulos linfaticos,
dependendo da dimensio tumoral e tipo de nédulo linfatico invadido; e no estadio IV, as células
tumorais alcangcam outros 6rgaos."'
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of a breast looks like.
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Figura 1.2. Representagio anatémica da mama: a) morfologia da mama e de ductos mamarios saudaveis; b)
presenca de células nio invasivas nos ductos mamarios (estadio 0 do cancro da mama) e de células invasivas no
ducto mamario; e ¢) evolu¢ao da dimensio tumoral nos estadios I-111 do cancro da mama.adaptado de 11

This is what normal cells
inside a milk duct look
like under a microscope.

Mais de 85% dos casos de cancro da mama derivam de causas esporadicas. Nestes casos sao
encontradas mutacdes em mais de 30 genes diferentes, dos quais se incluem PI3KCA, TP53 e
GATA3, que sao trés genes cujas mutagoes somaticas incidem em mais de 10% dos casos de cancro
de mama." O cancro da mama apresenta carateristicas particulares e as suas células podem expressar
recetores de estrogénio (cancro ¢ designado de ER-positivo) e de progesterona (cancro ¢ designado
de PR-positivo) que ajudam na mediacio do crescimento, diferenciagao e sobrevivéncia dessas
células."" A amplificacio do proto-oncogene HER-2 e a consequente sobreexpressio da protefna
HER-2 ocorrem em 15% a 25% dos casos de cancro de mama.'"'">'* Estes recetores encontram-se
sobre-expressos em células mamarias tumorais e promovem o crescimento e divisao celular de
forma descontrolada.'""

Muta¢oes nos genes BRCAT e BRCAZ ocorrem em até 90% dos casos hereditarios, sendo que
os restantes devem-se a mutagdes genéticas TP53, PTEN, STK11, CHEK2, ATM, BRIP1 e
PAILB2.">"" As mutagdes genéticas BRC.A7 e BRCA2 também estio nas causas hereditarias do
cancro do ovario. A perda de funcao destes genes traduzem-se em instabilidade cromossémica
derivada de reparacGes deficientes do DNA quando este ¢ danificado ou mal replicado, ou seja, ha

perda de controlo do ciclo celular, sobretudo durante as fases S e G2, pois as proteinas codificadas
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por esses genes (BRCAT e BRCA2) participam na sinalizagio de DNA danificado e na sua
reparagao, bem como no processo de transcricio e metabolismo de RNA. Estas alteragoes

: LT
promovem o desenvolvimento neoplasico.

1.4. Quimioterapia

Os tipos de cancro discutidos podem ser tratados com recurso a quimioterapia e, de um modo
geral, esta pode ser adjuvante, neoadjuvante ou aplicada em casos de cancro numa fase avangada. A
quimioterapia adjuvante refere-se ao tratamento quimioterapéutico de doentes depois de serem
submetidos a cirurgia e que nio apresentam evidéncia de cancro, no sentido de eliminar qualquer
célula tumoral que nao tenha sido removida e que nio seja detetavel. Quimioterapia neoadjuvante ¢é
semelhante a adjuvante, contudo, esta é realizada antes da interven¢ao cirdrgica, pois promove a
diminui¢dao do tamanho da area afetada pelo cancro possibilitando uma cirurgia menos extensa, bem
como permite a observa¢ao da resposta do cancro ao tratamento quimioterapéutico. Doentes com

cancro numa fase avangada ou metastatica também podem ser sujeitos a quimioterapia.'®

1.4.1. Tipos de Morte Celular

Antes de referir quais as opgoes quimioterapéuticas no tratamento do cancro colorretal e do
cancro da mama e de caraterizar em detalhe os compostos quimicos utilizados em quimioterapia, de
forma a entender os seus mecanismos de a¢ao, sao apresentados os tipos de morte celular. Existem
diferentes tipos de morte celular que sdo classificados de acordo com as suas caracteristicas
bioldgicas e bioquimicas. Apoptose e necrose sdao os tipos de morte mais relevantes. 1

A necrose ¢ um tipo de morte celular provocada por um estimulo ou agente nocivo que causa
nas células uma lesdo tdo grave que nao se pode reparar ou curar. Durante a necrose, ¢é libertado o
conteudo celular da célula, danificando as células vizinhas, o que leva a uma reagdo inflamatdria
local."”?

A apoptose, ao contrario da necrose, é um tipo de morte celular programado extremamente
regulado que envolve a interagao de muitos fatores. Durante o processo, ha a diminui¢ao do volume
celular e, apds outros acontecimentos, ha formagao de corpos apoptéticos que sao fagocitados por
macréfagos e removidos sem iniciar um processo inflamatério. A apoptose pode ocorrer por uma
via extrinseca ou por uma via intrinseca, sendo que a via extrinseca é desencadeada pela ligacao de
ligandos especificos a recetores que ativam a cascata das caspases, na qual a caspase-3, leva a morte
celular por apoptose, enquanto a via intrinseca, ocorre pela agio da mitocondria, que através do

citocromo c ativa a caspase 3, levando a apoptose. A apoptose pode ser um mecanismo de defesa
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antineoplasica, em que agentes quimioterapéuticos agem através da inducdo deste tipo de morte
celular.”
A seguir, sao apresentadas as opgoes em quimioterapia do cancro colorretal e do cancro da

mama em que sio detalhadas as carateristicas de alguns farmacos.

1.4.2. Quimioterapia do Cancro Colorretal

O tratamento por quimioterapia do cancro colorretal no estadio III pode ser adjuvante ou
neoadjuvante. Casos de cancro colorretal no estadio II também podem ser tratados recorrendo a
quimioterapia, no entanto, esta s6 é aplicada a um subconjunto de individuos cujo risco de
reincidéncia da doenga ¢é elevado.” Os agentes quimioterapéuticos mais utilizados para tratamento
do cancro colorretal sao fluoropirimidinas (ex®. 5-fluorouracilo, 5-FU), irinotecano e oxaliplatina. A
administracao intravenosa ou oral de 5-FU combinada com leucovorina ou outros farmacos
compreendem a base da quimioterapia neste tipo de cancro para estadios iniciais. As diferentes
combinagdes podem ser entre 5-FU, leucovorina e oxaliplatina (FOLFOX), 5-FU, leucovorina e
irinotecano (FOLFIRI), capecitabina (pré-farmaco de 5-FU) e oxaliplatina (CapeOx ou XELOX) e
5-FU, leucovorina, oxaliplatina e irinotecano (FOLFOXIRI).” O FOLFOX apresenta-se como a
escolha mais comum para uma primeira linha de tratamento que, no caso de insucesso, é sucedida
por FOLFIRI, como segunda linha de tratamento.” Na terapia de cancro colorretal numa fase
avangada ou metastatica, é adicionado ao plano de quimioterapia inibidores de angiogénese (anti-
VEGF), sendo o mais comum o bevacizumab, bem como inibidores de recetores de fatores de

crescimento epidermal (anti-EGFR), sendo o cetuximab o mais utilizado.”

1.4.3. Quimioterapia do Cancro da Mama

A semelhanca do cancro colorretal, a quimioterapia adjuvante e neoadjuvante no tratamento
de cancro de mama ¢é feita com recurso a combinagoes de farmacos, sendo que as respostas ao
tratamento e sobrevivéncia dos doentes nao permite considerar a existéncia de uma combinagao
otima. O tratamento é feito recorrendo a antraciclinas (e.g. epirrubicina e doxorrubicina), taxanos
(e.g. paclitaxel/taxol e docetaxel) combinados entre si e/ou com uma fluoropitimidina (5-FU),
ciclofosfamida e/ou catboplatina. A quimioterapia para cancro de mama em estadios mais
avangados dispoe de um espetro mais alargado de farmacos, nos quais se incluem antraciclinas,
taxanos, complexos de platina, fluoropirimidinas, analogos nucleosidicos, farmacos anti-mitoticos,
entre outros.”

Para cancro de mama HER2 positivo, usualmente sao administrados anticorpos monoclonais

(trastuzumab ou pertuzumab) em combina¢io com um taxano. Trastuzumab é administrado numa
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fase inicial do cancro de mama, mas também em estadios mais avangados, em que pode ser
combinado com pertuzumab. Estes anticorpos monoclonais sio direcionados a alvos especificos e
possuem efeitos adversos menos severos.”

1.4.4. Carateristicas dos Farmacos usados em Quimioterapia

1.4.4.1. 5-FU

O 5-fluorouracilo (5-FU) (1.1) é um analogo do uracilo com um atomo de fldor na posigao C-
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5-FU ¢ fortemente catabolizado no figado (mais de 80% da quantidade administrada) pela
enzima di-hidropirimidina desidrogenase (DPD) convertendo-o a di-hidrofluorouracilo (DHFU).
Apesar disso, 5-FU é uma molécula que rapidamente entra na célula por um mecanismo de
transporte facilitado semelhante ao do uracilo. Dentro da célula, é convertido a varios metabolitos
ativos: — estes metabolitos quebram a sintese de RNA e inibem a agao da timidilato sintetase, uma
enzima envolvida na sintese de nucleétidos de pirimidinas (Figura 1.3). No entanto, mais de 80% de
5-FU ¢ catabolizado no figado pela enzima di-hidropirimidina desidrogenase (DPD) que converte 5-
FU a di-hidrofluorouracilo (DHFU).”

O 5-FU ¢ administrado com leucovorina, que é responsavel por otimizar a ligacdo entre o
metabolito ativo FAUMP e a timidilato sintetase.”” Ha duas formas de administracao de 5-FU: oral
e intravenosa. Existe pouca diferenca entre a qualidade de vida durante e apds tratamento e o custo
destas duas formas de administracdo, contudo, a infusao de 5-FU promove uma melhor resposta e
sobrevivéncia nos doentes com cancro numa fase metastatica. No sentido de ultrapassar o problema
do catabolismo de 5-FU pela DPD tém sido adotadas duas estratégias: administragio oral de um
pro-farmaco que nido é catabolizado pela DPD (e.g. Capecitabina) e a co-administragdo de um
inibidor de DPD (uracilo) em conjunto com administragio oral de 5-FU.”

As duas formas de administragio de 5-FU apresentam diversos efeitos adversos: neutropenia,
estomatite, diarreia (mais frequentes na administra¢ao oral), vermelhidao, inchago e dor nos pés e
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maos (sindrome mao-pé) e erupgdes cutaneas.
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Figura 1.3. 5-FU ¢ convertido a trés metabolitos ativos: FdAUMP, FAUTP e FUTP. Inicialmente hd uma conversio
de 5-FU a fluorouridina monofosfato (FUMP) pela a¢do da enzima OPRT em conjunto com o cofator PRPP ou
indiretamente via fluoruridina (FUR) através da a¢do das enzimas UP e, posteriormente, UK. FUMP ¢ depois
fosforilada a fluouridina difosfato (FUDP) que pode ser fosforilada novamente a FUTP ou convertida a FAUDP
pela enzima RR. FAUDP pode ser fosforilada ou desfosforilada para gerar metabolitos ativos FAUTP e FAUMP,
respetivamente. Uma via alternativa involve a conversdao de 5-FU a fluorodesoxiuridina (FUDR) que é depois
fosforilada pela enzima TK a FAUMP. Cerca de 80% de 5-FU administrado é catabolizado pela DPD a DHFU.?>

1.4.4.2. Irinotecano

O irinotecano, também designado por CPT-11 (1.2), é um derivado semi-sintético da
camptotecina, um alcaloide natural que inibe a enzima topoisomerase 1. Derivado das propriedades
quimicas da camptotecina, analogos desta molécula siao lipofilicos e possuem a habilidade de
atravessar a membrana celular por difusio passiva, pelo que a captagiao celular de irinotecano é
bastante favorecida. O irinotecano é um pro-farmaco de SN-38 (1.3), sendo este 100 a 1000 vezes
mais citotéxico que o irinotecano. Pela inibicio da topoisomerase I, uma enzima que catalisa a
clivagem e religacido de cadeias de DNA durante a sua replicagao, SN-38 causa a fragmentagao do
mesmo e leva a apoptose. Posto isto, o irinotecano tem demonstrado um espetro alargado de
atividade antitumoral em modelos pré-clinicos, bem como em modelos clinicos com respostas a
varios tipos de cancro, incluindo o colorretal.” * O irinotecano apresenta um perfil farmacolégico
complexo, que é dependente de uma série de enzimas (Figura 1.4) e proteinas de transporte ativo,

regulando a absor¢ao intestinal e a secre¢do biliar.
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Figura 1.4. Vias metabdlicas ¢ estruturas quimicas do irinotecano (1.2) e seus metabolitos. O irinotecano ¢é
convertido ao metabolito ativo SN-38 (1.3) pelas carboxilesterases (CE). SN-38 pode ser glucorinado pelas
enzimas UGT1A1/7 e tornar-se na forma inativa - SN-38G (1.4). O itrinotecano também pode ser oxidado aos
compostos identificados por 1.5 e 1.6 pela acdo de CYP3A4.

O metabolismo de SN-38 ocorre, predominantemente no figado, onde ¢ inativado por
glucorinadagao e excretado pelo sistema biliar. A administragao de irinotecano pode ser oral ou por
infusio e tem servido de complemento ao tratamento com 5-FU.*

Os efeitos adversos mais frequentes sao vomitos, diarreia, desidratagao, mielosupressio e

perda de cabelo.”
1.4.4.3. Antraciclinas

As antraciclinas sao uma familia de compostos que derivam de bactérias Streptomyces pencetins.
Existem muitas antraciclinas tais como a doxorrubicina, daunorrubicina, epirrubicina, idarrubicina
entre outras, que se diferenciam estruturalmente e conformacionalmente. A doxorrubicina e a
daunorrubicina sao isoladas diretamente das bactérias enquanto as restantes sao analogos sintéticos

2
destas.”
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As antraciclinas sao compostas por uma porcao glicolitica, devido a presenga de um anel de

daunosamina e outra por¢ao nao glicolitica (Figura 1.5).
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Figura 1.5. Estruturas quimicas de doxorrubicina (1.7), daunorrubicina (1.8), epirrubicina (1.9) e idarrubicina
(1.10). Epirrubicina é um derivado semi-sintético obtido pela epimerizacio axial-equatorial do grupo hidroxilo no
anel de daunosamina da doxorrubicinia. A idarrubicina é um analogo da daunorrubicina obtido pela remogdo do

grupo metoxi.?’

As antraciclinas sio muito utilizadas em quimioterapia, porém, os mecanismos de a¢io sao
assunto de controvérsia. Varios mecanismos podem ser considerados: intercalagio com o DNA,
inibindo a sintese de varias macromoléculas; producao de radicais livres levando a danos no DNA
ou peroxidagio lipidica; alquilagdo e ligacio ao DNA; reticulagio com o DNA; interferéncia com o
desenrolamento do DNA, separa¢ao de cadeias ou com a atividade da helicase; efeitos diretos na
membrana celular; inibicdo da DNA topoisomerase II, com danos no DNA e indugio de
apoptose.”’

As diferentes antraciclinas podem apresentar diferentes modos de agdo. A terminagdo de um

grupo lateral com hidroxilo ou metilo que distingue as estruturas quimicas da doxorrubicina e

daunorrubicina é importante no espetro de atividade destas moléculas ativas. Como ja referido,

adoxorrubicina é usada no tratamento de cancro de mama, mas também linfomas e sarcomas e a
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daunorrubicina apresenta atividade em leucemias.

O uso clinico de antraciclinas acarreta varios efeitos adversos, sendo os mais evidentes

cardiotoxicidade, além da toxicidade de outros tecidos saudaveis, cardiomiopatia crénica e falha
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cardiaca congestiva. No sentido de ultrapassar estas problematicas bem como a resisténcia
desenvolvida pelas células tumorais, tém sido desenvolvidas novas antraciclinas com maior atividade

Anci 1 27
e tolerancia cardiaca comparando com as usadas atualmente.
1.4.4.4. Taxanos

Os taxanos sio diterpenos obtidos da planta Taxus brevifolia. O paclitaxel (1.11) e o docetaxel
(1.12) sdo taxanos usados como agentes quimioterapéuticos. O paclitaxel é isolado diretamente da
planta e o docetaxel é um derivado semi-sintético do 10-deacetilbacatin (taxano precursor inativo

obtido de Taxus baccata) por esterificagio da sua cadeia lateral.”

©\0JOLNH 0 >‘\O)OLNH o)
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Estes compostos tém como fun¢io a ligacao a microtibulos, que sao polimeros proteicos cuja
funcao é muito importante em atividades celulares como o movimento, manutencao da forma
celular, sinalizaciao e mitose. Esta ligacao resulta na inibicao da sua funcao, impedindo a progressao
do ciclo celular e levando a célula a apoptose.”

O paclitaxel ¢ um composto hidrofébico e ¢ administrado em solugao cujos solventes sao o
etanol e um 6leo de ricino, no sentido de aprimorar a absor¢io e a distribuicio. F metabolizado no
tigado e excretado pelo sistema biliar. O 6leo de ricino causa reagdes de hipersensibilidade. O
docetaxel, com estrutura quimica semelhante, também ¢ hidrofébico e, por isso, ¢ administrado em
solu¢ao cujos solventes sao o etanol e polisorbato 80, causando muito menos reagoes de
hipersensibilidade. Porém, o docetaxel possui uma farmacocinética linear ao contrario do paclitaxel e
tem um tempo de meia vida de eliminagao de 1h, muito menor que o do paclitaxel que é de 15 a
50h.*

A resisténcia por parte das células tumorais aos taxanos ¢ comum e o tratamento com estes
compostos esta associado a varios efeitos adversos no doente como perda de cabelo,
mielosupressdo, sintomas gastrointestinais, neutropenia, neuropatia, edema, retenciao de fluidos e

. . ~ 28,2
implicacdes na pele.”
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1.4.4.5. Complexos Metalicos de Platina

Os complexos metalicos tém sido aplicados durante séculos como agentes citotoxicos, dos
quais complexos metalicos como a cisplatina (1.13), carboplatina (1.14) e oxaliplatina (1.15)
apresentam grande sucesso como agentes antitumorais, sendo os unicos complexos metalicos

usados globalmente, na pratica clinica.”””

No entanto, estes complexos metalicos apresentam
multiplos efeitos adversos e sio compostos com eficacia limitada, uma vez que ha desenvolvimento
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de resisténcia ao farmaco por parte das células tumorais.
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A cisplatina foi descrita pela primeira vez em 1845 por M. Peyrone. Na década de 1960,
Rosenberg, descobriu que, o até entdo chamado sal de Peyrone, possufa atividade citoestatica e
passados anos de investigagdao, descobriu-se que este era um composto muito eficaz, com grande
sucesso na area de quimioterapia. Desta forma, este composto tem sido utilizado no tratamento do
cancro testicular, ovarico, vesicular, cabega e pesco¢o, esofagico, pulmonar, de mama, cervical, de
estbmago e prostata, assim como linfomas, sarcomas e melanomas.”

A cisplatina e oxaliplatina tém mecanismos de a¢do semelhantes e atuam pela ligagdo ao
DNA.’"” J4 o mecanismo de agio da carboplatina nio é totalmente conhecido, mas pensa-se que
interage com o DNA, tubulina e outras protefnas.”* Ha varios tipos de ligacdes que se estabelecem
entre o a cisplatina/oxaliplatina e a molécula de DNA. A principal ligacio que se estabelece com o
DNA (>90%) é a 1,2-intracadeia (Figura 1.6a), na qual a platina é covalentemente ligada ao atomo
de azoto da posi¢ao 7 das purinas (adenina, guanina). Outros adutos formados entre cisplatina e
DNA compreendem a ligagio monofuncional, intercadeia (Figura 1.6) entre outras.”” A ligacdo de
complexos de platina ao DNA ativa varias vias de sinalizagdo, incluindo a da P53, MAPK, ativacao

da caspase 8, entre outras que culminam em apoptose.35

(a) (b) (©

0
H=Pi=g HN — PL=3-G HN— Pt—=G
Hy HaN H,0

Figura 1.6. Adutos de cisplatina-DNA: a) ligacio 1,2-intracadeia; b) ligacdo intercadeia; ¢) ligacio
monofuncional.3
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Apesar dos complexos metalicos de platina se apresentarem como agente quimioterapéuticos
de grande sucesso, estes apresentam efeitos adversos severos, além de ser muito comum o
desenvolvimento de resisténcia aos mesmos por parte das células tumorais. Os efeitos adversos mais
comuns do uso de cisplatina apresenta muitos efeitos adversos sao nauseas, vomitos, diminui¢ao das
células sanguineas, mielosupressdo, imunossupressio, nefrotoxicidade, neurotoxicidade e perda de
cabelo.” A oxaliplatina apresenta-se como um complexo de platina com atividade antitumoral
superior a cisplatina, principalmente porque as células tumorais mais dificilmente desenvolvem
resisténcia. Por essa razdo, a oxaliplatina tem sido utilizada em linhas celulares resistentes a
cisplatina. Por outro lado, os efeitos secundarios induzidos por este complexo sdo
consideravelmente inferiores aos da cisplatina.”>’ A carboplatina, comparativamente aos seus
analogos, tem a vantagem de demonstrar efeitos adversos reduzidos — é menos nefrotoxica,
neurotéxica e induz alopécia (perda de cabelo) mais reduzida, nio deixando de ser utilizada num

espetro alargado de diferentes tipos de carcinoma.”

1.5. Complexos Metalicos

Tendo em conta o sucesso da cisplatina, a exploragao e o desenho de novas moléculas capazes
de interagir com acidos nucleicos, despoletando morte celular por apoptose é, atualmente, uma das
estratégias mais promissoras na descoberta de novos compostos ativos contra O cancro, no
tratamento por quimioterapia.3 s

A cisplatina é um dos compostos quimicos mais eficazes utilizados em quimioterapia e desde
o seu descobrimento e do desenvolvimento dos seus analogos, tem sido sintetizada uma grande
variedade de complexos metalicos. A avaliacao da atividade antitumoral destes complexos tem sido
feita, no sentido de aprimorar o seu efeito terapéutico com redugao dos efeitos adversos provocados
pela cisplatina e com o objetivo de combater a resisténcia desenvolvida pelas células tumorais.” Para
além disso, ¢ também objetivo encontrar compostos mais seletivos para as células tumorais com
propriedades farmacocinéticas melhoradas a fim de promover tratamentos mais eficazes no combate
20 Cancro.

A quimica inorganica medicinal tem explorado as propriedades de ides metalicos para o
desenvolvimento de novos complexos metalicos. Os complexos metalicos tém algumas vantagens,
quando comparados com 0s compostos ativos organicos, pois existe uma ampla gama de numeros
de coordenacido e geometrias possiveis, estados redox, carateristicas termodinamicas e carateristicas

., . . 1 39
intrinsecas do ligado e do catido metalico a serem exploradas.
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1.5.1. Novos Complexos de Platina

A cisplatina, carboplatina e oxaliplatina sio os unicos complexos metalicos antitumorais
usados na clinica. Durante as dltimas décadas, muitos esforcos tém sido feitos na tentativa de
desenvolver compostos de platina inovadores na luta contra o cancro, em alternativa aos disponiveis
no mercado. Milhares de complexos metalicos de Pt foram sintetizados e investigados em ensaios
pré-clinicos 2 vitro e in vivo, contudo, as hipoteses de encontrar complexos metalicos de platina
ativos com melhores propriedades terapcuticas tém vindo a desaparecer. Consequentemente,
adotaram-se, mais recentemente, duas novas estratégias que constituem a base da descoberta de
complexos de Pt: sintese de complexos de platina cujos ligandos confiram seletividade tumoral e,
desenvolvimento de complexos de Pt nao-classicos (i.e., que ndo sejam analogos da cisplatina),
violando a relacdo estrutura-atividade classicas.*

A seletividade para células tumorais pode ser alcancada com base nas diferengas existentes
entre as células normais e as células tumorais. As jungées célula-célula nas células tumorais sao mais
fracas, o que constituiu uma estratégia para o desenvolvimento de complexos de platina
macromoleculares em que fragmentos de complexos de Pt (II) sdo coordenados com copolimeros,
que tém como objetivo apresentar maior permeabilidade e retencio nas células tumorais.’” * Um
exemplo é o AP5280 (1.16). A formulacio de complexos de Pt com especificidade para recetores
celulares ou 6rgaos é outra estratégia, tendo sido desenvolvidos complexos de platina para tumores
hepaticos, do osso, de mama, do endométrio e da prostata, sendo os recetores hormonais o alvo
destes trés ultimos, como é o caso da sobre-expressio de HER-2, no cancro de mama.” O
complexo de Pt(IV) (1.17) é um exemplo de seletividade para células tumorais, pois tem na sua
constituicao estrogénios, que vao proporcionar um transporte para o interior das células ER+ e
desencadear o efeito citotéxico (Figura 1.7).%>*

Os complexos de Pt (IV) sio pré-farmacos, pois podem ser reduzidos aos complexos de
Pt(Il) correspondentes com libertacio dos ligandos axiais, em condi¢cbes de hipoxia, que ¢é
carateristica das células tumorais.*’

A transplatina (1.19) ¢ o protétipo dos complexos nao-classicos de Pt e nao possui atividade
antitumoral. Contudo, este composto adquire-a quando ¢ irradiado com radiagio UVA, dentro das
células. Esta foto-ativagao resulta na ligagdo intercadeia com o DNA. Interagoes diferentes da
cisplatina com o DNA, sdo conseguidas com analogos da transplatina. O complexo BBR3464
(1.20)¢ um complexo com dois locais de liga¢ao separados por um espagador. A unidade central
tetramina Pt(II) tem carga positiva e interage com o DNA que possui grupos fosfato com carga
negativa. Este composto tem um modo de agao diferente do da cisplatina e tem sido estudado em
ensaios clinicos em varios tipos de cancro, apresentando-se ser uma a duas ordens de magnitude

- . 40
mais potente que a cisplatina.
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Figura 1.7. Estruturas moleculares de: AP5280 (1.16); complexo de Pt(IV) com estrogénios na sua estrutura (1.17)
e proposta de mecanismo de a¢do: dentro da célula é reduzido a cisplatina com libertagido de dois equivalentes de
estradiol (1.18), que sobreregula HMGB1 e impede o reparo de DNA causado pelos danos da cisplatina;
transplatina (1.19); e BBR3464 (1.20).41:42

1.5.2. Complexos com outros Centros Metalicos

Muitos complexos de Pt desenvolvidos ndo tém tido sucesso nos testes clinicos, sendo a
. . , . . 40 PN 1 ~
maioria analogos da cisplatina.” Até a data nenhum complexo metéalico que nao possua como metal
. 43 o
central a Pt, foi aprovado para o tratamento do cancro.” Contudo, outros elementos de transicao
tem sido considerados no desenvolvimento futuro de farmacos quimioterapéuticos. Desde ha trés

, : : ~ - 40,43
décadas, tem sido prestada maior atencao a complexos de Ru, Ga e Ti."" Complexos com estes
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centros metalicos possuem diferencas em relacao aos de Pt, permitindo estabelecer interacdes com
outros alvos além do DNA.* Os complexos de Ru sdo menos téxicos que os complexos de Pt, tém
uma coordenagdo octaédrica em contraste com a quadrangular planar dos complexos de Pt, sio
acessiveis a varios estados de oxidagio (2+, 3+ e 4+) em condicoes fisiolbgicas o que permite
diferentes potenciais redox e ligam a biomoléculas como a transferrina do soro humano, o que
contribui para a diminui¢io da toxicidade.” Os complexos de Ga permitem uma estabilizacio no
estado de oxidagio 3+, pois Ga(Ill) possui uma configuragio eletrénica estavel (d'). Assim,
possuem caraterfsticas de coordenacao semelhantes ao ferro(Ill), pelo que se acredita que o
metabolismo do Ga(IlI) seja semelhante ao do Fe(IlI) competindo na ligacdo a transferrina, o que é
crucial para a captagio celular e posterior atividade antineoplasica dos complexos de Ga(IIT).""*
KP1019 (1.21), budotitanio (1.22) e galio maltolato (1.23) tém sido testados nas fases I e II dos

ensaios clinicos.**

ZZN0)
H CH
I|\IJr K 3 ?/ O/ CH3
~ .NH HN X (@)
Cl N cl o ?,O 07 \Ga/\
R \_ ) XNS07 9
N 000
HN N ) ‘ |
H,C” O
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Mais recentemente, outros complexos metalicos tém vindo a ser estudados no sentido de
desenvolver novos compostos antineoplasicos. Complexos de Fe, ouro Au e Co tém sido sujeitos a
testes pré-clinicos i vitro e in vive. Os ligandos do tipo ferroceno tém demonstrado atividade
antitumoral. O mecanismo de a¢ao nao ¢ baseado na ligacao direta a0 DNA, mas sim na capacidade
de gerar espécies reativas de oxigénio, levando a oxidagao do DNA. DEMFc+ (1.24) é um exemplo
de um complexo metilico do tipo ferroceno. Complexos de Fe(Il) com ligandos piridil

pentadentados (1.25) possuem uma alta atividade citotéxica, com indugio de apoptose.™
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A auranofina (1.26), um complexo de Au(l) fosfinico usado no tratamento da artrite
reumatoide, demonstrou atividade antitumoral inibindo a replicagio de DNA, transcricdo e sintese
proteica. Contudo, ao contririo de outros complexos de Au, este nao interage diretamente com o
DNA. O complexo [Au(dppe),|Cl (1.27) é citotoxico, atuando diretamente com o DNA — forma
ligacGes, levando a quebra das suas cadeias, mas também inibe a replicacdo, transcri¢do e sintese
proteica. Um outro aspeto interessante sobre os complexos de Au é que estes possuem a capacidade
de inibir a enzima tiorredoxina redutase, envolvida em varios processos fisiologicos incluindo o
crescimento anormal de células cancerigenas. Os complexos de Au(IlI) também atuam, inibindo esta
enzima e tém demonstrado forte atividade antiproliferativa em células cancerigenas, mostrando

serem potenciais agentes antitumorais.**

o ~ _
o, A0 i .
>/ 0) 0 / (Ph),P A P(Ph), Cl
) S~Au-P T 7
/go 0 < \ (Ph),P— P(Ph),
Lo _ _
1.26 1.27

Os complexos de Co(Ill) tém sido apontados como agentes antitumorais seletivos para células
tumorais em condi¢des de hipoxia. O desenho estrutural destes compostos ¢ baseado no facto de as
células tumorais desenvolverem resisténcia a quimioterapia, quando em condi¢Oes anaerdbias. Sob
estas condi¢oes, os complexos de Co(Ill) sao reduzidos a Co(ll), com libertacio de ligandos
neutros. Deste modo, foram desenvolvidos complexos de Co(IIl) com ligandos azotados nas suas
estruturas, como ¢ o caso de 1.28. O meio ligeiramente acidico das células tumorais também ativa
estes complexos, através da formacao de radicais livres, causando fragmentacio de DNA. Bases de

Schiff tém sido usadas como ligandos no desenvolvimento de complexos de Co. Um importante
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tipo de base de Schiff é o salen, cujos complexos de cobalto mostraram relagdes estrutura-atividade

muito interessantes em estudos de proliferagio celular.* Um exemplo é o 1.29.

i@ ) O
| O cl
OVCIOJI\I/\/
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/ N\
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1.28 1.29

1.5.3. Complexos de Cobre

De entre os complexos metalicos estudados, estao os complexos de Fe e Co, cujos elementos
metalicos sao importantes biologicamente (e.g., Fe e Co constituem a hemoglobina e vitamina B12,
respetivamente).” A escolha do centro metélico na formulagio de um complexo com atividade
biolégica pode ser facilitada tendo em conta a sua importancia biologica. Os metais sao essenciais
em muitos processos fisiologicos do corpo humano. Ha um grupo principal de metais
biologicamente ativos que engloba Na, K, Mg e¢ Ca que constituem numa quantidade consideravel e
sdo altamente necessarios no funcionamento do organismo humano.” Existe outro grupo de metais
essenciais em processos fisiologicos designado de metais vestigiais, que compreende 9 metais de
transi¢do: Zn, Fe, Mn, Co, Cu, Mo, Cr, V e Ni, embora a essencialidade do Cr, V e Ni seja dificil de
estabelecer uma vez que existem no organismo em quantidades muito pequenas.” O excesso ou
deficiéncia destes metais no organismo humano estio associados a inimeras patologias.” O Cu, em
particular, participa numa grande variedade de fungdes cataliticas e interacdes moleculares, uma vez
que ¢é co-fator de diversas enzimas e proteinas envolvidas em metabolismo, respiracao celular e
replicagio de DNA.** A concentragio de Cu no corpo humano ¢ fortemente regulada a nivel das
células e 6rgaos, uma vez que ides livres de Cu sao potencialmente prejudiciais devido as suas
propriedades redox e afinidade para a ligagdo em locais que deveriam ser ocupados por outros
metais."

Baseado no pressuposto que os complexos de metais endégenos sio menos toxicos para as
células normais do que os complexos de Pt e no papel biolégico que o Cu assume no organismo
humano, os investigadores tém trabalhado ativamente na formulacio e no estudo de complexos de
Cu, desde ha alguns anos.”* Alternativamente, os complexos de Cu sdo utilizados na modulagio da

homeostase de Cu no cérebro, protegendo da neurodegeneracio e no aumento da atividade da
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superéxido dismutase (SOD) que resulta no alivio do stress oxidativo e, fator muito importante na
terapia da doenga coronaria.”’

Quimicamente, estes complexos apresentam, na sua maioria o Cu no estado de oxidagao 2+,
dado que a quimica de coordenagio deste elemento é dominada pelos derivados de Cu(II), existindo,
também, alguns exemplos de compostos de Cu(I). Ligandos que possuam atomos dadores moles
como o P, C, S de grupos tioéter e aminas aromaticas facilmente complexam com Cu(I), levando,
preferencialmente, a formac¢ao de complexos metalicos com geometria tetraédrica. Os complexos de
Cu(l) podem ter um numero de coordenagao de quatro a seis, incluindo as geometrias planar
quadrada (n=4), trigonal bipiramidal (n=5) e octaédrica (n=0), o que admite ligandos mono a hexa-
dentados e com atomos dadotres como N, S, O ou hztlogéneos.48

Atualmente, tém-se desenvolvido complexos de Cu com ligandos dadores S, O, N,O, N,
polidentados e/ou macrociclicos, P fosfinicos, C N-heterociclicos e ligandos que sio bases de Schiff.
Destes ligandos, alguns apresentam atividade bioldgica, pois, um dos critérios usados na escolha de
ligandos ¢é feito com base na sua atividade biolégica, pelo que certos ligandos sao farmacos anti-
inflamatorios, de origem natural, agentes antitumorais, e moléculas que tenham DNA como alvo ou
com base em moléculas que tenham capacidade de interagir com outros alvos além do DNA, com a
capacidade de estabilizar o estado de oxidagao do Cu, e que consigam atribuir uma determinada
lipofilicidade a0 complexo de Cu.*

A maioria dos complexos de Cu desenvolvidos sio complexos de Cu(Il). Neste ambito,
complexos dos quais incluem ligandos de base de Schiff e tiosemicarbazonas (dadores S) induzem
citotoxicidade até a um nivel nanomolar. A planaridade dos ligandos diimina é crucial, como
demonstrado pela alta eficacia dos derivados de fenantrolina (phen) — o complexo de geometria
quadrangular planar 1.30 atua, ligando-se ao DNA, clivando-o sem nenhum aditivo exdégeno,
mostrando uma potente atividade antiproliferativa em linhas celulares MCF-7 (cancro de mama),
Hela (cancro da cervical), HL-60 (leucemia promielocitica) com valores de IC;, entre 1.86 e 3.54
uM, em que a morte celular é a apoptose.”** Outro complexo com estrutura planar (grupos antrilo),
o 1.31 atua ligando parcialmente o DNA, demonstrando, ainda assim, uma forte atividade
antiproliferativa nas linhas celulares MCF-7, Hel.a, SiHa (cancro da cervical), CaSki (cancro da
cervical), HepG2 (cancro do figado) e H1299 (cancro do pulmao) com valores de IC;; entre 0.7 ¢ 6.3
HM.48’50
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Alguns complexos de Cu(Il) com ligandos do tipo bases de Schiff demonstraram uma potente
atividade antitumoral. E o caso do complexo 1.32 cujos estudos citotéxicos em células de cancro da
laringe indicaram um ICy, na ordem submicromolar.”’ Outro exemplo ¢ o 1.33 que possui uma

atividade antiproliferativa com valores de I1C;, proximos de 5 uM em linhas celulares MCF-7 e PC3
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Os exemplos apresentados possuem uma potente atividade citotoxica, porém, o processo
antiproliferativo nio garante seletividade para as células tumorais. Alguns complexos Cu
desenvolvidos foram testados em células normais e demonstraram seletividade para as tumorais, tais
como os complexos de Cu com ligandos N,O dadores e dadores P fosfinicos. Os complexos de Cu
com ligandos N, O dadores derivados da 8-hidroxiquinolina - um agente quelante bidentado com
atividade anti-cancerigena™ -, mais especificamente, compostos derivados de benzilamina bis(8-
hidroxiquinolina) substituida, mostraram uma atividade citotoxica mais eficiente que os seus
analogos e, em particular, o complexo 1.34 demonstrou induzir morte celular e supressio do
crescimento tumoral em células de cancro de mama MDA-MB-231, mas nao em células normais de
mama MCF-10, mostrando ser um composto seletivo para a linha celular MDA-MB-231."** Outro
exemplo de complexo seletivo para células tumorais é 01.35, cuja atividade citotoxica foi avaliada em
varias linhas celulares de cancro do célon correspondentes a diversos estadios da doenca,
demonstrando indu¢ao de morte celular mais eficiente do que a cisplatina e oxaliplatina, com valores

de IC,, entre 0.23 e 1.33uM, e seletividade para as células tumorais, com menor toxicidade que a
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cisplatina e oxaliplatina nas células normais.”*** Além disso, este complexo demonstrou superar a

resisténcia celular desenvolvida pelas células aos complexos de Pt.***
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Apesar de existir um grande nimero de testes 7 vitro, investigacoes 2 vivo de complexos de Cu

ainda é pouco praticada, nao havendo ainda complexos de Cu na fase I dos testes clinicos.
Alvos Biolégicos dos Complexos de Cu

Os complexos de Cu apresentam um espetro de atividade mais amplo e com menor toxicidade
que a cisplatina, o que leva a hipétese destes complexos possuirem diferentes mecanismos de agao
da cisplatina, que liga covalentemente ao DNA.*

Foram apresentados exemplos de complexos de Cu que intercala o DNA, desencadeando o
mecanismo de apoptose. Analogamente a cisplatina, foi demonstrada, em 1991, a formagdo de uma
ligagio entre o CuCl, e DNA, na qual o Cu liga ao atomo de azoto na posi¢io 7 da guanina,
mostrando também afinidade pelas bases de adenina.” Desde entio, um grande numero de
complexos de Cu tém sido desenvolvidos e testados como agentes antitumorais. Os complexos de
Cu ligam o DNA através de ligagdes nao covalentes — intercalativas, electroestaticas e ligacGes
através de ranhuras. O metal age como um modificador inorganico do ligando, tornando-o mais
especifico e com maior afinidade pelo DNA. Ligandos dadores N, em especial as diiminas (ou bases
de Schiff) tém sido destaque entre os complexos de Cu desenvolvidos, pois mostram uma alta
interacao com o DNA e eficiéncia antitumoral em ensaios 7z vitro. Em muitos casos, a intercalacio
com o DNA, leva a deformacio da sua estrutura, favorecendo o processo de clivagem. Essa
clivagem pode ser: oxidativa, derivado das propriedades oxidativas dos complexos de Cu;
hidrolitica.*

As topoisomerases € 0 proteassoma tém surgido como novos alvos dos complexos de Cu. As
topoisomerases sio enzimas nucleares essenciais que regulam o enrolamento do DNA — a
topoisomerase I cria quebras numa cadeia enquanto a topoisomerase II cria quebras nas duas
cadeias de DNA, permitindo ao DNA que se replique. Estas enzimas tém sido identificadas como

alvos importantes no tratamento por quimioterapia. Alguns complexos de Cu possuem a capacidade
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de atuar como inibidores destas moléculas, contudo ainda é uma area de investigacio recente.” O
proteassoma é um extenso complexo multiproteina localizado no nucleo e citoplasma que modula e
degrada proteinas intracelulares. As células tumorais sao mais sensiveis a inibi¢io do proteassoma do
que as células normais, pelo que o desenvolvimento de moléculas ativas que tenham o proteassoma

como alvo tem sido de extensa investigacio."

1.6. Complexos Metalicos de Salens e Salans

Verificou-se que complexos metalicos de bases de Schiff (também designadas de iminas)
demonstram uma forte atividade antitumoral. Estas moléculas representam uma classe importante
de compostos em quimica medicinal devido as suas propriedades farmacoldgicas tais como
antibacterianas, antifingicas, antitumorais e antivirais.*** Este tipo de compostos foram descobertas
por Hugo Schiff, e tém na sua estrutura um ou mais grupos azometino (-C=N-) que resultam da
condensagio entre aminas primérias e grupos carbonilicos ativos de aldefdos ou cetonas.”’

As bases de Schiff coordenam com um metal através do atomo de azoto da imina e com um
atomo de outro grupo, normalmente oxigénio, proximo do grupo imina.”* B capaz de formar

complexos estaveis com a maioria dos metais de transicio, o que ¢é ideal para utilizar em

quimioterapia.”
1.6.1. Ligandos Salens e Salans

As bases de Schiff tetradentadas derivadas de IN,IN*-bis(salicilideno)etilenodiamina), que se
designam, usualmente, por salen (1.36), sao um tipo destes compostos muito utilizado na quimica de
coordenacio.” Estes compostos foram descobertos, em 1889, por Combes quando estudava o
efeito de diaminas em dicetonas. Posteriormente, preparou o complexo de Cu correspondente.
Desde entao varios derivados salen e seus complexos metalicos foram sintetizados e usados em
catalise, particularmente os ligandos salen quirais, devido ao crescente interesse na obtencao de
compostos enantiomericamente puros nas indudstrias farmacéuticas e agroquimicas. Os salens
também tém demonstrado grande potencial como agentes citotoxicos.”

Os compostos salan sdo tetra-hidro derivados dos salen, isto é, resultam da reducdo dos
grupos imina (1.37). Sdo mais resistentes a decomposi¢dao hidrolitica e sio estruturalmente mais
flexiveis devido a ligagao simples, bem como podem apresentar uma melhor atividade catlitica e

s : 62,63
seletividade que os salen, enquanto catalisadores.”™”
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1.6.2. Complexos Metalicos de Salens e Salans

Os salens e salans sdo capazes de complexar metais de transi¢ao, sendo os mais encontrados
na literatura os complexos de Fe, Mn, Cu, V, Ni, Co, Ti e Ru.®"® Estes e seus complexos metalicos
tem aplicacdo em catalise, particularmente os que possuem ligandos quirais, devido ao crescente
interesse na obtengao de compostos enantiomericamente puros nas industrias farmacéuticas e
agroquimicas.” Sao usados como catalisadores de reagdes em epoxidacdes de alcenos, hidroxilagdes,
hetero Diels-Alder, oxidag¢oes, trimetilsilicianages, alquilagdes de aldeidos entre outras reagées mais
especificas.”

Tendo em conta as propriedades destes ligandos, estudos de atividade biolégica de complexos
metalicos de salens e salans tém aumentado, durante a tltima década. Estudos tém demonstrado que
estes complexos apresentam atividade antitumoral e tém sido apontados como uma alternativa
credivel aos complexos metalicos de Pt usados na clinica. Foi demonstrado que este tipo de
compostos tem como alvo o DNA de dupla hélice.”*

Atualmente, tem sido estudada a atividade antitumoral de complexos de Fe, Mn, Cu, V, Co,
Ni de salens. Contudo, os complexos de Fe e Mn tém sido os mais estudados.” "

Complexos salen de Fe(Ill) demonstraram uma potente atividade citotoxica contra células
MCF-7, cujo tipo de morte celular observado foi apoptose. O complexo de Fe(III) 1.38 mostrou
uma forte atividade antiproliferativa nesta linha celular com um IC,; de 0.2uM, num periodo de
incubagio das células de 96h.”” Num estudo posterior, outro conjunto de complexos de Fe(Ill) com
estrutura semelhante aos anteriores foram sujeitos a estudos em células normais de mama (MCF-10)
e nao revelaram seletividade pelas células tumorais, a exce¢ao de dois. O complexo 1.39 demonstrou

boa seletividade, sendo 3 vezes mais toxico em células tumorais, com um valor de IC,; de 12 pM,

que é um pouco inferior ao da cisplatina (18 uM).*
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Complexos de Mn(III) de salens também tém mostrado atividade proliferativa em células
MCF-7, tendo sido incubadas sob efeito dos complexos durante 96h. Foi mostrado que existe uma
grande atividade das caspases 3 e 7 e libertagio de citocromo ¢ no citosol, o que significa que ocorre
morte celular por apoptose através da via intrinseca. O complexo de Mn(III) 1.40 apresenta um
forte efeito antiproliferativo com um valor ICy, de 11 uM. Interessantemente, este complexo
apresenta seletividade para as células tumorais, tendo um efeito citotéxico aproximadamente cinco
vezes superior ao das células normais de mama (valor de IC;, na linha MCF-10 ¢ 49 uM). Contudo,
comparado com os valores de IC,; da cisplatina (18 pM em MCF-7 e 91 pM em MCF-10), conclui-
se que nao ¢ superior em seletividade para células tumorais. O complexo 1.41 demonstra uma
atividade citotoxica semelhante a da cisplatina em células tumorais MCF-7 (IC,, de 19 pM) e é mais

seletivo para células tumorais, embora que ligeiramente (ICy, de 101 uM em células MCF-10).”
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Anteriormente, foi referido que tém sido desenvolvidos complexos de Cu de sistemas de bases
de Schiff dadas as carateristicas que estes ligandos proporcionam ao complexo metalico. Porém,
ainda nao foi desenvolvido um grande nimero de complexos de Cu do tipo salen com aplicagao
antitumoral.

O complexo de Cu(Il) 1.42 demonstrou atividade antiproliferativa em linhas celulares MCF-7,
MDA-MB-231 e HT-29, depois de uma incubacdo de 48h. Os autores deste trabalho, nao estudaram

o mecanismo de acdo e a viabilidade celular decorrentes do efeito deste complexo metalico.”
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1.42

Tendo em conta a potencialidade dos complexos de Cu como agentes antitumorais,
anteriormente discutida, o efeito do centro metalico na atividade citotoxica do complexo tem sido
confirmado, numa investigagdao recente no grupo de Quimica Organica do Centro de Quimica de
Coimbra, pela comparagio da atividade antiproliferativa de trés complexos com o mesmo ligando,
mas com centros metalicos diferentes em células nas linhas WiDr (cancro colorretal), MCF-7,
C2BBel (cancro colorretal) e A375 (melanoma). Os ligandos derivados do acido (+)-canférico
foram complexados com Fe (1.43), Mn (1.44) e Cu (1.45). Neste estudo, o periodo de incubagio das
células expostas aos complexos foi de 48h e o complexo de Cu(Il) demonstrou ser o mais efetivo
em todas as linhas celulares com valores de IC;, entre 3.32-6.71 pM. Comparado com os compostos
usados em quimioterapia convencional (dos quais se incluem 5-FU e epirrubicina), o complexo de
Cu (II) mostrou ser vinte vezes mais efetivo. Os valores de IC;, para os complexos de Fe(IIl) e
Mn(III) sio uma ordem de grandeza superior que o de Cu(Il), em que o complexo de Fe(IIl)
mostrou ser mais efetivo para as linhas celulares WiDr e MCF-7, enquanto o de Mn(IlI) mostrou ser
mais efetivo para as linhas celulares C2BBel e A375. Foi demonstrado também, em estudos de
viabilidade celular que, o tipo de morte é apoptose quando a concentracio de complexo

.. ~ , B B ;. . , 71
administrada nao é muito superior ao 1C, caso contrario, o tipo de morte é necrose.
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Pensa-se que as diferencas da atividade antitumoral entre o complexo de Cu(ll) e o de Fe(I1I)
e Mn(Ill) podem dever-se a geometria do complexo. Além da planaridade do ligando, também
parece ser importante a geometria planar que o centro metalico confere ao complexo, pois uma
geometria quadrangular planar é importante na capacidade de ligacao a alvos biologicos, como os

o . 65,71,75
acidos nucleicos.”™""
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A investigagdo em complexos metalicos salan ainda é recente e ndo existe um numero
consideravel de trabalhos reportados. Ti tem sido o centro metalico mais escolhido na formulagdo
de complexos metalicos salan.””™ O complexo salan de Ti(IV) (1.46) com um anel aromatico nitrado
e outro anel aromatico diclorado demonstrou uma alta atividade antitumoral em células HT-29
(cancro colorretal), com incubagdo durante 72h. O composto ¢ trinta vezes mais efetivo em células

tumorais que a cisplatina, com um valor de ICy, 0.7uM.™

Cl
OiPr  OiPr

O-TiTy cl
N,
Je )

1.46

0,N

1.7. Atomos de Halogéneo em Quimica Medicinal

Na sequéncia dos estudos realizados no grupo de Quimica Organica dos complexos de
ligandos derivados do 4cido canférico foi sintetizado um complexo de Cu(ll) dibromado (1.47). Este
complexo mostrou, num perfodo de a¢ao de 48h, atividade antitumoral superior aos 1.43, 1.44 ¢
1.45. A atividade citotéxica foi avaliada em células MCF-7, WiDr, A375, HCC1806 (cancro de

mama) e 1.51034 (cancro do célon), apresentando-se com valores de ICy, entre 0.78 e 2.32 uM.”

1.47

Os dois atomos de bromo introduzidos na estrutura do composto original tém um efeito
notavel na atividade biolégica do complexo. De facto, um grande niumero de farmacos e farmacos
em desenvolvimento siao estruturas halogenadas. A otimiza¢io das interag¢des intermoleculares
existentes na complexagio droga-alvo é um pré-requisito fundamental e, portanto, os atomos
halogéneo ajudam no processo de otimiza¢ao de determinada droga, tendo em conta a possibilidade
de estabelecer ligacoes de halogéneo. Além disso, a insercao deste tipo de atomos em estruturas

organicas ¢é realizada para explorar os efeitos estéreos, dada a capacidade que estes atomos
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volumosos possuem em ocupar alvos moleculares. A inser¢ao destes atomos em novos principios
ativos pode levar a mudancgas conformacionais e no volume da molécula, ou seja, este tipo de
atomos tendem a ocupar os locais ativos de alvos moleculares, inclusive os mais profundos. Em
relagdo a molécula ativa original, a inser¢do de atomos halogéneo pode induzir efeitos agonistas ou
antagonistas. Além da ligagdo com o alvo molecular, a halogenacio numa estrutura ativa ¢é
frequentemente usada para aumentar a lipofilicidade e consequente permeabilidade de membrana o
que se traduz no aumento da absor¢ao oral, bem como induzir permeabilidade na barreira hemato-
encefalica, o que é necessario para as drogas cuja funcido se desempenha no sistema nervoso
central.”’

As ligacdes de halogéneo sio ligacoes intermoleculares com caraterfsticas semelhantes as
ligacbes de hidrogénio, que os atomos de halogéneo sio capazes de estabelecer. A ligacio de
halogéneo ¢ um tipo de ligagdo nao-covalente estabelecida entre atomos halogéneo (acido de Lewis)
e bases de Lewis neutras ou aniénicas. A semelhanca do 4tomo de hidrogénio na ligacio de
hidrogénio, o atomo halogéneo é o atomo aceitador de eletroes na ligagao de halogéneo. O esquema
D X-Y também se aplica a este tipo de ligacao, sendo que D é o atomo dador de eletroes (base de
Lewis) e aceitador da ligacao de halogéneo, X ¢ o atomo halogéneo, aceitador de eletrdes (acido de
Lewis) e dador da ligagdo de halogéneo e Y é o atomo ao qual o atomo halogéneo esta ligado
covalentemente.®’ Quanto mais forte for a ligagio DX, mais curta serd. A ligagio de halogéneo ¢
muito forte e, consequentemente, pode prevalecer sobre ligacées de hidrogénio na selegdo, aquando
do envolvimento em processos de reconhecimento. A for¢a da ligacio depende do atomo halogéneo
envolvido na ligacao, sendo que a tendéncia para a forca de liga¢ao segue a ordem: I > Br > Cl > F.
As moléculas di-halogenadas (e.g. Cl,) estabelecem ligagdes de halogéneo muito fortes. Contudo,
este tipo de ligacdo ¢é sensivel a impedimentos estereoquimicos dada a dimensio dos atomos
halogéneo.”

O estabelecimento da ligacdo de halogéneo pode ser racionalizado segundo dois aspetos: ao
longo do eixo da ligagio C-X, existe um potencial eletroestatico positivo, no final do atomo de
halogéneo, que é também denominado por “buraco ¢”; a distribui¢do anisotropica da densidade
eletronica a volta do atomo halogéneo. Ao longo do eixo da ligagdo C-X existe um carater
eletrofilico, contudo existe um carater nucleofilico ao longo dos vetores perpendiculares ao eixo de
ligagio — esquematizado na Figura 1.8, para o exemplo do brometo de metilo. Assim é possivel,
estabelecer ligagdes lineares com nucledfilos, mas também ¢é possivel estabelecer ligagdes com
eletrofilos (e.g. ligagdo de hidrogénio ou interagao dipolo-dipolo) perpendicularmente ao eixo da
ligagio C-X.*%
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Figura 1.8. Representacio das superficies de potencial eletrostatico ab initio da molécula de brometo de metilo e
energias com as respetivas respetivas cores para as supetficies de potencial eletrostatico negativo (vermelho),
neutro (verde) e positivo (azul). A geometria foi otimizada usando a base de fun¢des HF/6-31G (d) e a supetficie
de potencial eletrostatico foi gerado por mapeamento de superficies vDW, utilizando o programa Spartan'08 v1.0.0
(Wavefunction, Irvine, CA).80 (adaptado)

29






Capitulo

intese de Complexos de Cu(II) Derivados do
Acido (+)-Canférico

O objetivo do trabalho que deu lugar a esta dissertacio consistiu em sintetizar novos
complexos de Cu(Il) de ligandos derivados do acido (+)-canférico, no sentido de dar continuidade a
trabalhos efetuados no grupo de Quimica Organica.

No Capitulo 1, salientou-se a interessante atividade antitumoral de varios complexos de Cu
recentemente investigados, bem como a potenciacio do efeito pelo sistema de ligandos no
complexo, com destaque particular para as bases de Schiff. Além disso, mostrou-se a importancia
que os atomos de halogéneo podem ter na constituicao de moléculas ativas. Os complexos salen de
Cu(I) derivados do acido (+)-canférico nao halogenado (1.44) e dibromado (1.46), sintetizados e
estudados pelo grupo apresentaram resultados de citotoxicidade interessantes relativamente aos
complexos com outros centros metalicos. O complexo 1.46 mostrou ser 3 a 5 vezes mais efetivo na
inibicao de proliferaciao de células tumorais do que 1.44, devido a presenca de 2 atomos de bromo
na sua estrutura. Seria interessante avaliar a influéncia do tipo e da quantidade de atomos de
halogéneo na atividade citotoxica de uma molécula ativa.

Deste modo, de forma a complementar os anteriores trabalhos efetuados no grupo, foi
proposto sintetizar novos complexos salen de Cu(Il) derivados do 4cido (+)-canférico, variando em
cada estrutura o tipo e o numero de halogéneos, dando origem a compostos tetrabromados, di- e
tetraclorados.

De forma a estudar o efeito do ligando na atividade antitumoral do complexo metélico, foi

também proposto, sintetizar ligandos salan derivados do acido (+)-canférico e ligandos salen
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derivados do acido L-tartarico e seus respetivos complexos de Cu(Il). A presenca do tipo e do
nimero de halogéneos nos complexos salan derivados do acido (+)-canférico e complexos salen
derivados do acido L-tartarico também foi considerada, com o objetivo de confirmar a influéncia do
tipo de atomos e da quantidade, a nivel citotéxico. Tendo sintetizado os complexos de Cu(Il), este

foram sujeitos a estudos de citotoxicidade em linhas celulares do cancro do célon e da mama.

Neste capitulo é apresentada a primeira parte do trabalho de sintese deste projeto, que
consistiu na obten¢ao dos complexos de Cu(Il) cujos ligandos sio os salens e salans derivados do
acido (+)-canférico.

O acido  (+)-canférico (2.1), também conhecido como acido (7R,35)-1,2,2-
trimetilciclopentano-1,3-dicarboxilico, foi isolado pela primeira vez por Vauquelin e é um composto
quiral obtido a partir da oxidagao, com acido nitrico, da canfora, que é um composto natural.

O acido (+)-canférico tem aplicagdes farmacéuticas, pois é utilizado no tratamento de
distarbios nas glandulas sudoriferas e funciona como antisséptico local de nariz e garganta. Tem
uma toxicidade baixa e, por essa razdo, substitui a canfora neste tipo de aplicagdes. Derivados do
acido (+)-canférico também sio muito utilizados como auxiliares quirais em catalise

enantiosseletiva.*

HOOC "/COOH

2.1

Inicialmente, procedeu-se a sintese da diamina derivada do acido (+)-canférico (2.2).
Seguidamente, efetuou-se a condensagao de 2.2 com o salicilaldeido e alguns derivados halogenados
deste, fim de obter uma variedade de salens e salans. Os ligandos assim obtidos, foram complexados
com Cu(Il). Alguns destes complexos metalicos foram sujeitos a estudos de citotoxicidade em linhas

de celulares do cancro do célon e da mama.

2.1. Sintese da Diamina Derivada do Acido (+)-Canférico

O (1R,35)-1,3-diamino-1,2,2-trimetilciclopentano (2.2), a diamina derivada do acido (+)-
canférico, foi obtida por tratamento de 2.1 com azida de sédio e acido sulfurico, uma reagao
conhecida por reacio de Schmidt.”*” O 4cido canférico dissolveu-se em cloroférmio, na presenga
de acido sulfarico que atua como catalisador. A reagao realizou-se a uma temperatura entre os 60 °C
e 65 °C durante uma noite (Figura 2.1). Obteve-se um 6leo amarelo claro com um rendimento de

68%. A sua formagio foi confirmada por RMN'H ap6s tratamento da diamina com HCL.
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Figura 2.1. Representacio esquemitica da sintese de (7R,35)-1,3-diamino-1,2,2-trimetilciclopentano (2.2) a partir

de acido (+)-canforico (2.1).

A reacio de Schmidt é caraterizada pela adigdo de acido hidrazéico (HNj;) a acidos
carboxilicos, aldeidos ou cetonas, assim como a alcoois e olefinas. Nesta reacdo, os acidos
carboxilicos formam aminas através do rearranjo de Curtius, cujo intermediario é o isocianato
(Figura 2.2). Primeiramente o acido carboxilico forma o iao acilo, com eliminagao de agua. Depois
ha ataque da azida de sédio (base conjugada de HN;) ao ido acilo. De seguida, ocorre o rearranjo de
Curtius, formando o intermediario isocianato, com libertacio de azoto molecular. Por fim, este
intermediario sofre hidrolise, formando a amina, com libertagao de diéxido de carbono. O rearranjo
ocorre com retencao de configuracio, ou seja, a amina 2.2 é oticamente pura e tem a mesma

configuragio que o acido de partida.”

. H H N
H . NaNg X I~ N _ 1, Hidrdlise
R—C—OH — = R_ﬁ: —_— R—ﬁiN/il\i:/N — = C=N-R —— RNH, + CO,
(6]

Figura 2.2. Representagdo mecanistica na rea¢ao de Schmidt.

2.2. Sintese de Derivados Clorados do Salicilaldeido

Sabendo da importancia de compostos halogenados na quimica farmacéutica, como ja foi
referido interessou-nos sintetizar derivados clorados e bromados de salens.
Neste trabalho, foi sintetizado o 3,5-dicloro-2-hidroxibenzaldeido (2.4) e tentou-se sintetizar o

5-cloro-2-hidroxibenzaldeido, por inviabilidade econémica em adquirir estes reagentes.
2.2.1. Sintese de 3,5-dicloro-2-hidroxibenzaldeido

Na sintese de 3,5-dicloro-2-hidroxibenzaldeido, formilou-se o 3,5-diclorofenol através da
reacao de Duff modificada. A reacio de Duff é uma reacio utilizada na sintese de benzaldeidos em
que a hexametilenotetramina é a fonte do carbono do grupo formilo.*** Na via modificada desta

reacao, utiliza-se acido trifluoroacético (TFA) como solvente na formilagio de fendis 4-substituidos,
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em vez de glicerol ou 4cido acético.*® A formilagio ocorre na posicdo orfo em relacio ao grupo
hidroxilo.

A reacgao entre o 3,5-diclorofenol (2.3) e 1 equivalente de hexametilenotetramina em refluxo
de TFA, em atmosfera inerte, durante 24h, deu origem ao 3,5-dicloro-2-hidroxibenzaldeido,

confirmado por TL.C e RMN'H, tendo-se obtido um sélido amarelo com rendimento de 79.5%.

OH

OH
Cl Hexametilenotetramina Cl CHO
TFA "
refluxo 24h
Cl 23 Cl g4

Figura 2.3. Esquema representativo da sintese de 3,5-dicloro-2-hidroxibenzaldeido (2.4) a partir de 3,5-

diclorofenol (2.3).

O mecanismo da reac¢ao de Duff (Figura 2.4) envolve uma substitui¢io eletrofilica aromatica,
em que a espécie eletrofilica € o ido iminio CH,NR,", formado a partir da hexametilenotetramina,
responsavel por doar um grupo metino ao anel aromatico. Esta adi¢do resulta na formacio
intermediaria de benzilamina que ¢é posteriormente hidrolisada, oxidando ao benzaldeido
correspondente.” Importa referir que a reagio ¢é facilitada pela presenca do grupo hidroxilo,
responsavel por ativar o anel aromatico, uma condi¢ao necessaria para que a formilacio ocorra. A

formilagio ocortre preferencialmente na posigio or7s, caso estas posi¢des do fenol estejam livres.”
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Figura 2.4. Representacdo mecanistica da reagdo de Duff.

2.2.2. Tentativa de sintese de 5-cloro-2-hidroxibenzaldeido

Pela reacao de Duff, nas mesmas condi¢coes anteriormente descritas, tentou-se sintetizar o 5-

cloro-2-hidroxibenzaldeido (2.5), partindo do 5-clorofenol. No entanto, por TLC, verificou-se a

formagao de varios produtos. Numa segunda tentativa, a reagao foi controlada por TLC de 2 em 2h,

durante 24h de forma a tentar minimizar produtos secundarios. Numa terceira tentativa, o tempo de

reagao foi de 48h, e também nao se verificou diferengas produto em relagdo as outras tentativas.

Tentou-se uma recristalizacdo em etanol e verificou-se a formacao de um sélido verde fluorescente.

O TLC do produto obtido mostrou a existéncia da mesma mistura, sendo uma mancha mais intensa.

A analise RMN'H desta mistura indicou a presenca do produto pretendido, entre outros residuos na

linha de base. Nao foi possivel fazer a purificacio por cromatografia em coluna devido a

proximidade das manchas no TLC correspondente a mistura, tendo-se tentado utilizar varios

eluentes diferentes. Posteriormente, adquiriu-se comercialmente o 5-cloro-2-hidroxibenzaldeido.

OH
CHO

Cl
2.5
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2.3. Sintese de Salens Derivados do Acido (+)-Canférico

Obtida a diamina 2.2 e o derivado do salicilaldeido 2.4, procedeu-se a sintese de diversos
salens, utilizando para além do 2.4, o salicilaldeido, o 3,5-dibromo-2-hidroxibenzaldeido, o 5-bromo-

2-hidroxibenzaldeido e o 5-cloro-2-hidroxibenzaldeido.

Todos os salens foram sintetizados segundo um procedimento semelhante, reagdo de um
equivalente de diamina com dois equivalentes de salicilaldeido ou derivados. Recorreu-se ao uso de
ultrassons na sintese destes ligandos, pois é um processo mais conveniente devido aos tempos de
reagdo mais curtos, menor consumo de energia e facilidade no isolamento dos produtos, ao
contrario do processo de sintese classico de salens que podem levar desde 2 até 24 horas,
dependendo do tipo de reagentes. Existe uma grande poupanga de tempo nestas reacées mediadas
por ultrassons pois ocorrem em 30 minutos, apresentando rendimentos superiores aos rendimentos
das reacdes promovidas pelo procedimento tradicional.” Utilizando este procedimento, obtiveram-
se os salens 2.6-2.10, como solidos amarelos, carateristica deste tipo de compostos. Todos os salens
foram, posteriormente, confirmados por RMN'H. Os rendimentos obtidos foram entre 47% e 86%
(Esquema 2.1).

A adi¢ao de diamina aos saliciladeidos, ocorre com libertacao de agua, de modo que esta pode
hidrolisar o ligando formado.”' Neste tipo de reacdes é geralmente utilizado gel de silica de modo a
impedir a hidrdlise, contudo, neste caso as reacgdes sao rapidas e os ligandos formados nestas

reacOes apresentam boa estabilidade e nio foi necessaria a sua utilizagao.

R,
OH
R, CHO
2 eq. \© R,
Ry
N= OH
etanol N= OH
30 min, ultrassons
R,
2.2
R,

Salen R, R, Rendimento
2.6 H H 60 %
2.7 Cl H 68 %
2.8 Cl Cl 47 %
2.9 Br H 86 %
2.10 Br Br 67%

Esquema 2.1. Esquema representativo da sintese de (7R,35)-IN,IN -bis[salicilideno|-1,3-diamino-1,2,2-
trimetilciclopentano (2.6) e seus detivados halogenados (2.7-2.10).
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2.4. Sintese de Salans Derivados do Acido (+)-Canférico

Prepararam-se os salans através da reducdo dos grupos imina dos salens correspondentes. O
agente redutor utilizado nas sinteses dos salans 2.11-2.13 a partir dos salens 2.6, 2.7 e 2.9 foi o boro-
hidreto de soédio. A quantidade utilizada foi de 5 equivalentes para 1 equivalente de salen. A reacdo
de redugdo de 2.6 a 2.11 ocorreu durante 1h a temperatura ambiente, numa mistura de cloroférmio e
metanol (1:1). Ja a reacdo de reducdo de 2.7 e 2.9 a 2.11 e 2.13, respetivamente, ocorreu durante 4-
5h. As reagoes foram controladas por TLC e os produtos obtidos 2.11-2.13 foram confirmados por

RMN'H. Obtiveram-se solidos de cor branca com rendimentos entre 25% e 98% (Esquema 2.2).

R, R,
R,
Ry
N = OH 5 eq. NaBH, N OH
N= OH metanol, cloroférmio HN H
OH
R,
R >§\/\‘ Ry
R;

Salan R, R, Rendimento
2.11 H H 71 %
2.12 Cl H 98 %
213 Br H 25 %

Esquema 2.2. Esquema representativo da sintese (7R,35)-IN,IN -bis|2-(1-hidroxifenil)metil|-1,3-diamino-1,2,2-
trimetilciclopentano (2.11) e seus derivados halogenados (2.12 e 2.13).

Com as condi¢oes acima descritas nao se conseguiu reduzir os salens 2.8 e 2.10 aos salans
correspondentes. Entdo, tentaram-se outras condi¢cdes de reagao. Numa primeira tentativa,
aumentou-se o tempo de reac¢ao para 24h. Numa segunda tentativa, utilizou-se 10 equivalentes de
boro-hidreto de sédio, e apos a adigao a 0°C, colocou-se a reagdo a temperatura de refluxo, durante
24h. No entanto, em nenhum destes casos se obteve o produto pretendido.

Uma alternativa ao boro-hidreto de soédio, na reducao dos respetivos salens, passaria pela
utilizacdo de hidreto de aluminio e litio, porém, por limitagées de tempo, nao foi possivel tentar eta

alternativa.
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2.5. Sintese de Complexos de Cu(II) Derivados do Acido (+)
canférico

Apbs a sintese dos salens 2.6-2.10 e dos salans 2.11-2.13, foram preparados os respetivos
complexos de Cu(Il). Embora os complexos de Cu(Il) de 2.6 e 2.9 ja tenham sido anteriormente
preparados no grupo de investigagao, os salans correspondentes ainda nao tinham sido sintetizados.
Assim, 2.6 ¢ 2.9 foram preparados para reducao aos salans correspondentes 2.11 e 2.13, para a

posterior complexacao com Cu(Il).

Para a sintese dos complexos de Cu(ll), fez-se reagir 1 equivalente do ligando com 1.2
equivalentes de Cu(OAc),.H,0O em metanol. As reagdes ocorreram em refluxo, durante 2h a 3h.
Usou-se excesso de metal, de modo a simplificar o processo de purificagao. Verificou-se que o
acetato de cobre mono-hidratado nao é soluvel em diclorometano, ao contrario do complexo
metalico, que é. Assim, para purificar o complexo dissolveu-se o sélido obtido por evaporagao do
metanol, em diclorometano e filtrou-se o excesso de sal metalico. O complexo metalico 2.15
precipitou diretamente em metanol, ndo havendo necessidade de tomar o sélido em diclorometano.
Recorreu-se ao TLC patra averiguar a existéncia de excesso de ligando e/ou metal. Os produtos
obtidos (2.14-2.16) foram, depois, confirmados por espetrometria de massa de alta resolugdao
(HRMS). Obtiveram-se solidos de cor castanha escura nas sinteses realizadas, com rendimentos
entre 58% e 95% (Esquema 2.3).

R, R,
R, R,
1.2 eq. Cu(CH;C0O0),.H,0 B 5
NE_ OHO H metanol, refluxo NN_/\’C“\;
R, R,
R; R,
Complexo de Cu(II) R, R, Rendimento
2.14 Cl H 95 %
2.15 Cl Cl 58 %
2.16 Br Br 87 %

Esquema 2.3. Esquema representativo da sintese dos complexos salen halogenados de Cu(1l) (2.13-2.15) a
partir dos ligandos salen correspondentes (2.7, 2.8 e 2.10).
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Com o mesmo procedimento, sintetizaram-se os complexos de Cu(Il) 2.17-2.19 a partir dos
ligandos salan correspondentes (2.11, 2.12 e 2.13). Estes complexos metalicos sio solidos de cor

verde escura e foram obtidos com rendimentos de 53-90% (Esquema 2.4).

R,
R,
OH
g 1.2 eq. Cu(CH;C00),.H,0 }%Cu/o
HN metanol, refluxo HN Ne)
OH
R,
R,
R; Ry
Complexo de Cu(II) R, R, Rendimento

2.17 H H 84 %
2.18 Cl H 90 %
2.19 Br H 53 %

Esquema 2.4. Esquema representativo da sintese dos complexos salan halogenados de Cu(Il) (2.17-2.19) a

partir dos ligandos salan correspondentes (2.10, 2.11 ¢ 2.12).
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Capitulo

S intese de Complexos de Cu(II) Derivados do

Acido L-Tartarico

Neste capitulo ¢ descrita a segunda parte do trabalho de sintese, a preparacao de ligandos salen
derivados do acido L-tartarico. Estes ligandos foram posteriormente complexados com Cu, dando
origem aos complexos de Cu(Il) correspondentes.

O acido L-tartarico (3.1), é um composto natural abundante, obtido a partir do depdsito da
fermentagao das uvas e a partir da extracdo de plantas nas formas de acido bem como na forma dos
respetivos sais de potassio, calcio ou magnésio.88 Foi isolado pela primeira vez por Scheele e é um
composto utilizado na preparagio de bebidas efervescentes e como condimento de comida.*’ E um
composto quiral de facil acessibilidade, sendo largamente utilizado como precursor de ligandos
quirais e como agente de resolu¢ao uma vez que forma, com racematos, sais diastereoisoméricos

. . 83
facilmente separaveis.

HO_ CO,H

T

HO™ "“CO,H

31
Em primeiro lugar foi sintetizada a diamina derivada do acido IL-tartarico. Os ligandos salen
foram obtidos através da reacio da diamina sintetizada com o saliciladeido e com os diferentes
derivados halogenados de salicilaldeido referidos no capitulo anterior. Posteriormente, foram

preparados complexos de Cu(ll) dos salens sintetizados.
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3.1. Sintese da Diamina Derivada do Acido Z-Tartarico

A diamina do acido L-tartarico, (§,5)-2,3-O-isopropilideno-1,4-diaminobutano, obteve-se a
partir de uma sequéncia de reagoes (Esquema 1) tendo como precursor o tartarato de etilo (3.2).
Todas estas reacdes ja foram realizadas e otimizadas no grupo de Quimica Organica.”>® Os

compostos resultantes de cada passo da reagio foram confirmados por RMN'H.

HO. .CO-FEt acetona, refluxo CO,Ft
Y o SCY i oy
HO™ “COEt trietilortoformato O™ “1co,Et THF ta "9
3.2 33 34
TsCl
piridina
¢ j/\NHz H, 1 atm, Pd/C 5% ><0ij3 NaN; ~ j/\OTs
_NH, etanol 0", N3 _OTs
3.7 3.6 35

Esquema 3.1. Sequéncia de reacoes da Sintese de (§,5)-2,3-O-isopropilideno-1,4-diaminobutano.

O (R,R)-2,3-O-Isopropilideno-tartarato de etilo (3.3) foi obtido por de protecio dos grupos
hidroxilo de 3.2. Usou-se acetona como reagente e solvente, na presenca de acido p-
toluenossulfénico. Dada a reversibilidade destas reagoes usou-se trietilortoformato como elemento
de captura de 4gua de forma a tornar a reagao menos reversivel e apresentar um melhor rendimento.

A reacdo ocorreu em refluxo durante 24 h, tendo-se obtido um 6leo acastanhado com rendimento

de 93.5%.

HO_ CO,Et acetona, refluxo 0 CO,Et
j’ TsOH > ><
HO” “CO-Et trietilortoformato O ",
2 CO,Et
3.2 33

Figura 3.2 Esquema representativo da sintese de (5,5)-2,3-O-isopropilideno-1,4-diaminobutano (3.3) a partir do

tartarato de etilo.

De seguida sintetizou-se o (§,5)-2,3-O-isopropilideno-1,4-di-hidroxibutano (3.4) a partir de
(3.3) por reagao com hidreto de aluminio e litio. O solvente utilizado foi THF e a reagdao ocorreu a
temperatura ambiente durante uma noite. O produto 3.4 foi isolado de acordo com o método de

Micovic e Mihailovic, que consiste na adi¢ao sequencial de quantidades definidas de 4gua, hidréxido
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de sédio 15%, e novamente agua. Obteve-se um liquido amarelo palido com um rendimento de
49%.

0-_,COEt  LiAlH, 0 OH
>< j/ THF, ta ><o ., OH
O™ "o, Et ’ v
3.3 3.4

Figura 3.3. Esquema representativo da sintese de (§,5)-2,3-O-isopropilideno-1,4-di-hidroxibutano (3.4) a partir de
(8,5)-2,3-O-isopropilideno-1,4-diaminobutano (3.3).

Procedeu-se de seguida a sintese de (S,5)-2,3-O-isopropilideno-1,4-ditosiloxibutano (3.5) a
partir  (§,5)-2,3-O-isopropilideno-1,4-di-hidroxibutano (3.4). Nesta etapa, dissolveu-se diol em
piridina seca e foi adicionado cloreto de tosilo, a 0°C de forma a evitar uma subida brusca de
temperatura que ultrapassasse os 5°C. A reagdao permaneceu durante uma noite no frigorifico. O
cloreto de tosilo foi recristalizado de forma a maximizar o rendimento da reagao. O objetivo da
transformagao ¢ introduzir grupos tosilo que sao bons grupos abandonantes, constituindo uma

etapa necessaria para a seguinte reacao. Obteve-se um solido branco cristalino com rendimento de

50%.
p1r1d1na 0 '/,//OTS
34 35

Figura 2.4. Esquema representativo da sintese de (8, $)-2,3-O-isopropilideno-1,4-ditosiloxibutano (3.5) a partir de
(8, 8)-2,3-O-isopropilideno-1,4-di-hidroxibutano (3.4).

O (8,5)-2,3-O-isopropilideno-1,4-diazidobutano (3.6) obteve-se a partir de 3.5. Depois de
dissolvido o composto 3.5 em DMTF seca, foi adicionada azida de sédio. A reagdo ocorreu durante
18h, a 90 °C, em atmosfera inerte. Trata-se de uma reagdao de substitui¢ao nucleofilica para formar
uma diazida, por substituicio de dois grupos tosiloxi. Obteve-se um o6leo castanho claro com

rendimento de 52%.

0]
>< j/\ OTs  NaN, ><Oj/\N3
o ,,///OTS DMF o ,//N3

3.5 3.6

Figura 3.5. Esquema representativo da sintese de (§,5)-2,3-O-isopropilideno-1,4-diazidobutano (3.6) a partir de
(8,5)-2,3-O-isopropilideno-1,4-ditosiloxibutano (3.5).
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Finalmente, procedeu-se a hidrogenolise de 3.6, dissolvida em etanol, com Pd/C 5% e 1 atm
de H,, para dar origem a (8,5)-2,3-O-isopropilideno-1,4-diaminobutano (3.7). Obteve-se, assim, um

6leo amarelo claro com um rendimento de 87%.

><Oj/\N3 H2 1 atm, Pd/C 5% >< j/\NHz
0—",, N T etanol ., NH,
3.6 3.7

Figura 2.6. Esquema representativo da sintese de (S,5)-2,3-O-isopropilideno-1,4-diaminobutano (3.6) a
partir de (§,5)-2,3-O-isopropilideno-1,4-diazidobutano (3.7).

3.2. Sintese de Salens Derivados do Acido L-Tartarico

Obtida a diamina 3.7, sintetizaram-se os ligandos salen 3.8 e¢ 3.9, usando um procedimento
idéntico ao descrito na seccao 2.3 do Capitulo 2. Reagiu-se 1 equivalente de diamina com 2
equivalentes de salicilaldeido e derivados halogenados durante 30 minutos, sob ultrassons, para dar
origem a 3.8 ¢ 3.9. Os ligandos, de cor amarela foram confirmados por RMN'H, com rendimentos
ente 9% e 83% (Esquema 3.2).

O><O

OH
R, A_CHO
2 eq. \_&
Of NH, R, N— N
> / \

o— ", NH; etanol OH HO
30 min, ultrassons
3.7
Ry R, R R,
Salen R, R, Rendimento
3.8 H H 9 %
3.9 Cl Cl 83 %

Esquema 3.2. Esquema representativo da sintese de (25, 35)-IN,IN -bis[salicilideno]-1,4-diaminobutano-2,3-
O-isopropilideno (3.8) e seus derivados halogenados (3.8 ¢ 3.9).

Nas nossas condicOes, para a sintese de salens, nao foi possivel obter de forma pura os salens
pretendidos. O processo de isolamento por cromatografia em coluna nao possibilitou o isolamento
dos salens, pois podera ter acontecido hidrodlise no decorrer do processo. Inicialmente pensou-se
que poderia haver ser um problema de solubilidade adequada em eluentes de AcOEt/hexano para a

realizacdo da cromatografia, no entanto, tentou-se com eluentes de AcOEt/diclorometano em que a
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solubilidade foi adequada, e nao foi possivel isolar os salens com sucesso. Contudo, o isolamento
dos salens 3.8 e 3.9 foi bem sucedido e, de alguma forma podera estar relacionado com a
estabilidade que diferentes substituintes nos anéis aromaticos poderdo conferir as respetivas iminas.
Ainda assim, o salen 3.8 apresentou alguma ineficiéncia na reagao, dado o baixo rendimento e o seu
isolamento foi realizado através de uma filtracio, dada a solubilidade da diamina 3.7 e do

salicilaldeido em metanol, ao contrario dos outros derivados de salicilaldeido.

3.3. Sintese de Complexos de Cu(II) Derivados do Acido L-
Tartarico

Ap6s a sintese dos ligandos salen, foi tentada a sua complexagao com Cu(II). Com o mesmo
procedimento descrito no sub-capitulo 2.5 sintetizou-se com sucessoo complexo de Cu(Il) 3.10. A
formagio do complexo foi acompanhada da precipitagdo de ambos no solvente utilizado, o metanol.
A formagdo foi acompanhada e confirmada por TLC. Obteve-se ums 6lido castanho com um
rendimento de 91%.

A complexagido do ligando salen (25, 35)-N,IN -bis|3,5-diclorosalicilideno]-1,4-diaminobutano -
2,3-O-isopropilideno com Cu(Il) ndo se conseguiu realizar com sucesso. Obteve-se um solido
muito pouco soluvel em em agua ou qualquer solvente organico. Por TLC, verificou-se que o
ligando nio foi totalmente consumido, mesmo com excesso de metal.

Por limitagoes de tempo nao foi possivel fazer tentativas adicionais de sintese do complexo

pretendido.

1.2 eq. Cu(CH;C00),.H,0 N<_ \

o~ Mo
N—‘\\\_&N
74 A\ 7

OH HO metanol, refluxo O/ o

o
\\“\_& N
Cu/
~N

91%
Esquema 3.3. Esquema representativo da sintese do complexo salen de Cu(Il) (3.10) a partir do ligando

salen correspondente (3.8).
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Capitulo

—

I sstudos 7n vitro

Os complexos salen halogenados de Cu(Il) derivados do acido (+)-canférico 2.14 (diclorado),
2.15 (tetraclorado) e 2.16 (tetrabromado) foram sujeitos a estudos de citotoxicidade e comparados
com o complexo nao halogenado de Cu(Il) (1.45) ¢ com o complexo dibromado de Cu(ll) (1.47)
previamente estudados e disponiveis na literatura.”"” Estes estudos iz vitro inclufram a determinagio
do efeito dos complexos na proliferacao celular das linhas celulares WiDr e LS1034 (cancro do
célon) e MCF-7 ¢ HCC1806 (cancro da mama). Para além disso, incluiram também a avaliacao da
viabilidade celular e do ciclo celular apds exposicao ao composto que apresentou um efeito mais

promissor na inibi¢ao da proliferacao celular nas mesmas linhas celulares.

4.1. Determinacao da Proliferacdao Celular

A avaliacdo da proliferacao celular foi realizada através do estudo da atividade metabdlica, por
colorimetria, através do ensaio MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil-tetrazolio)),
que possibilita medir as células metabolicamente ativas, através da quantificacio de cristais
formazano produzidos, pois existe uma relagao de proporcionalidade direta entre a quantidade de
cristais e a atividade metabdlica das células. Este ensaio possibilitou a obtencao de valores de
proliferaciao celular, em percentagem, relativamente as culturas celulares incubadas em condi¢ao
controlo.

As culturas celulares foram incubadas com concentracdes crescentes do complexo diclorado
de Cu(lIl) 2.14, do complexo tetraclorado de Cu(Il) 2.15 ¢ do complexo tetrabromado de Cu(Il) 2.16
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cujos valores de concentracao variaram entre 0.5 e 5 uM, para os trés complexos metalicos. O
tempo de incubacao foi de 48h. Para a realizacio das experiéncias e obtencio dos dados foi
necessario um controlo, correspondendo este as células que nio foram sujeitas a agdo dos
compostos, sendo tratadas apenas com o solvente dos complexos metalicos (DMSO), as quais se
atribuiu o valor de proliferagao celular de 100%.

Através da analise da Figura 4.1, verifica-se que os complexos de Cu(Il) em estudo induzem
efeito citotéxico nas quatro linhas celulares, dada a diminuigao da atividade metabdlica com o
aumento da concentracio. B também possivel verificar que o complexo de Cu(Il) tetraclorado (2.15)
tem um efeito citotoxico muito evidenciado comparativamente aos restantes complexos em estudo.
Nota-se que, de uma maneira geral, o complexo de Cu(Il) diclorado (2.14) é mais citotéxico que o
complexo tetrabromado (2.16). Na linha celular 1.51034, existe uma diminui¢io acentuada da

atividade metabolica da concentragao 1 para 1.5 uM, a excecio de 2.16.

WiDr LS1034
1001
1001 _
0 B214 §£3 I S 214
%’g 80 0 215 s & 807 0 215
S8 H (B €3 216 38 2.16
2 < so4HNHA 3 | g 601
s 8 H| |H & gs
g o H [ :: H
g3 404 HI | H H g T 404
v N 191 |H i H LN
< 3 H H H ] A S 3
] = L 1 H H
] g 20- I H H H E é 20
2o HI |4 H 4 H o 9
g8 HI | g 4 H < £
< £ H| |H H H E 0 A
(e o = — | | |
0.5 1 15 2 25 5 0.5 1 15 2 2.5 5
Concentragio (uM) Concentragio (uM)
MCE-7 HCC1806
100— 100—
<2 |& A 82214 s35 |] & 85 214
< £ so-H [ 0215 S E so{HH 0O 215
2 8 H | | em 216 =6 HMH 3 2.16
< ¢ so—H||K < ¢ so—HI |t
g o | |F g e H| |E
f s 40— H| |H &2 0-{HI [k
N H " 0 N H ]
T3 H| |F - H (13
< H| | ] HI IE
z EmTHI Z EH
< & H| [H Z £ H| |H I
o—LHLIE = o—LH = ’
0.5 1 15 2 2.5 5 0.5 1 1.5 2 2.5 5
Concentragio (uM) Concentragdo (uM)

Figura 4.1. Avaliacio da atividade metabolica nas linhas celulares em estudo apds 48h de incubacio com
uma gama de concentragdes (0.5-5uM) dos complexos de Cu(ll) diclorado (2.14), tetraclorado (2.15) e
tetrabromado (2.16). Os resultados expressam a média e o desvio-padrio de pelo menos trés experiéncias
independentes realizadas em duplicado (n=0).

Os valores percentuais obtidos permitiram tragar as curvas dose-resposta obtidas para as
linhas celulares tumorais, que foram calculadas recorrendo ao soffware OriginPro v. 8.5, o qual através
do processamento dos resultados obtidos possibilitou a obten¢do da curva de melhor ajuste aos

resultados experimentais (Figura 4.2). Assim, foi possivel determinar os valores de ICy, dos trés
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complexos de Cu(Il), ou seja, a concentragio de composto necessaria para inibir 50% da

proliferacdo celular, cujos valores estao apresentados na Tabela 4.1.

Através da analise da Figura 4.2, é possivel concluir que os trés complexos metalicos induzem

inibi¢ao da atividade metabolica. O complexo 2.15 é o que apresenta um efeito mais notério ao nivel

da inibicdo da proliferacio celular, sendo evidenciado pelas curvas dose-resposta nas linhas celulares
WiDr, MCF-7 e HCC1806. Para a linha celular 1.51034, o complexo 2.14 ¢ o que apresenta melhor

atividade antiproliferativa. Através das curvas obtidas também ¢ possivel concluir que nio existem

diferencas nos efeitos induzidos pelos complexos de Cu dependentes do tipo de cancro.

Atividade metabdlica (%)

% Proliferacio Celular

WiDr

100 o

60

40 4

20

e 214

T T
-0.4 -0.2 0.0 0.2 0.4 0.6 0.8

log([complexol) (log(uM))

MCE-7

100 o

60 o

40 4

204

T T T
-0.4 -0.2 0.0 02 04 0.6 0.8

log([complexo]) (log(uM))

Proliferacio celular (%)

Proliferagdo celular (%)

LS1034

100

80

60 4

40 4

204

-0.4

T T T
-0.2 0.0 0.2 0.4 0.6

log([complexo]) (log(M))

HCC1806

0.8

100 o

804

60

404

204

T
-0.2 0.0 0.2 0.4 0.6

log({complexo]) (log(uM)

0.8

Figura 4.2. Curvas dose-resposta referentes a percentagem de atividade metabdlica das quatro linhas
celulares tumorais WiDr, 1.51034, MCF-7 ¢ HCC1806 em resposta a incubacio com trés complexos halogenados
de Cu(1l): diclorado (2.14), tetraclorado (2.15) e tetrabromado (2.16), durante 48h. Os resultados expressam a
média e o desvio-padrio de pelo menos trés experiéncias independentes realizadas em duplicado (n20).

A Tabela 4.1 apresenta os valores de IC; dos trés complexos sintetizados e em estudo, bem

como os valores de IC;, dos complexos de Cu(ll) estudados previamente (estruturas estao

representadas no Capitulo 1) apdés administragao as mesmas linhas celulares tumorais, durante 48h.

Os coeficientes de determinagio das curvas de ajuste (1°) também sio apresentados.

49



Verifica-se que os complexos halogenados de Cu(Il) sao mais eficazes que o nao halogenado,
na inibi¢ao da proliferacio celular das linhas WiDr e MCF-7, pois apresentam uma gama de valores
de IC;, entre 0.65 pM e 1.64 uM para a linha WiDr e 1.26 pM e 0.63 uM para a linha 1.§1034,
enquanto o complexo nio halogenado de Cu(Il) apresenta um valor de 4.29 uM e 4.66 uM,
respetivamente.

Dentro dos complexos halogenados de Cu(Il), o complexo tetraclorado de Cu(Il) 2.15 é o
mais citotoxico nas linhas WiDr, MCF-7 e HCC1806, com valores de 1C;, 0.65 pM, 0.63 pM e 0.66
uM, respetivamente. O complexo diclorado de Cu(Il) 2.14 demonstra ser o mais eficaz na inibicao
da proliferacao celular da linha celular quimiorresistente 1.S1034, com um valor de IC;; de 0.94 uM
que, ¢ um valor inferior aos obtidos nas linhas MCF-7 e WiDr, sendo que a ultima é a mais
resistente a este complexo. O complexo dibromado de Cu(Il) 1.46 demonstra ser o segundo
complexo mais citotdxico nas linhas WiDr e MCF-7 com valores de 1C;, de 1.24 uM e 0.95 puM,
respetivamente, contudo é menos efetivo que o complexo tetrabromado de Cu(Il) 2.16, para as
linhas 1.51034 ¢ HCC1806. A gama de valores de IC50 ¢ maior para os complexos bromados de
Cu(I) com valores entre 0.94 uM e 2.32 uM comparativamente ao complexos clorados de Cu(II)

com valores entre 0.63 pM e 1.64 pM.

Tabela 4.1. Valores de 1Cs obtidos apds a incubagio das linhas celulares WiDr e MCF-7 com 1.44, 1.46, 2.14, 2.15
¢ 2.16 ¢ .S1034 ¢ HCC1806 com 1.46, 2.14, 2.15 ¢ 2.16, durante 48h. Estao também representados os valores de r?
associados.”!

Complexo Complexo Complexo Complexo Complexo

Linha  nio halogenado  dibromado  diclorado de  tetrabromado  tetraclorado
celular de de Cu(II) de de

Cu(II) Cu(II) 2.14 Cu(II) Cu(II)
1.45 1.47 2.16 2.15
IC,, ' IC,, ' IC,, ' IC,, WM) IC,, '
(uM) (uM) (uM) (uM)

WiDr 429 097 124 095 1.04 0.9 1.48 0.96 0.65 0.99
LS1034 - - 2.32 1 0.94 0.98 1.52 0.96 1.09 0.94
MCF-7 466 099 095 097 1.07 0.98 1.26 0.99 0.63 0.89

HCC1806 - - 1.28  0.75 0.82 0.97 1.07 0.99 0.66 0.94

A Tabela 4.2 apresenta os valores de IC,, obtidos da determinagao da atividade metabdlica
apos incubagao das células WiDr e MCF-7 com os atuais farmacos convencionais usados no

tratamento do cancro colorretal e cancro da mama, bem como os valores de IC;, obtidos para o
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complexo de Cu(ll) que demonstrou ser o mais eficaz na inibicio da proliferacao celular — o
tetraclorado 2.15.

Verifica-se que os valores de 1C;, obtidos para 2.15 sao inferiores ao do 5-FU (86.96 pM) e a
da cisplatina (18 uM), nas linhas celulares WiDr e MCF-7, respetivamente. Apesar dos dados de ICj,
da cisplatina se referirem a uma incubagao das células MCF-7 durante 96h, a comparagdo torna-se
plausivel dado que o efeito citotoxico da cisplatina nas mesmas células em 48h por légica seria
menos evidenciado. No entanto, o valor de IC;, de 2.15 ¢é superior ao da epirrubicina (0.32 pM), no

tratamento da linha MCF-7.

Tabela 4.2. Valores de ICso para a incubacéo das linhas celulares WiDr e MCF-7 com o complexo tetraclorado de
Cu(1l) (2.15), durante 48h e com farmacos de quimioterapia convencional.
a: incubacdo de WiDr com 5-FU, durante 48h;7!
b: incubag¢io de MCF-7 com cisplatina, durante 96h;%
c: incubagdo de MCF-7 com epirrubicina, durante 48h.7!

Linha celular 2.15 Quimioterapia
convencional
IC,, (vM) t’ IC,, (WM) r*
WiDr 0.65 0.99 86.96" 0.86
MCF-7 0.63 0.89 18° --
0.32° 0.93

De acordo com os dados obtidos, apenas o complexo tetraclorado de Cu(Il) 2.15 foi
escolhido para a realizagio dos estudos sobre o efeito que este composto provoca na viabilidade
celular e no ciclo celular das quatro linhas celulares tumorais em estudo.

Os resultados sio apresentados nos subcapitulos seguintes.

4.2. Avaliagao da Viabilidade Celular

A viabilidade celular foi avaliada a partir da dupla marcacio com AnV e IP por citometria de
fluxo. A marcac¢ao diferencia as populacoes celulares existentes em células viaveis (V), células em
apoptose inicial (AI), células em apoptose tardia/necrose (AT/N) e células em necrose (N). Assim,
foi possivel avaliar o tipo de morte celular induzido nas células quando estas sao expostas a 2.15,
durante 48h. Nesse intervalo de tempo, as células das quatro linhas celulares foram tratadas sem
qualquer administracao de composto ou solvente (células controlo), com uma concentracio de 2.15
correspondente ao seu ICy, (variavel em cada linha) e com a concentracio de 5 uM (fixa para todas
as linhas celulares). A Figura 4.3 apresenta os resultados dos estudos de viabilidade celular efetuados.
Estes estudos revelaram, em primeira analise, que o aumento da concentracio do complexo metalico

induz diminui¢ao da percentagem de células viaveis em todas as linhas celulares.
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Na linha celular WiDz, a populacdo de células viaveis é cerca de 88% no controlo, verificando-
se uma diminui¢ao das mesmas em cerca de 8% aquando da incuba¢ao com a concentragiao 0.65 pM
(ICsy) de 2.15 (p=0.001), e em cerca de 28% para as que foram incubadas com concentracio de 5
uM  (p<0.001). Nao se verificam alteracdes estatisticamente significativas relativamente a
percentagem de células em apoptose inicial, nas trés condi¢oes. Quando as células sio tratadas com
5 pM de composto, observa-se um aumento da populacio celular em apoptose tardia/necrose em
relagao ao controlo (p=0.012) e ao tratamento com 0.65 pM (p=0.040). Podemos também observar
um aumento em 5% e em 9% da populagdo de células em necrose em relagao ao controlo, quando
incubadas com 0.65 uM (p=0.022) e com 5 pM (p<0.001), respetivamente.

Na linha celular quimiorresistente 1.S1034, a populagio de células viaveis ¢é de
aproximadamente 80% no controlo, e verifica-se uma diminui¢io em cerca de 15% quando tratadas
com 1.09 uM (IC,) de 2.15 (p=0.001) e de 53% quando tratadas com 5 puM de 2.15 (p<0.001). Com
esta mesma concentragdo, ha um aumento significativo das células em apoptose inicial, com
diferencas significativas em relagdo ao controlo (p<0.001) e a concentragao intermédia (p=0.001), e
um aumento em cerca de 9% do numero de células em apoptose tardia/necrose (p<<0.001), em
relacio ao controlo. A incuba¢io das células com 1.09 pM de 2.15 nao resulta em diferencas
estatisticamente significativas das populacoes de células em apoptose inicial e apotose tardia/necrose
em relagdo ao controlo, contudo, para a mesma concentracio observa-se um aumento de 8% da
populacio de células em necrose em relagio ao controlo (p=0.025), que diminui em
aproximadamente 7% quando sio tratadas com 5 uM (p=0.042).

A populagao de células viaveis na linha celular MCF-7 no controlo é cerca de 83%, e ¢
reduzida em 13% quando tratadas com 0.63 uM (IC)) de 2.15 (p=0.0006). Esta populagiao celular
diminui significativamente relativamente ao controlo em cerca de 71%, quando incubada com 5 uM
de 2.15 (p<0.001). A populagao de células em apoptose inicial aumenta em cerca de 2% quando as
células sao tratadas quer com 0.63 pM (p=0.003) quer com 5 pM (p=0.035) de 2.15, nao existindo
diferencas estatisticamente significativas desta populagdo entre as duas condi¢bes de tratamento. Na
populacio de células em apoptose tardia/necrose, nao existe significado estatistico entre a populagao
no controlo e a populagiao apds incubagao com 0.63 uM de 2.15, contudo, a incubagao com 5 pM
resulta num aumento significativo desta populagao de células em relagiao ao controlo (p<<0.001). Um
comportamento semelhante se verifica para a populagao de células em necrose, com o aumento de
13% do numero de células em necrose da condi¢ao controlo para a condi¢iao de tratamento com 5

uM (p=0.025).
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Figura 4.3. Avaliacdo da viabilidade celular. Os resultados estio representados em percentagem (%) de
células viaveis (V), em apoptose inicial (Al), em apoptose tardia/necrose (AT/N) e necrose (N), ap6s 48 h de
incuba¢do sem tratamento (Ctl) e com tratamento com diferentes concentra¢des (ICso e 5 uM) do complexo
tetraclorado 2.15, para as linhas celulares WiDr, LS1034, MCF-7 e HCC1806. Os resultados expressam a média e o
erro-padrio de pelo menos trés experiéncias independentes realizadas em duplicado (n=6). As diferencas
significativas em relagdo ao controlo estdo representadas por: * para p<0.05; ** para p<<0.01; *** para p<0.001.

Na linha celular HCC18006, observa-se 90% das células viaveis no controlo, uma populagao
que diminui aproximadamente 14% quando estas sao expostas a 0.66 pM (IC;) de 2.15 (p<0.001) e
cerca de 73% quando tratadas com 5 pM (p<0.001). O tratamento das células com 0.66 pM de 2.15
traduz-se num aumento em cerca de 11% da populaciao de células em apoptose inicial (p<0.001) e
de cerca de 4% da populacio de células em apoptose tardia/necrose (p=0.002), em relacio ao
controlo. O aumento destas populacdes em relacio ao controlo é também significativo, quando as
células sao tratadas com 5 pM de 2.15 (p<0.001, em ambos os casos). Com esta condi¢ao de
tratamento também se verifica uma populagao de células em necrose cerca de 5 vezes superior a
mesma populagdo no controlo (p<0.001). Nao existem diferencas estatisticamente significativas
entre a populagao de células em necrose no controlo e quando tratadas com 0.66 pM.

Comparando os resultados obtidos entre as quatro linhas em estudo apds tratamento com 5
uM de 2.15 verifica-se que a linha celular WiDr, curiosamente, apresenta um numero
significativamente maior de células viaveis , comparativamente com as células 1L.51034 (p=0.010),
HCC1806 (p<0.001) e MCF-7 (p<0.001), evidenciando ser a menos sensivel ao complexo. A linha
LS1034 apresenta uma percentagem de células em apoptose inicial cerca de 1.5 vezes maior que a
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populagao da linha HCC1806 (p=0.000), e significativamente maior que a mesma populacao celular
das linhas MCF-7 (p=<0.001) e WiDr (p<0.001). Nestas condi¢bes, a populacio de células em
apoptose tardia/necrose é superior na linha HCC1806, apresentando significancia estatistica
relativamente as linhas WiDr (p=0.018) e 1.S1034 (p=0.007). Relativamente a populacio de células
em necrose, a linha 1.§1034 apresenta um numero de células proximo a da populagio na linha WiDr,
mas muito inferior as das linhas MCF-7 (p=0.021) e HCC1806 (p<0.001).

4.3. Avaliacao do Ciclo Celular

Com o propésito de verificar qual a fase em que as células das linhas celulares se encontram
apos exposi¢ao ou nao ao tratamento com 2.15, recorreu-se a técnica de citometria de fluxo com a
marcacio com IP/RNAase. Este estudo serve de complemento aos estudos de citotoxicidade
anteriormente efetuados. Os resultados estdo representados na Figura 4.4.

Na linha celular WiDr, verifica-se a auséncia de pico apoptotico (pico ap) nas células controlo
bem como na populagao de células sujeitas a agao das duas concentragoes de 2.15. Nas 3 condigdes,
a populacio de células em fase GO/G1 é aproximadamente 60%, a popula¢do de células em fase S é
proximo de 30% e a populagio de células em fase G2/M é cerca de 10%. Nao existem vatiages
estatisticamente significativas entre as populagdes de células em cada fase, nas condigoes
consideradas.

Na linha celular .S1034, todos os resultados para a incubagdo das células com 5 uM de 2.15
sao considerados preliminares (n=5). Nesta linha, verifica-se um aumento significativo do pico
apoptotico, no tratamento das células com 5 uM de 2.15, em relagdo ao controlo, (p<<0.001), facto
que nio se verifica quando sdo tratadas com valor correspondente ao seu IC;,, ndo apresentando
significado estatistico em relagdo ao controlo. Nas 3 condi¢oes, a populagao de células em fase
G0/G1 ¢é aproximadamente 60%, a populacio de células em fase S aproxima-se de 30% e a
populacio de células em fase G2/M ronda os 10%. As pequenas alteracoes verificadas nao
apresentam significado estatistico.

Na linha celular MCF-7, observa-se um aumento significativo do pico apoptoético quando as
células sao sujeitas a 5 uM de 2.15 em relagio as células controlo (p<0.001) e as células tratadas com
0.63 uM (IC,;) (p=0.001). A populacio de células em fase G0/G1 é aproximadamente 70% na
condi¢ao controlo e nas células incubadas com 0.63 uM, havendo um ligeiro decréscimo no
tratamento com 5 pM de 2.15. A populacio de células em fase S é proxima de 19%, no controlo e
para a concentra¢ao de 5 uM, sendo que no tratamento com 0.63 uM o nimero de células nesta fase
sobe cerca de 8%. As variacdes da populagio de células em fase G2/M com o aumento da

concentragao nao sao estatisticamente significativas.
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Na linha celular HCC1806, ha um aumento significativo do pico apoptético nas células
incubadas com 5 uM de 2.15 em relacdo ao controlo (p<<0.001) e em relagao as células tratadas com
a concentracio correspondente ao IC,, (p=0.001). A populagio de células em fase GO/G1 é
ligeiramente inferior a 60% na condig¢do controlo e nas células incubadas com 0.66 uM (IC,),
ascendendo a 61% no tratamento com 5 pM de 2.15. O ndmero de células em fase S é muito
proximo, nas trés condigoes, nao existindo variagdes com significado estatistico. A populagio de
células em fase G2/M diminui com o tratamento de 5 pM de 2.15, em cerca de 5% em relacio as
células tratadas com 0.66 uM (p=0.026), que apresenta o mesmo numero de células nesta fase
comparativamente ao controlo.

Estabelecendo uma comparaciao entre linhas celulares observa-se que em todas elas, na
condi¢io controlo, nio existe pico apoptotico. A populacio de células em GO/G1 é proxima nas 4
linhas, nao apresentando diferencgas estatisticamente significativas. A populacao de células em fase S
¢ maior na linha 1.§51034, sendo ligeiramente superior a WiDr e HCC1806 (p=0.003) e cerca de 10%
supetior a MCF-7 (p=0.045). A popula¢io de células em G2/M é superior em MCF-7, apresentando

significado estatistico em relagao a populagao de células na mesma fase na linha 1.§1034 (p=0.045).
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Figura 4.4. Avaliacio do ciclo celular. Os resultados estdo representados em percentagem (%) de células
em cada uma das fases do ciclo celular, 48 h de incubacio sem tratamento (Ctl) e com tratamento com diferentes
concentracbes (ICso ¢ 5 uM) do complexo tetraclorado 2.15, para as linhas celulares WiDr, 181034, MCF-7 e
HCC1806. Os resultados expressam a média e o erro-padrio de pelo menos trés experiéncias independentes
realizadas em duplicado (n=6), a excecdo da linha L.S1034 (n=5). As diferencas significativas em relacdo ao

controlo estdo representadas por * para p<0.001.

55



No tratamento das células com o respetivo IC,, de 2.15, nio se verificam alteragoes
significativas do pico apoptoético entre as 4 linhas. Também ndo existem variagoes significativas
estatisticamente nas populacoes em fase GO/G1 e em fase S nas linhas em estudo. O mesmo ¢é
observavel para as populagdes de células em fase G2/M, contudo a populacio na linha MCF-7 é
significativamente superior em relagao as restantes (p=0.010).

Na incubagdo das células com 5 pM, a unica diferenca estatisticamente significativa entre as
linhas celulares é o aumento significativo do pico apoptotico nas linhas 1.51034 (p<0.001), MCF-7
(p<0.001) e HCC1806 (p=0.001) em relagao a linha WiDr. Nas populagoes de células nas diferentes
fases do ciclo celular, nao existem diferencas estatisticamente significativas assinalaveis, na

comparagdo das 4 linhas.

4.4. Discussao dos Resultados obtidos nos Estudos in vitro

Como referido na introducao, os farmacos utilizados no tratamento do cancro colorretal e do
cancro da mama apresentam multiplos efeitos adversos e de uma forma comum a todos eles,
desenvolvimento de resisténcia pelas células tumorais ao tratamento por quimioterapia. Deste modo,
¢ responsabilidade da area cientifica desenvolver e investigar novas opg¢oes quimioterapéuticas
menos toxicas para os doentes, diminuindo o potencial risco de mortalidade e morbidade quando
sujeitos a tratamento por quimioterapia. O combate a quimiorressisténcia é outra preocupagiao
aquando da formulagdo de um novo principio ativo. Assim, o objetivo primordial do presente
trabalho passou pela sintese de complexos de Cu que oferecessem vantagens nio s6 aos complexos
de Pt utilizados, bem como aos restantes farmacos usados no tratamento do cancro colorretal e do
cancro de mama.

A determinacdo da atividade metabodlica permitiu concluir que o complexo tetraclorado de
Cu(I) 2.15 é o que tem um efeito mais notério na inibi¢ao da proliferacdo das linhas celulares
tumorais em estudo, a excecdo da linha L.S1034, facto que pode ser devido a sua principal
carateristica — a quimiorresisténcia por aumento de expressaio de uma proteina de efluxo

90

(glicoproteina-P).” O composto mais citotoxico nesta linha celular é o complexo diclorado de C(II)
2.14, contudo, a diferenga entre o seu efeito e o efeito antiproliferativo induzido pelo 2.15 é muito
semelhante. O valor de IC,, para esta linha celular, quando incubada com 2.15, durante 48h
aproximadamente 1.7 vezes superior aos valores obtidos para as outras linhas em estudo. Para as
linhas celulares WiDr, MCF-7 e HCC18006, 2.15 apresenta valores de 1C;, na ordem de grandeza
submicromolar, uma ordem de grandeza inferior aos restantes complexos metalicos, de um modo
geral. A resposta destas trés linhas celulares ao complexo 2.15 ¢ muito semelhante o que sugere que

o efeito do complexo metdlico ¢ independente do tipo de cancro. Por outro lado, depois de
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verificado o efeito antiproliferativo do complexo 2.15 é deveras importante avaliar até que ponto
esse efeito se traduzirda também num efeito citotéxico com inducao de morte celular, resultados
discutidos adiante.

Um dos objetivos desta dissertacido passa por verificar o efeito da presenca de atomos de
halogéneo numa determinada estrutura ativa. O efeito causado pela presenga deste tipo de atomos
nas estruturas dos complexos de Cu(ll) esta saliente quando os valores de IC,, obtidos sdo
comparados (Tabela 4.1), pois os complexos halogenados apresentam um efeito antiproliferativo 3 a
6 vezes mais eficiente que o complexo nio halogenado de Cu(ll), previamente estudado. A
justificacdo para o efeito causado pela presenca de atomos de halogéneo nestas estruturas ativas
pode residir nas carateristicas lipofilicas que este tipo de atomos podem atribuir aos complexos
metalicos, facilitando assim a permeabilidade da membrana celular e consequente interacio com o
alvo biologico.”’ Uma estratégia para validar esta justificacio seria a realizacio de estudos de
captacao celular, em que se poderia recorrer a técnica de espetroscopia de absor¢iao atémica como
modo de quantificar o complexo metalico que permeia para o interior das células. O tipo de
halogéneo também pode ser importante, visto que as estruturas cloradas apresentam, de uma forma
geral, um efeito antiproliferativo mais expressivo, tendo em conta que a gama de valores de 1C,
obtidos para os complexos clorados de Cu(ll) foi mais baixa que a dos complexos bromados de
Cu(I). A influéncia do numero de atomos de cloro na capacidade antiproliferativa das células
tumorais é evidenciada quando os resultados dos complexos 2.14 e 2.15 sio comparados. A presenca
de 4 cloros promoveu uma maior inibi¢ao da proliferacio celular comparativamente a presenca de 2
cloros (a excecdo da linha 1.§1034, como ja foi discutido no paragrafo anterior). Por outro lado,
comparando a influéncia do nimero de atomos de bromo pela analise dos resultados obtidos com
os complexos 1.46 e 2.16, o mesmo nao se verifica. Neste caso o complexo com 4 bromos
apresentou maior efeito antiproliferativo apenas nas linhas 1.§S1034 e HCC1806, comparativamente
ao complexo dibromado de Cu(Il). A avaliagao da proliferacao celular apés exposicao aos diversos
complexos metalicos permitiu também inferir que o seu efeito citotéxico nao foi dependente do tipo
de cancro, tendo em conta que a resposta inibitoria obtida pelas 4 linhas celulares em estudo foi
muito semelhante. De salientar que a linha celular do cancro do célon 1.§1034 foi a que apresentou
maior resisténcia a maioria dos complexos metalicos, contudo, como supracitado esse facto podera
ser inerente as caracteristicas da propria linha celular e ndo ao tipo de cancro.

De uma forma geral, verificou-se que em termos de atividade metabdlica, 2.15 apresentou-se
como sendo o complexo de Cu(ll) mais eficaz, na medida em que induziu um efeito
antiproliferativo mais evidente na maioria das linhas celulares. Assim, comparou-se o efeito
inibitério do complexo sintetizado com alguns dos atuais e convencionais farmacos usados em
quimioterapia para tratamento do cancro colorretal e do cancro da mama. Verificimos que o

complexo 2.15 induz uma maior inibi¢ao na proliferagao celular que o 5-FU e a cisplatina, nas linhas
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celulares WiDr e MCF-7, respetivamente. O mesmo nao se verificou quando comparado o ICy, do
2.15 ao da epirrubicina, na medida em que este farmaco apresenta um efeito antiproliferativo 2 vezes
superior, apés o mesmo tempo de incubag¢io em células MCF-7.

A determinagdo da atividade metabodlica constituiu, assim, a primeira analise dos complexos
sintetizados, no entanto, a atividade metabdlica ¢ insuficiente para avaliar a citotoxicidade do
composto, tendo em conta que a diminui¢ao da atividade metabdlica pode nao se traduzir em morte
celular. Para além disso, um certo composto pode ter um mecanismo de a¢ao que leva as células a
morte celular, mas também pode desencadear um efeito que leva as células a pararem
metabolicamente e isto pode estar diretamente relacionado com a paragem do ciclo celular. Deste
modo, os testes de viabilidade celular e ciclo celular complementam os testes de determinagdao da
proliferacao celular, definindo se o composto em estudo ¢ citotoxico ou citostatico, ou seja, se O
composto causa a morte celular ou proporciona apenas a paragem do metabolismo celular. Como
referido, 2.15 foi o que apresentou, de uma maneira geral, uma maior inibi¢do da proliferacao
celular. Por poupanga de recursos e limitagdo de tempo, apenas este composto foi sujeito a estudos
de viabilidade celular e analise do ciclo celular nas quatro linhas celulares em estudo.

Para as quatro linhas celulares verifica-se que o aumento da concentragdo do complexo
tetraclorado de Cu(II) 2.15 resulta na diminui¢ao da viabilidade celular.

A linha do cancro colorretal WiDr foi a que demonstrou maior resisténcia ao 2.15, visto que
apresenta menor diminui¢do da populagiao de células viaveis, com o aumento da concentragio do
composto. A incubagdo destas células com 2.15 demonstra um perfil necrético induzido por este
complexo metalico. A diminui¢do da viabilidade celular foi por isso acompanhada pelo aumento das
populacoes de células em apoptose tardia/necrose e necrose, mais evidente quando as células sao
expostas a 5 uM de 2.15. Por outro lado, nesta linha celular verificou-se que nao houve alteragao do
numero de células em apoptose, facto que é corroborado na analise do ciclo celular pela inexisténcia
de pico apoptoético apds o tratamento das células com 2.15 a diferentes concentragoes. Para além
disso, verificou-se que ndao ha paragem do ciclo celular visto que nio existem alteracbes com
significado estatistico nas restantes populagdes de células com o aumento da concentracao de 2.15.

Um comportamento diferente é observado na linha quimiorresistente 1.S1034. Nesta linha
celular, o perfil da condi¢dao controlo ¢ semelhante ao perfil resultante da incubag¢io com IC;; de
2.15. Existe uma diminui¢ao do nimero de células viaveis acompanhado de um ligeiro aumento da
populacio de células em apoptose inicial e em necrose. Contudo, um perfil apoptético é observado
na incubagdo das células L.S1034 com 5 uM de 2.15. A presenca de apoptose apos exposicao das
células 1.S1034 a maior concentragdo testada é confirmada pela existéncia do pico apoptético na
analise do ciclo celular que aumentou de forma significativa em relagdo ao controlo e ao IC,,. Em
suma, ¢ possivel afirmar que quando as células sdo tratadas com maiores concentragoes, estas

revelam um perfil apoptético como consequéncia da agao do composto. Além disso, a sensibilidade
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das células 1.S1034 ao complexo 2.15 constitui s6 por si um resultado muito promissor, dada a
resisténcia a farmacos destas células, tornando-o possivelmente um bom candidato para o
tratamento de tumotes com caracteristicas semelhantes as desta linha celular.

Na linha de cancro da mama MCF-7, os dados da viabilidade celular indicam que a incubagao
das células com concentragao de 2.15 correspondente ao 1C;, diminui a viabilidade celular e triplica a
populacio das células em apoptose inicial, em relagdo ao controlo. Este perfil ja ndo se verifica na
incubacdo com 5 uM de 2.15. Neste caso, verifica-se uma diminui¢do significativa da viabilidade
celular, contudo o tipo de morte predominante é a apoptose tardia/necrose (10 vezes supetior a do
controlo) e necrose (aproximadamente 2 vezes superior ao controlo). O aumento percentual de
células em apoptose tardia/necrose e apoptose inicial quando incubadas com esta concentracio é
evidenciada pela presenca do pico apoptotico, contudo nio se verificou um bloqueio do ciclo celular
em nenhuma das fases. Portanto, em conclusdo, pode dizer-se que nesta linha celular o composto
induz as células para a apoptose, porém, concentragdes mais elevadas do mesmo conduzem as
células igualmente para uma morte mais descontrolada por necrose. Tal como nas linhas celulares
supracitadas, afere-se que o complexo 2.15 nao induz alteragdes ao nivel do ciclo celular.

Na outra linha de cancro da mama, a HCC1800, verifica-se que a morte celular predominante
resultante da incubacdo com concentragdes intermédias é a apoptose. Porém, para concentragoes
mais elevadas de 2.15, a viabilidade celular diminui com consequente aumento da morte celular por
necrose, sendo que existe um perfil semelhante nas células MCF-7, para a mesma condi¢ao. Apesar
da necrose ser o tipo de morte predominante, observou-se uma elevada percentagem de células em
apoptose tardia/necrose e em apoptose inicial. O elevado numero de células em apoptose é
evidenciado pela existéncia do pico apoptoético na analise ao ciclo celular. Uma vez mais nio se
verificou paragem do ciclo celular. O composto acaba por desencadear uma resposta idéntica a
observada pelas células MCF-7, isto ¢, para o tratamento com a concentra¢ao correspondente ao
IC,,, a morte celular predominante é apoptose, porém para a incubacio com 5 pM de 2.15 ha o
desencadeamento de uma morte celular predominantemente necrdtica, apesar de existir morte
celular por apoptose de uma forma consideravel. A inexisténcia de diferengas consideraveis entre
estas duas linhas celulares do cancro da mama da uma conclusio preliminar que o composto é
estranho as diferencas existentes entre as duas linhas, ou seja, possivelmente nido estabelece
interacOes com os recetores existentes na linha celular MCF-7 e ausentes em HCC1806.

Como referido na introdugio, apoptose e necrose sao dois tipos de morte celular. Enquanto a
apoptose ¢ um tipo de morte celular programado extremamente regulado, a necrose resulta de
estimulos ou agentes nocivos que causam nas células uma lesio irreparavel, em que ocorre libertagao
do contetdo celular da célula, levando a uma reacio inflamatéria local.”™ E facil perceber que o
efeito ideal desencadeado nas células quando incubadas com um certo composto seja um estimulo

que proporcione, de forma controlada, a morte celular, ou seja, por outras palavras, que promova a
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apoptose, pois este tipo de morte celular normalmente nao induz inflamagao e é o tipo de morte
adequado para a renovagdo celular. O alvo classico dos complexos metalicos é o DNA. Como
referido no Capitulo 1, alguns complexos de Cu apresentam novos alvos, contudo o DNA é comum
e continua a ser o principal.* A formacio de adutos entre o centro metalico e 0 DNA é responsével
pelas alteragcbes e consequente perda de integridade do acido nucleico. Esta agdo constitui um
estimulo para a célula desencadear os mecanismos da apoptose.

A excecio da linha WiDr, as linhas 1.51034, MCF-7 ¢ HCC1806 apresentam pico apoptético
quando tratadas com 5 uM de 2.15, o que significa que ha presenga de corpos apoptdticos, que sao
produtos formados pelo processo de apoptose. Este fato poderia ser mais concretamente analisado
com recurso a microscopia com a avaliagio morfolégica pelo método May—Griinwald—Giemsa. Os
resultados obtidos para a linha WiDr nido sio conclusivos quanto ao efeito causado por 2.15, uma
vez que ndao se assiste a uma reducdo consideravel de células viaveis com o aumento da
concentragao de 2.15, e os graficos apresentam um comportamento de uma resposta necrotica face a
presenca do complexo metalico. Como ja foi referido, as concentragées do composto testadas nao
causam efeitos muito significativos, na viabilidade celular.

O perfil necrético nas linhas do cancro da mama MCF-7 e HCC1806 quando tratadas com 5
uM de 2.15 pode estar relacionado com o estimulo forte que é causado pelas moléculas, derivado a
concentra¢ao elevada. A concentracio que foi administrada é aproximadamente 8 vezes superior a0
IC,, para estas linhas. O mesmo mecanismo de a¢do pode dar origem a tipos de morte celular
diferentes, dependendo do nimero de interagcdes que forem estabelecidos entre o principio ativo e o
alvo, pelo que esta dependente da concentragdo de composto administrado. Um maior numero
destas interagOes tem maior probabilidade de causar uma lesdo muito mais grave, e deste modo,
desencadear o processo de morte celular por necrose.

Pode justificar-se a diferenca entre a resposta desencadeada pelas linhas do cancro da mama e
a resposta desencadeada pela linha 1.§1034 a presenca de 2.15, com base na quimiorresisténcia da
L.S1034. Na verdade, o valor de IC;, obtido nesta linha celular é cerca de 1.7 vezes superior aos
obtidos para as linhas MCF-7 e HCC1806 e a concentracao de 5 uM usada nos testes com 1.§1034 ¢
quase 5 vezes superior ao IC;, para esta linha, contrastando com o fato de ser quase 8 vezes superior
ao 1C, das linhas MCF-7 e HCC1806. Portanto, sio compreensiveis as diferencas existentes entre as
respostas das linhas do cancro da mama e a 1.5§1034 quando incubadas com 5 uM de 2.15, pois para
as linhas MCF-7 e HCC1806, significa a indu¢ao de danos mais agressivos e é compreensivel a
existéncia de um perfil essencialmente necrético. Com isto se quer dizer, que 2.15 podera atuar num
determinado alvo possibilitando uma regulacao dos mecanismos de apoptose, como no caso da linha
LS1034. Concentragdes mais elevadas de 2.15 poderdo promover a morte celular por necrose, como
no caso das MCF-7 e HCC1806.
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Tendo em conta a analise e a discussdo ja efetuadas ¢ provavel que o alvo biologico de 2.15
seja comum a todas as linhas celulares. Contudo os dados obtidos nio certificam que o alvo seja o
DNA, como sera expetavel dado que se trata de um complexo metalico, mesmo tendo em conta que
0s processos apoptoticos sdo ativados em todas as linhas celulares, com exce¢ao da WiDr.

O facto de nao existir bloqueio do ciclo celular poderia por em causa o facto de o alvo
biolégico do composto em estudo ser o DNA. Porém, sabe-se que as linhas WiDr e 1.81034
expressam a proteina P53 mutada e a linha HCC1806 nio expressa esta proteina. Como referido na
introdugao, a proteina P53 ¢é crucial na regulacdo do ciclo celular, pois reconhece o DNA quando
este ¢ lesado, parando o ciclo celular para a sua repara¢ao ou caso nao seja possivel sinaliza a célula
para entrar em apoptose. Uma mutagdo no gene que codifica a proteina P53 resulta em alteragdes
nesta proteina que torna impossivel a capacidade de parar o ciclo celular ou desencadear apoptose
quando o DNA ¢ lesado. Dadas as carateristicas das linhas em estudo, a indugao de danos no DNA
por parte de 2.15 ndo significam a paragem do ciclo celular. Como ha redu¢ao do numero de células
viaveis com o aumento da concentragao de 2.15 e como nio ha paragem do ciclo celular, é possivel
concluir que o complexo metalico ndo é citostatico e sim citotoxico. Dadas estas observagdes e a
capacidade de indugao de apoptose, a capacidade de 2.15 interatuar com o DNA nio estd excluida,
todavia, também nao ¢é excluida a intera¢do com outros alvos biolégicos. Porém, seria interessante,
no futuro, analisar a existéncia de danos no DNA que possam ser causados pela agio dos complexos
metalicos com a realizagdao de, por exemplo, ensaios cometa.”"”

A apoptose tem sido o tipo de morte predominante e referenciado por complexos de Cu, se
bem que os autores tém tido a preocupacio de realizar um estudo mais profundo sobre os
mecanismos de ativagdao causados pelos complexos de Cu, sendo que muitos confirmam a ativagao
da via intrinseca através da analise das caspases -3 e -9.% Além destes, no estudo da atividade
citotéxica dos complexos salen de Mn(11I) 1.40 e 1.41 foi confirmada a morte celular por apoptose
com confirmagao da atividade das caspases -3 e -7.% Tendo em conta os resultados obtidos, seria
interessante perceber a forma como a apoptose é ativada, pela analise das proteinas pré- e anti-
apoptoticas BAX e BCL-2 bem como a quantificagio das caspases -3 e -9, por imunocitoquimica,
Western Blot e citometria de fluxo.”” Seria importante estudar a interagio entre 2.15 ¢ o DNA
através de estudos de complexagao.

Pode afirmar-se que 2.15 traz vantagens sobre as atuais opgdes em quimioterapia, contudo
seria fundamental a avaliagdo da sua seletividade para células tumorais, avaliando a citotoxicidade
deste composto numa linha celular normal do célon e numa linha celular normal de mama isoladas
de individuos adultos, de forma a aproximar as carateristicas que teriam as células normais dos
individuos de quem foram isoladas as linhas tumorais deste trabalho.

Assim se conclui que o complexo salen tetraclorado de Cu(II) derivado do acido (+)-canférico

apresenta-se como uma alternativa promissora as atuais op¢oes quimioterapéuticas no tratamento de
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tumores que facilmente desenvolvam quimiorresisténcia, tendo em conta os resultados obtidos. Este
foi o complexo metalico que apresentou um efeito inibitério da proliferacdo celular mais expressivo
quando comparado com os restantes complexos que foram sujeitos a estudos 7z vitro, neste trabalho.
E, mais importante, esse efeito inibitério é mais acentuado quando comparado com alguns dos
farmacos usados no tratamento do cancro colotrretal e do cancro da mama. Demonstrou, também,
promover uma resposta apoptotica por parte de células de linhas celulares de cancro da mama MCF-
7 e HCC18006 para concentragoes correspondentes ao 1Cy, e mais elevadas, se bem que, neste dltimo
caso tenha também desencadeado uma resposta necrotica. O resultado mais notério foi a capacidade
de induzir apoptose de uma maneira acentuada em células quimiorresistentes de cancro colorretal,
para concentragoes elevadas e como tal, neste ambito, constitufa-se um caminho a tomar em futuros

trabalhos.
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Capitulo

Conclusﬁes

Este trabalho teve como objetivo a sintese de novos complexos metalicos com potencial
aplicacao no tratamento do cancro colorretal e do cancro da mama, no sentido de se apresentarem
como alternativas vidveis aos complexos de Pt e as restantes opg¢bes quimioterapéuticas
presentemente utilizadas nestes tipos de cancro. Os complexos de Cu tém demonstrado
potencialidades na area de quimica medicinal e, portanto, ao longo deste trabalho foram sintetizados
complexos de Cu(ll) do tipo salen e salan para avaliar a sua citotoxicidade em linhas celulares
tumorais do cancro colorretal e da mama. Neste sentido, foram sintetizados dois conjuntos de
ligandos derivados do acido (+)-canférico (2.2), um constituido pelos salens 2.6-2.10 ¢ o outro pelos
salans 2.11-2.13, contendo dois ou quatro atomos de cloro ou bromo. Foram subsequentemente
sintetizados os complexos de Cu(Il) destes ligandos 2.14-2.19 por reagao com Cu(OAc),.H,O.

Foi também sintetizado um conjunto de ligandos do tipo salen derivados do acido L-tartarico
(3.1). Um deles foi complexado com Cu(OAc),H,O para originar o complexo de Cu(ll)
correspondente (3.10).

Alguns dos complexos de cobre sintetizados foram submetidos a estudos 7 vitro. Estes
estudos constituem a determinagao da proliferacao celular, avaliagao da viabilidade celular e o estudo
do ciclo celular nas linhas celulares tumorais do cancro colorretal WiDr e L.S1034 e do cancro da
mama MCF-7 e HCC1806.

Os resultados dos estudos 7 vitro demonstraram que o complexo salen tetraclorado de Cu(II)
derivado do acido (+)-canférico apresenta-se, nesta fase embrionaria do desenvolvimento de uma
molécula ativa, como uma alternativa vidavel aos firmacos convencionais usados, atualmente no

tratamento de tumores que facilmente desenvolvam quimiorresisténcia, tendo em conta os
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resultados obtidos. Este foi o complexo metalico que apresentou uma atividade antiproliferativa
mais acentuada com valores de 1C;, de 0.63 pM a 1.09 pM nas quatro linhas celulares tumorais.
Estes valores sio de uma ordem de grandeza inferior aos de alguns farmacos usados no tratamento
destes tipos de cancro. Os resultados de viabilidade celular e ciclo celular confirmaram a capacidade
citotoxica deste composto que despoleta as células tumorais a morrerem por apoptose, mas cujo
mecanismo nao passa pelo bloqueio do ciclo celular. A apoptose ¢é bastante evidenciada quando as
células da linha quimiorresistente sao expostas ao farmaco para concentragdes maiores, € por isso é
que este composto ¢ apontado como promissor no combate a quimiorresisténcia.

Como referido, o composto ainda se encontra na fase inicial de testes biolégicos, e portanto a
descoberta do mecanismo de agdo e da seletividade para células tumorais constituem perspetivas

futuras de trabalho.
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Capitulo

1 _sxperimental

Este capitulo diz respeito as técnicas de identificagdao e caraterizagao utilizadas neste trabalho
(ponto de fusio, espetroscopia de ressonancia magnética nuclear 'H e °C, IV), fazendo referéncia
dos aparelhos utilizados nas mesmas, a purificagio e secagem de solventes, procedimentos
experimentais usados na sintese dos compostos descritos neste trabalho, aos materiais ¢ métodos
usados no estudos 7z vitro, carateristicas das linhas celulares utilizadas, a técnica de citometria de

fluxo e a todos os aparelhos utilizados na quantificagao celular.

6.1. Técnicas de Identificagdo e Caraterizagao
Espetros de ressonincia magnética nuclear
Os espectros de ressonancia magnética nuclear de 'H e "C foram realizados com um

espectrémetro Bruker Avance I1II 400 MHz, usando como padrao interno o TMS.

Pontos de fusao

Os pontos de fusao foram determinados num dispositivo FALC.
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Espetros de infravermelho
Os espetros de infravermelho foram efetuados no espetrofotémetro Thermo Scientific
Nicolet 6700 FT-IR. Foram utilizadas pastilhas de KBr.

Espetros de massa

Os espetros de massa de alta resolucdo foram registados no aparelho Finnigan MAT95 S.

Cromatografia

Nas cromatografias em coluna foi utilizada gel de silica (0.040-0.063 mm) fornecido por
Merck ou Fluka.

Foram utilizadas placas de gel de silica 60 F264, com suporte aluminio fornecidas pela Merck

para cromatografia de camada fina (TLLC) no seguimento e controlo da evolugao de reagoes.

Citometria de fluxo
O instrumento utilizado na citometria de fluxo para detegio das sondas fluorescentes

utilizadas neste trabalho foi o citdmetro FACSCalibur .

6.2. Purificagdao e Secagem de Solventes

Acetato de etilo

Foi refluxado na presenca de K,CO; durante 2h30.

Acetona

Foi utilizada diretamente de um recipiente fechado.

Cloroférmio e diclorometano

Foram refluxados na presenca de CaCl,.

DMF
Foi tratada durante 24h com o6xido de calcio previamente ativado a 500 °C. Depois de
decantar, adicionou-se NaOH e agitou-se durante lh. Posteriormente, o solvente foi decantado,

destilado e guardado sobre peneiros moleculares com tamanho 4 A.
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Etanol e metanol
Foram secos pelo método de Lund e Bjerrum, sendo refluxados e posteriormente destilados a

partir do correspondente alcoxido de magnésio.

Eter etilico, hexano e THF
Foram secos por refluxo, na presenga de sédio e benzofenona que funcionam como indicador
(cor azul significa auséncia de agua no solvente), sendo posteriormente destilados e guardados sobre

peneiros moleculares com tamanho 4 A.

6.3. Procedimentos experimentais
6.3.1. Sintese da Diamina Derivada do Acido (+)-Canférico

(IR, 35)-1,3-diamino-1,2,2-trimetilciclopentano

HoNY “'NH,
2.2

Num baldo de duas tubuladuras, com uma tapada e outra com uma coluna de condensagao,
adicionou-se 50 mmol de acido canférico a 100 ml. de cloroférmio e 30 ml. de 4cido sulfurico
concentrado. A reagao foi colocada a uma temperatura entre 60 e 65 °C com agitacio magnética.
Adicionou-se pouco a pouco 150 mmol de azida de sédio e apds a adigao deixou-se ocorrer a reagao
durante 18h. Ao fim deste tempo, a solucdo foi transferida para um erlenmeyer e adicionou-se
hidréxido de sédio até atingir pH 14. A medida que se adicionou hidréxido de sédio, adicionou-se
gelo, no sentido de impedir o aumento brusco de temperatura, resultante da neutralizagdo, que
provocasse evapora¢ao de cloroférmio. Apos ter atingido o pH 14, procedeu-se a extragdes com
porcoes de cloroférmio. A fase organica foi, posteriormente, lavada com agua. A fase organica foi

seca com sulfato de sodio anidro, filtrada e evaporada.

Obteve-se um oleo amarelado.

Rendimento:97 %

Caraterizacio:”
[o] 5" =+30(c7, etanol)
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Uma amostra analitica foi obtida por tratamento da diamina com HCIL. O produto resultante

foi recristalizado em metanol/éter. A caraterizacio esta de acordo com o anterior desctito.

Ponto de fusiao 240°C

RMN 'H (CDCly): 1.11 (s, 3H); 1.20 (s, 3H); 1.38 (s, 3H); 1.76-2.01 (m, 2H); 2.13-2.34 (m,
2H); 3.55 (t, 1H, J8..8 Hz)

RMN "C (CDCL,): 17.9, 21.3, 22.8, 25.7, 34.5, 46.1, 59.2, 64.3.

IV(em™): 3427, 3404, 3322, 3049, 3028, 2988, 2970, 2933, 2933, 2903, 2885, 2886, 2842, 2812,
1600, 1522.

6.3.2. Sintese da Diamina Derivada do Acido L-Tartarico
As varias etapas de sintese sao descritas a seguir

(R,R)-2,3- O-Isopropilideno-tartarato de etilo

o j/COZEt
O™ "co,Et

3.3

Adicionou-se 0.23 mmol (40 mg) de acido p-toluenossulfénico e 0.8 mol (133 mL) de
trietilortoformato a 0.4 mol (68.4 mL) de tartarato de etilo em 200 mL de acetona. Aqueceu-se a
solug¢ao a temperatura de refluxo até ao desaparecimento do reagente (24h). Decorrido o tempo,
evaporou-se a acetona, dissolveu-se o sélido obtido em cloroférmio e procedeu-se a extragdes com
hidrogenocarbonato de sédio. Adicionou-se a fase organica Na,SO, anidro, filtrou-se e evaporou-se

o solvente a pressao reduzida.

Obteve-se um 6leo acastanhado.

Rendimento: 93.5%

Caraterizacio:”

[a] > = -41.9 (¢5.25, CHCL).

RMN 'H (CDCLy): 1.33 (t, 6H, ] 7.1); 1.50 (s, 6H); 4.29 (q, 4H, ] 7.1); 4.78 (s, 2H).
RMN "C (CDCL,): 13.9, 26.2, 61.7, 77.0, 113.6, 169.5

IV(em™): 2988, 2942, 1757, 1358, 1375, 1260, 1210, 1165, 1111, 1026
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m/z: 247 [(M+H)", 0.5], 231 (100,0), 173 (44.4), 161 (7.6), 155 (7.3), 145 (7.1), 133 (8.0), 115
(19.1), 104(7.2) , 87 (21.3), 85 (16.9), 83 (25.2), 59 (48.5), 43 (91.0).

(5, S)-2,3- O-isopropilideno-1,4-di-hidroxibutano

o OH
><ojCOH

3.4

Preparou-se uma solugao de 0.13 mol (33.2 g) de 2,3-O-isopropilideno-tartarato de etilo em
250 mL de THF. Colocou-se a solu¢ao num banho de gelo e adicionou-se lentamente 0.28 mol de
hidreto de aluminio e litio (10.8g) e controlou-se a temperatura, sem ter deixado ultrapassar os 25 °C.
Deixou-se a solugdo atingir a temperatura ambiente, lentamente, sob agitacdo em atmosfera inerte
durante a noite. Foi adicionado acetato de etilo para destruir os hidretos em excesso. Em seguida
foram adicionados aproximadamente: 11 mL de H,O, 11 mL. de NaOH 15 % e novamente 33 mL
de H,O. Deixou-se agitar durante 1h-2h, filtrou-se e secou-se posteriormente com Na,SO, e, por

fim, evaporou-se o solvente.

Obteve-se um liquido amarelo palido.
Rendimento: 49 %

Caraterizagio:89
[oc]D22 = +3.9 (¢5, CHCL,) [+4.1 (c5,CHCL).

RMN 'H (CDCL): 1.42 (s, 6H); 3.70-3.74 (m, 6H); 4.95 (s, 2H).

RMN "C (CDCL,): 26.8, 62.1, 78.4, 109.2.

TV(em™): 3047, 2990, 2936, 2884, 1651, 1570, 1454, 1412, 1377, 1252, 1219.
m/z: 147 [M+H)", 29.2], 131 (25.6), 87 (7.5), 69 (18.1), 59 (100.0).

(5, S)-2,3- O-isopropilideno-1,4-ditosiloxibutano
><Of OTs
[e) 4,,//OTS
35

Num erlenmeyer, dissolveu-se 31.3 mmol (5.08 g) de diol em 60 mL de piridina seca e

arrefeceu-se a 0°C num banho de gelo. A esta temperatura adicionou-se lentamente 81.7 mmol
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(15.57 g) de cloreto de tosilo recristalizado mantendo a temperatura até a sua dissolu¢ao. Apos estar
dissolvido, a mistura foi colocada no congelador durante uma noite. Verteu-se para
aproximadamente 60 mlL de 4gua de forma a precipitar um sélido. Filtrou-se e recristalizou-se em

etanol.

Obteve-se um solido branco cristalino.

Rendimento: 50%

Caraterizagio:89
[oc]D22 =-12.0 (8.8, CHCl,) [-12.4 (8.8, CHCI,).

RMN 'H (CDCL): 1.30(s, 2H); 2.46 (s, 6H); 4.09 (m, 6H); 7.37 (d, 4H), J8.0); 7.78 (d, 4H,
J8.0).

RMN "C (CDCL,): 21.6, 26.7, 66.4, 75.0, 110.8, 127.9, 129.9, 132.4, 145.2.

IV(em™): 2980, 2930, 1597, 1597, 1380, 1360, 1190, 1175, 1098.

m/z: 471 [(M+H)", 0.2], 457 (7.5), 456 (13.6), 455 (57.2), 285 (7.4), 227 (36.1), 155 (77.9), 126
(8.1), 113 (18.2), 91 (100.0), 69 (24.5).

(S, S)-2,3- O-isopropilideno-1,4-diazidobutano

Oj/\ N,
><o «, N3

3.6

Dissolveu-se 14 mmol (4.41 g) de composto ditosilado em 80 mL. de DMF seca. Adicionou-se
56.3 mmol (3.66 g) de azida de sédio e aqueceu-se a 90°C, durante aproximadamente 18h, em
atmosfera inerte. Decorrido o tempo, arrefeceu-se e evaporou-se o DMF. Foi adicionado éter etilico
ao solido e lavou-se 3 vezes com 4gua. As fases organicas foram secas com Na,SO, anidro, filtradas
e evaporadas. O éleo obtido foi sujeito a uma filtracao por uma coluna de silica, usando hexano/éter

isopropilico/cloroférmio (4:1:1) como eluente.

Obteve-se um 6leo castanho claro.
Rendimento: 52%

Caraterizagéo:g9
RMN 'H (CDClLy): 1.47 (s, 6H), 3.34 (t, 2H, J6.2Hz) 3.50-3.57 (m, 2H), 4.05 (t, 2H, J10.0)
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(S, §)-2,3-O-isopropilideno-1,4-diaminobutano
SO
o, /NH2

3.7

Num reator de hidrogenacio dissolveu-se 7.04 mmol (1.49 g) de diazida em 40 ml. de etanol

seco e adicionou-se 450 mg de Pd/C a 5%. Colocou-se o reator num hidrogenador do tipo Parr, a
temperatura ambiente e sob uma pressio de hidrogénio de 1 atm durante uma noite. Filtrou-se a

mistura sob celite e evaporou-se o etanol.

Obteve-se um 6leo amarelo claro.

Rendimento: 87%

Cztraterizag&o:g9
RMN 'H (CDCly): 1.41 (s, 6H), 1.51 (s, 4H) 2.81-2.96 (m, 4H), 3.79 (t, 2H, J2.0).

6.3.3. Sintese de Salicilaldeidos

3,5-dicloro-2-hidroxibenzaldeido

OH
Cl CHO

Cl
24

Num baldo dissolveu-se 16.9 mmol de diclorofenol (2.750 g) em 16.9 mmol de
hexametilenotetramina (2.369 g) e 15 mL de TFA, em atmosfera inerte, com agitagio continua e a
uma temperatura de 130 °C durante cerca de 24h (reacio controlada por TLC). Posteriormente,
adicionou-se 10 mL de HCI 4M e agitou-se durante 10 minutos. Extraiu-se a mistura da reacao duas
vezes com 75 mL de diclorometano e juntaram-se as fases organicas para serem extraidas com duas
porc¢oes de 100 mL de HCI 4M, 100 mL de H,O e, por fim, com uma solugdo saturada de NaCl. As
fase organicas combinadas foram secas com Na,SO,, filtrou-se e evaporou-se. Por TLC comparativo

verificou-se a formag¢ao do composto com éxito.
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Obteve-se um solido amarelo.
Rendimento: 79.5%

Caraterizacao:
Ponto de fusao: 94-95 °C

RMN'H (CDCL): 7.49 (d, 1H, J2.4Hz); 7.61 (d, 1H, J2Hz); 9.55 (s, 1H); 11.37 (s, 1H).
IV(em™): 3448, 1606, 1444, 1410, 1385, 1323, 1209, 1173, 868, 758

6.3.4. Sintese de Salens

Procedimento geral para a sintese de salens:

Colocar num erlenmeyer 2.5 mmol de diamina e 5 mmol de saliciladeido com 10 mlL de
etanol. Colocar 30 minutos em ultrassons. Controlar a reacio por TLC usando misturas de

AcOEt/Hexano. Filtrar o produto de reagao. Colocar a secar na bomba de vazio.

(IR, 3S5)- N,N-bis[salicilideno]-1,3-diamino-1,2,2-trimetilciclopentano

55

2.6

Obtém-se um solido amarelo.
Rendimento: 60%.

Caraterizacio:
Ponto fusiao: 156 -157 °C

RMN'H (CDCL): 0.96 (S, 3H); 0.98 (s, 3H); 1.32 (s, 3H); 1.82-1.88 (m, 1H); 1.98-2.08 (m, 1H);
2.14-2.24 (m, 1H); 2.29-2.36 (m, 1H); 3.60 (t, 1H, J8.62 Hz); 6.89 (t, 2H, J7.40 Hz); 6.96 (d, 2H,
]8.20); 7.28-7.34 (m, 4H); 8.35 (s, 2H).

RMN PC (CDCL): 18.9, 20.7, 24.5, 28.1, 33.9, 48.3, 70.7, 76.31, 117.0, 117.1, 118.4, 118.6,
118.7,119.0, 131.2, 131.4, 132.1, 132.3, 161.2, 161.3, 161.4, 163.8

IV(em™): 1629, 1496, 1413, 1282, 1167, 1120, 1030, 988, 757.
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(IR, 3S5)-N,N-bis[5-cloro-salicilideno]-1,3-diamino-1,2,2-trimetilciclopentano

Cl

N= OH
N= OH

Cl
2.7

Obtém-se um solido amarelo.

Rendimento: 68%.

Caraterizacao:
Ponto de fusao: 176.0 — 177.0 °C

RMN 'H (CDCL): 1.31 (S, 3H); 1.83 (S, 3H); 1.89 (S, 3H); 1.83-1.97 (m, 1H); 1.98-2.07 (m,
1H); 2.16-2.23 (m, 1H); 2.25-2.34 (m, 1H); 3.60 (t, 1H, J8.60 Hz); 6.89-6.92 (d, 2H, J4.20 Hz); 7.24-
7.26 (d, 4H, J4.40 Hz); 8.27-8.28 (d, 2H, J2.4 Hz); 13.47 (s, 1H); 14.00 (s, 1H)

RMN “C (CDCL): 18.9, 21.0, 24.3, 28.2, 34.1, 48.5, 71.0, 118.6, 118.7, 119.5, 123.0, 123.2,
130.4, 130.6, 132.0, 132.1, 159.8, 160.1, 160.4, 162.8.

IV(em™): 3440, 2983, 2968, 1633, 1483, 1379, 1281, 1186, 1124, 1061, 827, 789

(IR, 3S)-N,N-bis[3,5-dicloro-salicilideno]-1,3-diamino-1,2,2-trimetilciclopentano

Cl

Cl

N=— OH

Cl
2.8
Obtém-se um sélido amarelo.

Rendimento: 47%.

Caraterizacao:
Ponto fusao: 101-102°C
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RMN'H (CDCL,): 0.97 (S, 3H); 1.00 (s, 3H); 1.34 (s, 3H); 1.86-1.92 (m, 1H); 1.93-2.08 (m, 1H);
2.20-2.27 (m, 1H); 2.30-2.37 (m, 1H); 3.66 (t, 1H, J8.4 Hz); 7.18 (dd, 2H, J6.2 Hz); 7.42 (d, 2H, J1.2
Hz); 8.25 (s, 2H); 14.4 (s, 1H); 14.90 (s, 1H).

RMN "C (CDCL): 18.9, 20.7, 24.4, 27.9, 33.8, 48.6, 70.9, 75.5, 119.2, 119.3, 122.1, 122.6,
123.0, 123.3,129.0, 129.2, 132.4, 157.0, 157.9, 160.3, 162.6

IV(ecm™): 3446, 2954, 2912, 1624, 1439, 1410, 1409, 1213, 1165, 1146, 872, 754, 706

HRMS (ESD): calculado para C,,H,,CI,N,O, [M+H]": 487.05136; encontrado para [M+H]":
487.05082

(IR, 35)-N,N-bis[5-bromo-salicilideno]-1,3-diamino-1,2,2-trimetilciclopentano

Br.

N= OH
N— OH

Br
2.9
Obtém-se um solido amarelo.

Rendimento: 86%

Caraterizacio:

RMN'H (CDCL,): 0.92 (s, 3H); 0.96 (s, 3H); 1.31 (s, 3H); 1.82-1.88 (m, 1H); 1.97-2.06 (m, 1H);
2.14-2.24 (m, 1H); 2.29-2.36 (m, 1H); 3.6 (t, 1H, 8.4 Hz); 6.806; (d, 2H, J8.8 Hz); 7.39 (t, 4H, J7.2
Hz); 8.26 (d, 2H, J5.2 Hz); 13.49 (s, 1H); 14.03 (s, 1H).

RMN “C (CDCL): 18.91, 20.95, 24.24, 28.17, 34.09, 48.52, 71.04, 76.41, 109.85, 110.03,
119.08, 120.10, 120.33, 133.40, 133.59, 134.84, 134.96, 160.28, 160.31, 160.56, 162.67

IV(em™): 3448, 2966, 2877, 1630, 1570, 1481, 1377, 1281, 1076, 964, 825, 787

HRMS (ESI): calculado para C,,H,,Br,N,O, [M+H]": 507.02827; encontrado para [M+H]":
507.02773
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(IR, 3S5)-N,N-bis|3,5-dibromo-salicilideno]-1,3-diamino-1,2,2-trimetilciclopentano

Br
Br
N=— OH
N= OH
Br

Br
2.10
Obtém-se um solido amarelo.

Rendimento: 67%.

Caraterizacio:
Ponto fusao: 239-240°C

RMN 'H (CDCL): 0.97 (s, 3H); 1.00(s, 3FH); 1.35 (s, 3H); 1.86-2.08 (m, 1H); 2.18-2.38 (m, 3H);
3.66 (t, 1H, J4.2Hz); 7.37 (dd, 2H, J6.8Hz); 7.71 (d, 2H, J1 Hz); 8.22 (d, 2H, J0.4 Hz); 14.70 (s, 1H);
15.15 (s, 1H)

RMN “C (CDCL): 18.9, 20.7, 24.3, 27.9, 33.8, 48.6, 70.8, 75.3, 108.8, 109.3, 112.6, 113.1,
119.6,119.7, 132.8, 133.0, 137.8, 137.9, 158.6, 159.6, 160.2, 162.5

IV(cm™): 3448, 2983, 2883, 1631, 1496, 1433,1385, 1213, 1153, 1095, 1051, 845, 766

(28, 35)-N,N™-bis[salicilideno]-2,3- O-isopropilideno-1,4-diaminobutano

O><O
N _\\“\_& N
2 A\

OH HO

3.8
Obtém-se um sélido amarelo.

Rendimento: 9%

Caraterizacao:
RMN'H (CDCly): 1.38 (s, 1H); 3.87 (t, 4H, J14.4Hz); 4.22 (d, 2H, J10.8Hz); 6.88 (t, 2H,
J7.4Hz); 6.96 (t, 2H, J4.2 Hz); 7.25 (d, 2H, J4.4Hz); 7.31 (t, 2H, J7.6Hz); 8.38 (s, 2H); 13.08 (s, 2H)
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IV(em™): 3448, 2966, 1630, 1448, 1385, 1290, 1169, 1115, 1070, 866, 741, 688

(28, 35)-N,Nbis[3,5-dicloro-salicilideno]-2,3- O-isopropilideno -1,4-diaminobutano

O><O
N
4 X
OH HO

Cl Cl Cl Cl
3.9
Obtém-se um sélido amarelo.
Rendimento: 83%

Caraterizacio:
Ponto de fusao: 170-172 °C

RMN'H (CDCL): 1.37 (s, 6H); 3.89 (s, 4FH); 4.21 (s, 2H); 7.16-7.40 (m, 4H); 8.31 (s, 2H); 13.90
(s, 2H)
IV(em™): 3448, 2962, 2924, 1610, 1527, 1458, 1385, 1321, 1178, 825, 710, 656

6.3.5. Sintese de Salans
Procedimento geral para a sintese de salans:

Dissolveu-se num baldo de 50 mL 2 mmol de salen, em 10 mL de cloroférmio e 10 mL de
metanol, com agita¢ao a temperatura ambiente, durante 10 minutos. Decorrido o tempo adicionou-
se, lentamente, 20 mmol de boro-hidreto de sédio (757 mg) a solu¢ao num banho de gelo.
Controlou-se a reacao por TLC. Adicionou-se cloreto de amoénia saturado a solugao. Adicionou-se
agua e diclorometano e extraiu-se 3 vezes com diclorometano.

As fases organicas foi adicionado Na,SO,, filtrou-se e evaporou-se.
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(IR, 35)-N,N*bis[1-(2-hidroxifenil)metil]-1,3-diamino-1,2,2-trimetilciclopentano

OH

Iz

HN
OH

211

Obteve-se um 6leo beje que ao ser adicionado éter etilico, evaporado e secado em bomba de

vacuo, obteve-se um sélido branco.

Rendimento: 71%

Caraterizacao:
Ponto de fusao: 83.0-84.0 °C

RMN'H (CDCL,): 0.94 (s, 3H); 1.02 (s, 3H); 1.18 (s, 3H); 1.42-1.52 (m, 1H); 1.71-1.78 (m, 1H);
1.88-1.96 (m, 1H); 2.15-2.25 (m, 1H); 2.99 (t, 1H, J8.6); 3.86-4.11 (m, 4H); 6.76-6.84 (m, 4H); 6.99
(d, 2H, J7.2); 7.15 (q, 2H, J7.06).

RMN "C (CDCLy): 16.9, 21.5, 21.7, 27.3, 34.3, 46.6, 46.7, 51.7, 64.0, 64.9, 116.5, 116.6, 119.1,
122.7,123.3,128.1, 128.3, 128.9, 128.9, 158.3

HRMS (ESI): calculado para C,,H;N,O, [M+H]": 355.23854; encontrado para [M+H]":
355.23800

(IR, 35)-N,N™-bis[1-(5-cloro-2-hidroxifenil)metil]-1,3-diamino-1,2,2-trimetilciclopentano

Cl

OH

Iz

HN
OH

Cl
212

Obteve-se um soélido beje, ap6s recristalizagao em diclorometano.
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Rendimento: 98%

Caraterizacao:

RMN 'H (CDCLy): 0.94 (s, 3H); 1.01 (s, 3H); 1.17 (s, 3H); 1.44-1.50 (m, 2H); 1.72-1.78 (m,
2H); 1.86-1.94 (m, 1H); 2.96 (t, 1H, J8.8Hz); 3.82-4.09 (m, 4H); 6.73-6.77 (m, 2H); 6.97 (d, 2H, |
1.2Hz); 7.10-7.14 (m, 2H)

IV(em™): 3437, 2962, 2924, 1587, 1475, 1385, 1269, 1190, 1128, 1045, 820, 638

(IR, 35)-N,N-bis[1-(5-bromo-2-hidroxifenil)metil]-1,3-diamino-1,2,2-trimetilciclopentano

Br.

OH

Iz

HN
OH

Br
2.13

Necessidade de recristalizacao em diclorometano.

Obteve-se um soélido beje, ap6s recristalizagao em diclorometano.
Rendimento: 64%

Caraterizacio:
Ponto de fusao: 174-175 °C

RMN'H (CDCL,): 0.94 (s, 3H); 1.00 (s, 3H); 1.17 (s, 3H); 1.42-1.51 (m, 1H); 1.71-1.78 (m, 1H);
1.87-1.95 (m, 1H); 2.14-2.24 (m, 1H); 2.95 (t, 1H, J8.8); 3.82-4.11 (m, 4H); 6.71 (q, 2H, J4); 7.23 (d,
2H, J2)

IV(ecm™):3446, 2981, 2875, 1620, 1537, 1450, 1385, 1325, 845, 754, 737

HRMS (ESI): calculado para C,,H,Br,N,O, [M+H]": 511.05956; encontrado para [M+H]":
511.05903
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6.3.6. Sintese de Complexos de Cu(II)
Procedimento geral para a sintese de complexos de Cu(II):

A 0.5 mmol de ligando salen ou salan foram adicionados 0.6 mmol de Cu(OAc)2.H,O (99.8
mg) e colocados num baldo com 20 ml. de metanol em refluxo durante 2-3h (reac¢do controlada por
TLC) com coluna de condensagdao e com agitagaio magnética. Evaporou-se o solvente e lavou-se
com diclorometano, e filtrou-se sob celite, de modo a separar o metal ndo dissolvido do complexo.
Evaporou-se o diclorometano e secou-se o precipitado numa bomba de vazio.

A purificacao de 2.16 e 3.11 constituem exce¢oes, dado que o solido obtido precipitou em

metanol. Neste caso, filtrou-se o sélido obtido.

[(IR, 35)-N, N-bis[5-cloro-salicilideno]-1,3-diamino-1,2,2-trimetilciclopentano] Cu(II)
Cl

Cl
2.14
Obteve-se um solido castanho.
Rendimento: 95%

Caraterizacio:
Ponto de fusao: > 300 °C

IV(em™): 1637, 3076, 2983, 2900, 1452, 1385, 1288, 1180, 1093, 1043, 887, 850, 733, 704
HRMS (ESD): calculado para C,,H,,CL,CuN,O, [M+H]":480.04325; encontrado para [M+H]":
480.04271
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[(IR, 3S5)-N,N™-bis[3,5-dicloro-salicilideno]-1,3-diamino-1,2,2-trimetilciclopentano] Cu(II)

Cl

2.15
Obteve-se um solido castanho.

Rendimento: 58%

Caraterizacao:
Ponto de fusao: > 300 °C

IV(em™): 1666, 1427, 1385, 1279, 1209, 1173, 742, 735, 703
HRMS (ESI): calculado para C,,H,,CL,CuN,O, [M+H]": 547.96531; encontrado para [M+H]":
547.96477

[(IR, 35)-N,N™-bis[3,5-dibromo-salicilideno]-1,3-diamino-1,2,2-trimetilciclopentano] Cu(II)

Br

Br

Br

2.16
Obteve-se um solido castanho.

Rendimento: 87%

Caraterizacao:
Ponto de fusao: > 300 °C

TV(em™): 2968, 1631, 1456, 1385, 1182, 868, 742
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HRMS (ESI): calculado para C,,H,,Br,CulN,O, [M+H]": 723.76324; encontrado para [M+H]":
723.76271

[(IR, 3S5)-N, N-bis[1-(2-hidroxifenil)metil]-1,3-diamino-1,2,2-trimetilciclopentano] Cu(II)

':leu/
H O

s

2.17
Obteve-se um soélido verde escuro.
Rendimento: 84 %
Caraterizacio:
Ponto de fusao: > 300 °C
[(IR, 3S)-N, N*-bis[1-(5-cloro-2-hidroxifenil)metil]-1,3-diamino-1,2,2-
trimetilciclopentano] Cu(II)
Cl
HN/\NZU/O
H Ne)
Cl
2.18

Obteve-se um solido verde escuro

Rendimento: 90%

Caraterizacao:
Ponto de fusao: > 300 °C
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[(IR, 3S)-N,N*bis[1-(5-bromo-2-hidroxifenil)metil]-1,3-diamino-1,2,2-

trimetilciclopentano] Cu(II)

Br
2.19
Obteve-se um soélido verde escuro

Rendimento: 53%

Caraterizacio:
Ponto de fusao: > 300 °C

IV(em™): 2964, 1614, 1583, 1483, 1381, 1273, 1257, 1101, 997, 881, 823, 768

[(2S, 35)-N,N™bis[salicilideno]-2,3- O-isopropilideno -1,4-diaminobutano] Cu(II)

N_\\\,\_&N
74 \C N
/ u\

0] o

3.10
Obteve-se um solido castanho

Rendimento: 91%

Caraterizacio:
Ponto de fusao: > 300 °C

IV(em™): 1610, 1577, 1477, 1385, 1273, 1257, 1101, 817, 625, 545, 457
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6.4. Estudos in vitro

Os estudos zz vitro sio a primeira abordagem nos ensaios pré-clinicos na avaliacio do efeito
terapéutico de uma nova molécula ativa e fornecem as informagdes necessarias para a continuidade
do processo experimental. Os estudos 7z vitro foram realizados em células que crescem em
monocamada aderente ¢ em ambiente controlado.

De maneira a avaliar os efeitos dos complexos de Cu(Il) sintetizados neste trabalho,
utilizaram-se duas linhas celulares humanas de cancro do célon, uma do célon esquerdo, a WiDrx, e
uma do cego, denominada 1.51034 e duas linhas celulares humanas do cancro da mama, MCF-7 e
HCC1806.

6.4.1. Culturas Celulares

No cultivo e na propagacio de células dispersas das diferentes linhas celulares, foram sempre
estabelecidas as condigbes rigorosas de assepsia e esterilidade necessarias. Nos estudos 2 vitro
realizados, todas as linhas celulares foram adquiridas e certificadas pela American Type Culture
Collection (ATCC).

A linha celular 1.51034 foi isolada do cego de um doente com cancro do célon, que se
encontrava no estadio III. E uma linha celular quimiorresistente e cujas células possuem mutagoes
em diferentes genes, nomeadamente o que codifica a proteina P53 e o gene que codifica a proteina
APC.” A linha celular WiDr também expressa a P53 mutada, mas com uma mutacio diferente da
P53 presente na linha 1.51034. Para além disto, a semelhan¢a da linha 1.§1034, a WiDr possui
mutagio no gene APC." As linhas celulares MCF-7 ¢ HCC1806 foram isoladas da glindula mamaria
de doentes diferentes, sendo a HCC1806 isolada a partir de uma doente com cancro da mama no
estadio II (TNM). A linha celular MCF-7 carateriza-se por ser HER-2 positiva e por expressar varios
LGFBP (insulin growth fator binding protein).” A linha celular HCC1806, ao contrario da MCF-7, ¢
HER-2 negativa e nao expressa P53 mutada.”

As linhas celulares utilizadas foram propagadas em cultura aderente e de acordo com as
instrucoes do seu fornecedor, mantidas a 37°C em atmosfera humificada com 95% de ar e 5% de
CO, em incubadora Binder.

L.S1034 e HCC1806 foram propagadas em meio de cultura Roswell Park Memorial Institute
Medium, RPMI-1640 (Sigma, R4130), e as linhas celulares MCF-7 e WiDr foram propagadas em
meio de cultura Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium, DMEM (Sigma, D5648). Ambos os meios foram
suplementados com 5% de soro bovino fetal (FBS, do inglés Fetal Bovine Serum, Sigma, F7524), 1%
de antibiético (Sigma, A5955), 1 mM de piruvato de sédio (Gibco, 11360) para o RPMI e 0,25 mM
para o DMEM.
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As linhas celulares crescem formando uma monocamada aderente ao suporte soélido. Estas
células necessitam, para a realizacdo de estudos 7z vitro, de ser transferidas para outros suportes
solidos, tendo-se para tal recorrido a métodos enzimaticos, de modo a preparar suspensoes celulares.
Assim, inicialmente procedeu-se a lavagem das culturas celulares com uma solugao salina de tampao
tosfato (PBS, do inglés Phosphate Buffer Saline, constituido por 137 mM de NaCl (Sigma, S7653), 2,7
mM de KCI (Sigma, P9333), 10 mM de NaH,PO, (Sigma, S5011) e 1,8 mM de KH,PO, (Sigma,
P0662) [pH 7,4]), e incubaram-se a 37°C com 2 ml. de uma solucdo de tripsina-EDTA a 0,25%
(Sigma, T4049) ou TrypLE Express™ (Gibco, 12605-028) durante o tempo necessatio para que as
células se soltassem do frasco, tendo sido este tempo otimizado para cada linha celular. De seguida,
adicionaram-se pelo menos 4 ml de meio de cultura a fim de inativar a solucdo enzimatica,
homogeneizou-se a suspensao celular e procedeu-se a determina¢ao da concentragdao de células.

Para tal diluiu-se um volume conhecido de suspensio celular em igual volume de azul tripano
e procedeu-se a contagem num microscopio invertido (Motic, AE31) com ampliagdo de 10 vezes,
utilizando um hemocitémetro. O método do azul tripano permite fazer uma contagem de células
numa suspensao celular. Esta técnica é simples e ndo dispendiosa, fornecendo informagao fiavel do
nimero total de células da suspensio celular.”'"

Por dltimo, adicionou-se meio de cultura a suspensio celular de forma a obter a concentragio

celular pretendida, de acordo com o estudo a realizar.

6.4.2. Estudos de Citotoxicidade

Neste trabalho, os estudos 7 witro realizados tiveram como propésito a avaliagio do efeito
citotoxico causado pelos complexos de Cu(Il) nas linhas celulares utilizadas.

Desta forma, a primeira abordagem consistiu na determinagao da proliferacdo celular na
tentativa de entender qual o composto que teve um efeito mais evidente na inibi¢ao da proliferacao
celular nas linhas celulares tumorais. Neste ambito, a gama de concentragoes para todos os
complexos de Cu(Il) usada na incubagao das culturas celulares foi entre 0.5 ¢ 5 pM. As solugdes de
complexos de Cu(ll) foram preparadas com concentra¢ao adequada de modo a que a sua adigao
apenas alterasse no maximo em 1% o volume do meio de cultura dos compartimentos celulares.
Foram utilizados dois controlos: um em que niao houve administragdo de qualquer composto e
outro em que foi administrado o solvente dos complexos metalicos no volume correspondente a 1%
do volume do meio de cultura do compartimento celular. O solvente utilizado foi o dimetilsulféxido
(DMSO, Sigma, D4540). O DMSO utilizado como solvente foi previamente esterilizado com
recurso a filtragao, utilizando filtros de acetato celulose de 0,22 um (Syringe Filter; Frilabo,
1520012).
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Posteriormente, o complexo metalico que induziu maior inibi¢ao da proliferacao celular foi
sujeito a estudos de viabilidade celular e analise do ciclo celular nas quatro linhas celulares tumorais,
de forma a avaliar se o seu efeito citostatico se traduzia também num efeito citotoxico e analisar a
sua seletividade. Assim, as quatro linhas celulares tumorais foram incubadas com a concentragio

correspondente ao seu IC;; previamente obtido, e com uma concentraciao superior ao 1C, (5 pM).
6.4.2.1. Determinagdo da Proliferacao Celular

Como ja foi referido, a determinagdo da proliferacio celular foi estudada por colorimetria,
através do ensaio MTT. O tempo de incubacio foi de 48h para cada uma das concentragdes e, apds
esta, foi avaliada a atividade metabdlica, por colorimetria, de forma a construir uma curva dose-
resposta.

O MTT (Figura 6.1) é um sal de tetrazonio solivel em agua de cor amarela e é muito utilizado
na avaliacao de viabilidade e fun¢ao mitocondrial em culturas celulares. Os sais de tetrazonio usados
na biologia celular e bioquimica sao derivados aromaticos de 1,2,3,4-tetrazélio com substituintes nas
posicoes 2,3 e 5.1

Basicamente, os sais de tetrazénio detetam a atividade da enzima desidrogenase.102 As enzimas
desidrogenases tém a capacidade de protonar o anel tetrazélico do MTT e formar cristais de formazan
de cor azul-escura (Figura 6.1). Estes cristais podem ser solubilizados e quantificados por meios
espetrofotométricos. Posto isto, a quantidade de cristais obtidos é diretamente proporcional a
quantidade de células viaveis, pois apresentam metabolismo mitocondrial, sendo esta uma medida da

atividade metabdlica.'”

Succinate Fumarate @—(N\T

Formazan (blue)

Cytochrome h

Figura 6.1. Reducio de MTT pela sucinato desidrogenase. Representacio do complexo II em que o anel
tetrazolio do MTT ¢ reduzido e clivado com formacio de formazgan.2dapado de 101
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Nestes estudos, foi necessitia uma suspensio celular com 50 mil células/mL em meio de
cultura para as linhas WiDr , MCF-7 ¢ HCC1806 e uma suspensio com 70 mil células/mL para a
linha celular I.S1034. Esta suspensio foi distribuida por placas de 48 pocos, de forma a obter um
volume final de 500 pL. por poco. Apds 24h, as células foram incubadas com diferentes
concentragoes de complexo metalico (0.5 a 5 pM).

Passadas as 48h de incubagdo das células sob efeito do complexo metalico, descartou-se o
meio de cultura e procedeu-se a uma lavagem com PBS. Adicionaram-se 200 pL. por poco de uma
solucio de MTT (0,5 mg/mlL; Sigma, M2128) em PBS, pH 7,4. Depois da incubacio no escuro
durante pelo menos 2h, a 37°C, procedeu-se a dissolugdao dos cristais de formazano, com agitacao
das placas, depois da adicio de 200 uL. por poco de uma solugiao 0,04 M de acido cloridrico em
isopropanol. Depois da solubilizaciao dos cristais, o conteido de cada pogo foi transferido para uma
placa de 96 pocos (Sarstedt, Alemanha), e esta foi usada na medi¢do da absorvancia num
espetrofotometro, usando o comprimento de onda de 570 nm e um comprimento de onda de
referéncia de 620 nm."”

Os resultados foram expressos em percentagem de inibicdo da atividade metabdlica das células
tratadas com solucio de complexo metalico em relagdo as células tratadas com solvente,

normalizadas para 100%, utilizando a equagao 1.

(Células tratadas com solugiol{Abs 570 nm — Abs 620nm)
(Células tratadas com DMS0)(Abs 570 nm — Abs 620nm) *

U otividode metabdlica = 100

(eq- 1)
Equagido 1. Determinacdo da percentagem da atividade metabdlica das células tratadas em relagio as células

controlo.

O programa Origin Pro 8.5 foi utilizado no processamento dos dados obtidos, tendo sido

possivel o estabelecimento de curvas de dose-resposta e a determina¢ao dos respetivos valores de
IC,,.

6.4.2.2. Avaliagao da Viabilidade Celular

A citometria de fluxo foi a técnica utilizada no estudo do efeito do complexo metalico que
apresentou maior inibi¢ao da proliferacao celular, nos processos de morte celular.

Esta ¢ uma técnica que permite contar, examinar e classificar particulas microscopicas
suspensas num liquido em fluxo, possibilitando a analise de varios parametros, em simultaneo. O
citometro de fluxo (Figura 6.2) é o instrumento utilizado nesta técnica e possibilita a analise das
caracteristicas fisicas e/ou quimicas de uma simples célula. E constituido por uma fonte de luz
(lampada de mercario ou laser), uma camara de fluxo, monocromadores, fotodiodos ou
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fotomultiplicadores para a detegdo sensivel dos sinais de interesse e uma unidade de processamento

dos dados recolhidos.'”

Filtros Dicraticos /’
:f': ¢
Fluxo Células T :
v -:':_E Tubaos
Fotomultiplicadores
_ A s
H - 4
i | o Z Laser

P

Figura 6.2. Esquema da constitui¢io interna de um citémetro de fluxo.Adaptado de 103

Um feixe de luz de comprimento de onda bem definido é direcionado para um meio liquido
em fluxo. Os detetores sio apontados em linha ou perpendicularmente ao feixe de luz no qual o
fluxo atravessa e sao designados de FSC (forward scatter) e SSC (side scatter), respetivamente. Quando o
meio liquido atravessa a radiacdo emitida, cada particula suspensa dispersa a luz de uma determinada
forma, e cada uma contém corantes quimicos fluorescentes que sao excitados emitindo radiagao de
menor frequéncia que a da radiagdao emitida pela fonte. A partir da analise de flutuacées de brilho de
cada detetor (uma para cada pico de emissdao fluorescente) é possivel obter informagdes sobre a
estrutura fisica e quimica de cada particula.103

O instrumento utilizado na citometria de fluxo foi o citbmetro FACSCalibur. Foram
necessarias cerca de 1x10° células, por ensaio, em todas as marcagoes. O numero de eventos obtidos
através do programa CellQuest™, correspondente ao numero de células, foi de 1x10* para o estudo
da viabilidade e tipos de morte celular e 2,5x10* para o estudo do ciclo celular. A anilise e
quantificagdo da informacao foi realizada, usando um soffware especifico que processa em
computador dedicado (Paint-a-Gate 3.02, Machintosh Software).

As sondas fluorescentes utilizadas na citometria de fluxo para a analise da viabilidade celular,
foram anexina V (AnV) acoplada ao fluorocromo isotiocianato de fluoresceina (FITC) e iodeto de
propideo (IP). A AnV é uma proteina anticoagulante que se liga com elevada afinidade a fosfolipidos
aniénicos, tais como a fosfatidilserina. O IP é um corante com a capacidade de se intercalar no
DNA e RNA celulares.'”

A necrose e a apoptose distinguem-se com base nas diferencas morfolégicas, bioquimicas e
alteragdes moleculares que ocorrem nas células durante cada processo.'” Em células vidveis, a

fosfatidilserina encontra-se no folheto interno da bicamada lipidica. Durante a apoptose, a
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fosfatidilserina move-se para o folheto externo, podendo ser identificada através da incubacao das
células com AnV-FITC. Este evento ocorre quando a membrana celular ainda esta intata, sendo
caractetfstico de apoptose.'”™'" Por outro lado, o IP nido consegue atravessar a bicamada lipidica,
sendo apenas possivel intercalar o DNA (ou o RNA) quando a integridade da membrana celular se
encontra comprometida ao ponto de possibilitar a passagem do IP, o que se verifica quando as
células se encontram em apoptose tardia ou necrose.'”’

Assim, através deste modelo da dupla marcagdo é possivel agrupar e classificar a populagio
celular em quatro grupos distintos: grupo I, em que temos as células viaveis (negativa para ambas as
marcagoes); grupo 11, composto por células em apoptose inicial (apresentam marcagao positiva para
AnV-FITC, mas negativa para a marcagao com IP); grupo III, do qual fazem parte as células em
apoptose tardia/necrose (apresentam-se positivas para ambas as marcacoes); e, por ultimo, o grupo
IV, que engloba todas as células em necrose (apresentam marcagao negativa para AnV-FITC e
positiva para IP).

Na dupla marcagao das células, estas foram centrifugadas (1300G, durante 5 minutos) e o
sobrenadante foi descartado. O sedimento foi ressuspenso em PBS e lavado por centrifugagao nas
mesmas condi¢oes ja referidas. Depois, o sedimento foi ressuspenso em 100 pL. de tampio de
ligagao frio (constituido por 0,01 M de Hepes [Sigma, H7523], 0,14 M de NaCl [Sigma, S7653] e
0,25 mM de CaCl, [Sigma, C4901]), 2,5 uL. de AnV-FITC (Immunostep, ANXVF) e 1 uL de IP (kit
Immunostep) e incubado durante 15 minutos no escuro, a temperatura ambiente. Por fim,
adicionaram-se 400 uL. de tampao de ligacio frio. A detegao foi realizada com os comprimentos de
onda de excitagao de 525 nm para AnV-FITC e 488 nm para o IP. Os resultados foram
apresentados em percentagem de células identificadas em cada uma das subpopulagoes e baseiam-se

no resultado da marcacio para AnV-FITC/IP, isto ¢, se foram positivas ou negativas.
6.4.2.3. Avaliagao do Ciclo celular

A avaliagao do ciclo celular foi realizada, recorrendo a técnica de citometria de fluxo. O ciclo
celular diz respeito a sequéncia de eventos através dos quais existe duplicacio do material genético
de uma célula e consequente divisio da mesma em duas células-filhas. O ciclo celular é constituido
por 4 fases que sumarizam a sequéncia de eventos: a fase G1 (gap-1) que precede a fase S, na qual
existe replicagio do conteido genético; posteriormente, segue-se a fase G2 (gap-2) que precede a
fase M (mitose) que consiste na distribui¢do equitativa dos cromossomas duplicados pelas células-
ﬁlhas.l()&l()g

De forma a avaliar o ciclo celular, utilizou-se um procedimento que necessita do uso de uma
solu¢ao de iodeto de propideo (IP) e RNase. A fungdo da enzima consiste em catalisar a degradagao

do RNA, o que possibilita especificidade do IP para o DNA. As anélises do ciclo celular por
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citometria de fluxo sdo representadas em histogramas de intensidade de fluorescéncia. De acordo
com as 4 fases do ciclo celular, referidas acima, é possivel agrupar as células em trés tipos de
populacdes, de acordo com o conteudo genético de cada uma: o grupo de células que esta em fase S,
em que o DNA se encontra em replicagao; as fases G0 e G1 correpondente ao conteido genético
antes da replicacao; e as fases G2 e M que contém o dobro do conteido genético das fases GO e
Gl.lm

Quanto ao procedimento para analise do ciclo celular, as células foram centrifugadas (1300
G, durante 5 minutos) e, depois, descartou-se o sobrenadante. De seguida, adicionaram-se 200 uL
de etanol a 70% aos diferentes tubos em agitacio no voértex e incubaram-se durante 30 minutos no
escuro, a 4°C. Lavaram-se as células com 2 mL de PBS, tendo sido, de seguida, centrifugadas (1300
G, durante 5 minutos) e o sobrenadante foi decantado. Depois, adicionaram-se 200 ul. de solugdo
IP/RNase (Immunostep, PI/Rnase) e incubaram-se durante 15 minutos no escuro, a temperatura

ambiente. A detegdo foi feita utilizando o comprimento de onda de excitagao de 488 nm.

6.4.3. Analise Estatistica

Os valores experimentais obtidos da proliferacao celular segundo o método de MTT, foram

ajustados a um modelo sigmoidal de dose-resposta utilizando o software OriginlLab v. 8.5:

100

Proliferagao celular (%) = T3 107005

(eq2)
onde x0 corresponde ao valor que inibe a proliferagao a 50% (IC50). A analise estatistica foi
realizada utilizando o soffware IBM® SPSS® Statistics, versio 20.0 (IBM Corporation, Armonk, New
York, EUA). A analise descritiva das variaveis quantitativas em estudo foi realizada através do
calculo de estimadores de tendéncia central, de dispersao e de localiza¢ao.
Na anidlise inferencial, a normalidade de distribuicao das variaveis quantitativas foi avaliada
segundo o teste de Shapiro-Wilk.
A comparacao de viabilidade celular e ciclo celular entre as condi¢des de incubag¢io com o
complexo de Cu(Il) 2.15 para cada concentragao e entre as linhas celulares (para cada condigao) foi
efetuada segundo o teste Analysis of ariance (ANOVA) de um fator (no caso de distribui¢ao normal

e homogeneidade de variancias) ou segundo o teste Kruskal-Wallis (caso contrario).
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