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Resumo

Os cancros colorretal e da mama sdao muito frequentes e uma das principais causas de
mortalidade. Atualmente, para além dos fdrmacos usados nos tratamentos de quimioterapia destes
cancros, como o 5-FU, o irinotecano, etc, sdo também usados trés complexos metalicos, a
cisplatina, a carboplatina e a oxaliplatina. No entanto, estas op¢Ges quimioterapéuticas apresentam
efeitos adversos e as células tumorais tém tendéncia a desenvolver resisténcia aos farmacos. Sendo
assim, existe a necessidade de desenvolver novos agentes mais eficientes para quimioterapia.

Num trabalho anterior, realizado na Unidade de Biofisica da Universidade de Coimbra, em
parceria com o grupo de Orgéanica do Departamento de Quimica, foram desenvolvidos complexos
de ®™Tc, modificados com ligandos derivados do 4-nitroimidazole com o objetivo de serem usados
na detecdo de hipoxia tumoral. Os resultados revelaram que os complexos conseguiam atravessar
a membrana celular e acumular nas células tumorais, postulou-se a hipdtese de que a substituicdo
do tecnécio por cobre poderia conferir atividade citotdxica aos complexos. Estudos anteriores
revelaram que os complexos de Cu(ll) apresentavam atividade antitumoral, sendo capazes de
provocar morte celular, e que alguns imidazodis e derivados apresentam atividade farmacolégica,
incluindo atividade antitumoral.

Neste contexto, esta dissertacdo teve como objetivo a sintese de novos complexos de Cu(ll)
derivados do imidazole e posterior avaliacdo da sua atividade antitumoral, com recurso a testes in
vitro, nas linhas celulares de cancro colorretal, LS1034 e WiDr, e da mama, MCF-7 e HCC1806.

Numa primeira fase, sintetizaram-se complexos de Cu(ll) derivados do imidazole, partindo
do 4-nitroimidazole, do 1-(3-aminopropil)imidazole e do benzoimidazole. Os ligandos derivados do
4-nitroimidazole e do benzoimidazole foram preparados numa sequéncia sintética de dois passos,
a partir dos seus precursores (1-(2-bromoetil)-4-nitroimidazole e o 1-(2-bromoetil)-1H-
benzoimidazole, respetivamente) sendo posteriormente reagidos com aminas. Os ligandos
derivados do 1-(3-aminopropil)imidazole foram preparados por reagdo deste imidazole com
diferentes salicilaldeidos: bromados, clorados e mono ou dissubstituidos. Os ligandos foram
complexados com acetato de cobre mono-hidratado, originando os complexos de Cu(ll)

correspondentes.
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Resumo

Na segunda parte do trabalho foi avaliada a atividade antitumoral dos complexos de Cu(ll)
sintetizados, nas quatro linhas celulares tumorais. Foi determinada a atividade metabdlica das
células, apds tratamento com os complexos, e calculados os valores de 1Cs (do inglés half maximal
inhibitory concentration) a partir das curvas dose-resposta. Os complexos de Cu(ll) derivados do 4-
nitroimidazole e do benzoimidazole, modificados com um grupo ciclo-hexilamina, apresentaram
uma maior atividade antiproliferativa, especialmente o Ultimo complexo, com valores de ICso entre
1,2 e 6,57 UM, nas quatro linhas celulares. De salientar que estes valores de 1Csq, nalguns casos, sdo
mais baixos que os obtidos para farmacos ja usados na pratica clinica. Em termos de relagdo
estrutura-atividade e com base nos resultados de estudos de proliferagao celular, conclui-se que a
presenca de um grupo ciclo-hexilamina na estrutura dos compostos poderd ser responsavel pela
maior atividade antitumoral dos complexos.

Utilizando o complexo que apresentou melhores valores de ICs, realizaram-se estudos de
viabilidade e ciclo celular. Para todas as linhas celulares, verificou-se que a viabilidade das células
diminuia na presenca do complexo e era acompanhada por morte celular, necrose. Avaliou-se ainda
o stresse oxidativo, pela medicdo da produgdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e da producdo
intracelular da defesa antioxidante GSH, nas linhas celulares HCC1806 e LS1034. Aparentemente o
complexo induz alteracGes nos niveis de ROS e GSH, que denotam a possivel existéncia de stresse
oxidativo, sendo necessario estudos mais detalhados.

Adicionalmente, fizeram-se estudos de seletividade em duas linhas celulares de tecido
normal, HFF1 e CCD841 CoN. Os resultados revelaram que o composto mais citotdxico possui
alguma seletividade para as células tumorais, uma vez que a diminuicdo da viabilidade das células
normais ndo foi tdo acentuada. Foi ainda realizado um estudo de hemocompatibilidade, por
quantificacdo da hemoglobina libertada. O estudo revelou que o composto ndo apresenta atividade
hemolitica, uma vez que a libertagdo de hemoglobina foi quase nula, o que demonstra a
manuten¢do da integridade da membrana dos eritrécitos.

Com base nos resultados, o complexo de Cu(ll) do benzoimidazole modificado com ciclo-
hexilamina pode vir a ser promissor no tratamento do cancro, especialmente em casos de

quimiorresisténcia.
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Abstract

Colorectal and breast cancer are very common and one of the main causes of mortality.
Currently, in addition to the drugs used in chemotherapy treatments, such as 5-FU, irinotecan, etc.,
three metal complexes, cisplatin, carboplatin and oxaliplatin are also used. However, these
chemotherapeutic options have adverse effects and tumor cells have tendency to develop drug
resistance. Thus, there is a need to develop new more effective chemotherapy agents.

In previous work carried out at the Biophysics Unit of the University of Coimbra, in
collaboration with the Organic group from the Department of Chemistry, *™Tc complexes modified
with 4-nitroimidazole derived ligands were developed, with the purpose of being used in the
detection of tumoral hypoxia. The results revealed that the complexes were able to cross the cell
membrane and accumulate in tumor cells. It was hypothesized that the replacement of technetium
by copper could confer cytotoxic activity to the complexes. Previous studies have revealed that
Cu(ll) complexes have antitumor activity, being able to cause cell death, and that some imidazoles
and derivatives have pharmacological activity, including antitumor activity.

In this context, this dissertation aimed at the synthesis of new Cu(ll) complexes derived
from imidazole and their subsequent evaluation of their antitumor activity, using in vitro tests in
colorectal, LS1034 and WiDr, and breast, MCF-7 and HCC1806, cancer cell lines.

Firstly, Cu(ll) complexes derived from imidazole were synthesized, starting from 4-
nitroimidazole, 1-(3-aminopropyl)imidazole and benzoimidazole. The 4-nitroimidazole and
benzoimidazole derived ligands were prepared in a two-step synthetic sequence from their
precursors  (1-(2-bromoethyl)-4-nitroimidazole and  1-(2-bromoethyl)-1H-benzoimidazole,
respectively) being subsequently reacted with amines. Ligands derived from 1-(3-
aminopropyl)imidazole were prepared by reacting it with different salicylaldehydes: brominated,
chlorinated and mono or disubstituted. The ligands were complexed with copper acetate
monohydrate, yielding the corresponding Cu(ll) complexes.

In the second part of the work the antitumor activity of the synthesized Cu(ll) complexes
was evaluated in the four tumor cell lines. The metabolic activity of the cells was determined, after
treatment with the complexes, and the ICsovalues (mean inhibitory concentration) were calculated

from the dose-response curves. The Cu(ll) complexes derived from 4-nitroimidazole and
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benzoimidazole, modified with a cyclohexylamine group, had higher antiproliferative activity,
especially the latter complex, with ICso values between 1.2 and 6.57 uM, in the four cell lines. It
should be noted that these ICso values, in some cases, are lower than those obtained for drugs
already used in clinical practice. In terms of structure-activity relationship and based on the results
of cell proliferation studies, it may be concluded that the presence of the cyclohexylamine group
may be responsible for the greater antitumor activity of these complexes.

Viability and cell cycle studies were carried out, using the complex that presented the best
ICso values. For all cell lines, cell viability was found to decrease in the presence of the complex,
resulting in cell death by necrosis. Oxidative stress was also evaluated by measuring the production
of reactive oxygen species (ROS) and the intracellular production of the GSH antioxidant defense in
HCC1806 and LS1034 cell lines. Apparently, the complex induces changes in the ROS and GSH levels,
which indicate the possible existence of oxidative stress. More detailed studies will be necessary.

Additionally, selectivity studies on two normal tissue cell lines, HFF1 and CCD841 CoN, were
carried out. The results revealed that the most citotoxic compound has some selectivity for tumor
cells, since the decrease in viability of normal cells was not as significant. A hemocompatibility study
was also done by quantification of the released hemoglobin. The study showed that the compound
does not exhibit hemolytic activity, since the release of hemoglobin was almost nil, which
demonstrates the maintenance of erythrocyte membrane integrity.

Based on the results, the Cu(ll) complex of benzoimidazole modified with cyclo-hexylamine

may be promising in cancer treatment, especially in cases of chemoresistance.
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1. Introducao

1.1 Cancro

No processo normal de crescimento celular, as células crescem e por mitose dividem-se,
formando novas células. Durante esta etapa existem mecanismos de controlo e regulagdo do
crescimento celular de forma a que a divisdo celular decorra corretamente. Contudo, anomalias
neste processo levam a uma proliferacdo anormal e multiplicacdo das células surgindo assim, o
cancro. Por vezes, as células cancerigenas podem libertar-se do tumor primario, entrando na
corrente sanguinea ou no sistema linfatico e invadem outros tecidos e érgdos, mais ou menos
distantes, levando ao surgimento de metdstases — processo de metastizac3o.!

Atualmente, o cancro é umas das principais causas de mortalidade e morbilidade a nivel
mundial e a tendéncia é para o aumento do nimero de casos, com previsdo de cerca de 21,4
milhdes de novos casos de cancro e aproximadamente 13,3 milhdes de mortes até 2030.2

Varios sdo os fatores de risco que aumentam a probabilidade de uma pessoa vir a
desenvolver cancro, sendo os mais comuns o envelhecimento, a ma alimentacdo, o tabagismo, o
sedentarismo, a obesidade, a exposicdo solar, a exposicdo a determinadas substancias cancerigenas
e 0 consumo excessivo de alcool.>*

Mundialmente, os tipos de cancro com maior incidéncia sdo o cancro do pulméao, da mama,
colorretal e da prostata. Em termos de mortalidade em paises desenvolvidos, o cancro do pulmao
e o cancro da mama sdo os mais mortais para o género masculino e feminino, respetivamente.
Também os cancros da préstata e colorretal apresentam uma elevada taxa de mortalidade no
género masculino nestes paises. Nos paises menos desenvolvidos, o cancro do pulmao, do figado e
do estdbmago sdo os mais mortiferos para o género masculino e o cancro do Utero para o género
feminino.?

Relativamente a Portugal, os Ultimos dados disponibilizados demonstram que o nimero de
novos casos estd a aumentar, estimando-se que em 2035 estard acima dos 60000. Esse aumento
deve-se sobretudo ao envelhecimento da populagao, resultante do aumento da taxa de sucesso no

tratamento do cancro e de outras patologias, podendo levar ao aparecimento de novos cancros.
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Associados também a este aumento estdo as alteracGes dos estilos de vida, assim como, os fatores
de risco ja mencionados anteriormente. A semelhanca do que acontece nos paises desenvolvidos,
em Portugal o cancro da mama é o que apresenta maior incidéncia no género feminino, seguindo-
se do cancro colorretal e depois o cancro do colo do Utero. No género masculino, o cancro da
prostata é o que apresenta o maior nimero de casos, seguido do cancro colorretal e depois o cancro
do pulmdo. Em termos de mortalidade, no caso das mulheres, o cancro da mama é o mais
mortifero, em segundo o cancro colorretal e por ultimo o cancro do colo do utero. Relativamente
ao género masculino, o cancro do pulmao é o mais mortal, seguindo-se o cancro da prdstata e

depois o cancro colorretal.*

1.1.1 Cancro colorretal

Como ja mencionado, o cancro colorretal é um dos tipos de cancro com maior incidéncia e
com uma taxa de mortalidade elevada tanto em Portugal como a nivel mundial. Em 2012, no
mundo, foram diagnosticados aproximadamente 1,4 milhdes de novos casos de cancro colorretal e
estima-se que em 2035 o nimero de casos aumentara para 2,4 milhdes.’

Aproximadamente 90% dos novos cancros colorretais sdo diagnosticados em pessoas com
idade superior a 50 anos, com uma idade média de diagndstico de 69 anos. Os doentes podem
apresentar sintomas como a presenca de sangue nas fezes, a alteragdo do seu calibre, a perda de
peso inexplicavel, sinais de obstrucdo ou perfuracdo intestinal, dor abdominal e anemia.>®

O cdlon é dividido em quatro seccbes: o ascendente, o transverso, o descendente e o
sigmoide, sendo que é neste Ultimo segmento que é mais frequente surgir o cancro colorretal. A
maioria dos cancros colorretais desenvolve-se a partir de pdlipos adenomatosos ou adenomas que
progridem para cancros invasivos.’

O cancro pode confinar-se a parede do cdélon, que é o que acontece nos dois primeiros
estadios da doenga ou entdo metastizar. Segundo a classificacdo TNM (do inglés tumor node
metastasis), no estadio |, o tumor ndo chega a atingir a parede exterior do célon. Ja no estadio Il, o
tumor desenvolve-se no interior da parede do cdélon ou do reto, podendo invadir tecidos
circundantes, mas sem conseguir chegar aos ganglios linfaticos. Estes dois estadios sdo tratdveis,
contudo se ndao o forem, o cancro evolui para o estddio lll, em que o tumor se espalha para os
ganglios linfaticos vizinhos e, mais tarde, evolui para o estadio IV caracterizado pela metastizacdo

a distancia.?®
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Esta patologia desenvolve-se como resultado de alteracGes genéticas e epigenéticas mas
também devido a fatores ambientais. Pode ocorrer como familiar, hereditario ou esporadico.
Menos de 10% dos casos sdo referentes ao cancro colorretal hereditdrio, cerca de 25% estdo
relacionados com a forma familiar e aproximadamente 70% de todos os cancros dizem respeito a
forma esporadica.®

A instabilidade gendmica, a inativagdo de genes supressores tumorais, a ativacdao de vias
oncogénicas e a sobreexpressdo de fatores de crescimento sdo algumas causas que despoletam o
processo de carcinogénese do cancro colorretal.®

A instabilidade gendmica envolve trés mecanismos moleculares: a instabilidade
cromossomal, defeitos na reparacdo do DNA (do inglés Desoxyribonuceic acid) e metilagcdo
aberrante do DNA. A instabilidade cromossomal é o tipo de instabilidade gendmica mais comum
no cancro colorretal, sendo que os genes mais afetados sdo o APC (do inglés adenomatous polyposis
coli gene), o TP53 (do inglés celular tumor antigen p53) e o KRAS (do inglés kirsten rat sarcoma viral
oncogene homolog), sendo o APC o gene mais frequentemente mutado no cancro colorretal. A
perda da funcdo de reparacdo de erros no DNA estd associada a instabilidade de microssatélites,
onde ocorre uma mudanca do numero de unidades de nucledtidos repetidos de DNA em
microssatélites, causando inativacdo de genes que tém a capacidade de reparar erros.
Relativamente a metilagdo aberrante do DNA, no cancro colorretal ocorre uma grande deplecdo da
metilacdo das citocinas mas uma aquisicdo de uma metilacdo aberrante de determinados
promotores associados as ilhas CpG, que induz a expressdo de genes silenciadores.>°

Uma das mudancas genéticas causadas pelo cancro colorretal é a ativacdo da via de
sinalizagdo Wnt, que ocorre quando a oncoproteina B-catenina se liga a estruturas nucleares
(membros da familia do fator potenciador de linfocitos), promovendo um fator de transcrigdo que
regula os genes envolvidos na ativagdo celular. Um componente do complexo formado pela
oncoproteina B-catenina, o APC, tem um papel importante na degradagao da B-catenina. Um outro
supressor tumoral é o TP53 que regula o ciclo celular e os checkpoints de morte celular, podendo
ser ativado por diversas alteragdes celulares. A sua inativacdo frequentemente diz respeito a
transicdo dos adenomas para cancros invasivos.®

O cancro colorretal também pode surgir a partir da ativacdo de vias oncogénicas, com
interferéncia de oncogenes como RAS (do inglés rat sarcoma viral oncogene homolog), do BRAF (do
inglés v-raf murine sarcoma viral oncogene homolog Bl) e do PI3KCA (do inglés phosphatidylinositol-
4,5-bisphosphate 3-kinase catalytic subunit alfa). Mutagdes nos genes RAS e BRAF ativam a via de
sinalizacdo MAPK (do inglés mitogen-activated protein kinase). Enquanto que a proteina RAS,
principalmente KRAS, ativa a atividade GTPase que sinaliza diretamente a RAF (do inglés rapidly

accelerated fibrosarcoma), mutacGes em BRAF sinalizam a atividade cinase treonina-serina da

5



Capitulo I - Introdugao

BRAF, que mais tarde conduz a cascata de sinalizagdo do MAPK. Mutagdes nos genes que expressam
na PI3KCA incluem uma perda da proteina PTEN (do inglés phosphatase and tensin homolog), que
é um inibidor da via de sinalizac3o PI3K (do inglés phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-kinase).’

Por ultimo, os fatores de crescimento também tém um papel importante no aparecimento
do cancro colorretal. Um aumento da atividade da enzima COX-2 (do inglés cyclooxygenase-2) leva
a sintese de prostaglandina E2, que é um agente fortemente associado ao cancro colorretal.
Também a proteina EGF (do inglés epidermal growth factor) e o seu recetor EFGR (do inglés
epidermal growth factor receptor), sao encontrados em varios subgrupos deste tipo de cancro, em
gue o recetor medeia a sinaliza¢do através da ativacdo das cascatas de sinalizacdo MAPK e PI3K. O
VEGF (do inglés vascular endotelial growth factor) é um fator de crescimento que também estd
associado ao cancro colorretal, sendo responsavel pela angiogénese.®

Na figura 1.1, estdo representados os mecanismos envolvidos na formacdo e no

desenvolvimento do cancro ao nivel do intestino.

Genes o CIN KRAS, PIK3CA,
(MMR mutation) (e.g.,CDC4) BRAF PTEN
(MLH1 methylation)
Progression \ p ~
Normal Small Large /" Metastasis
epithelium adenoma adenoma 3 [ W
Epithelium '3; & B 3 ,.@ g‘ B ;,—)‘-v 2
Lamina P %Y ¥ % A x L f
propria _\~< & _.H,y" % 3 j %‘J \ ’ |
Musculari a - 1} Vs
Submucosa —/ \
Growth ‘ A
Factors - |
Cox-2 Red blockers denote
tumor-suppressor
- . b‘\\ factors that are turned
EGFR = off in colon cancer
1 / T T T T
.’ |
Green arrows denote | /
oncogenic mediators TGF-B [J [
that are turned on in \
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Figura 1.1 Genes e vias de sinaliza¢cdo envolvidos na formagado e desenvolvimento do cancro colorretal. Como
genes supressores tumorais destacam-se o APC e TP53 e como oncogenes 0 KRAS e BRAF. As vias oncogénicas
ativam a via de sinalizacdo MAPK, que por sua vez induz o aumento da expressdo da proteina PI3K,
conduzindo a um aumento da proliferagao e diferenciagdo celular descontroladas. Relativamente aos fatores
de crescimento, a COX-2 e 0 EGFR (do inglés epidermal growth factor receptor) promovem o desenvolvimento
do tumor, sendo que a COX-2 produz prostaglandina E2, que estd fortemente relacionada com o cancro
colorretal, que depois é degradada pela 15-PGDH.°
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1.1.2 Cancro da mama

A nivel mundial, o cancro da mama é um dos tipos de cancro mais comuns, estimando-se
que em 2015 aproximadamente 570000 doentes morreram. Cerca de 1,5 milhdes de mulheres,
representando 25% de todas as mulheres com cancro, sdo diagnosticadas por ano em todo o
mundo. Sé em Portugal, anualmente sdo detetados cerca de 6000 novos casos de cancro da mama,
e cerca de 1500 mulheres morrem devido a esta patologia. Contudo, esta doenga nao afeta sé as
mulheres. Os cancros da mama em homens representam 1% de todos os cancros da mama. 4!

Varios sdo os fatores que aumentam a probabilidade de se ter cancro da mama, entre eles
a idade, a historia familiar, as alteracbes genéticas, o consumo de bebidas alcodlicas, o
sedentarismo, niveis altos de determinadas hormonas, a primeira menstruacdo numa idade
prematura, a gravidez ja numa idade avancada, entre outros.*?

Os tumores na mama normalmente aparecem a partir de uma hiperproliferacdo ductal ou
dos l6bulos, glandulas produtoras de leite, que pode desencadear o surgimento de tumores
benignos que poderdo evoluir para tumores malignos, apés uma permanente estimulacdo de
fatores carcinogénicos.?

Pela necessidade de escolher o tratamento mais adequado para combater o cancro da
mama, este é classificado em cinco estadios de acordo com a classificacdo TNM. O estadio 0
corresponde a cancros da mama nao invasivos, como o carcinoma lobular in situ (CLIS) ou o
carcinoma ductal in situ (CDIS), no estadio | ocorre a invasdo para o tecido mamario, nos estadios I
e lll as células cancerigenas ja invadiram os ganglios linfaticos, geralmente os axilares, e o estadio
IV correspondente ao cancro da mama avang¢ado ou metastatico, onde o tumor ja se espalhou para
outras partes do corpo.’?

Existem duas hipdteses para a iniciagao e a progressao do cancro da mama: a teoria das
células estaminais cancerigenas e a teoria estocastica. No caso da teoria das células estaminais, é
sugerido que os varios subtipos de cancro sdo derivados das mesmas células estaminais ou das
células progenitoras. Mutagdes epigenéticas e genéticas nas células estaminais e progenitoras
fazem com que ocorram diferentes fendtipos. Na teoria estocastica, cada subtipo tumoral surge a
partir de um so tipo de células, por exemplo, de células estaminais, de células progenitoras ou de
células diferenciadas.’

Mutag¢Oes e amplificagdes anormais de oncogenes e genes supressores tumorais tém um
papel importante na fase inicial e na progressdo do cancro da mama. Alguns dos genes envolvidos
sdo 0 BRCA1/2 (do inglés breast cancer gene 1 and 2), o HER2 (do inglés human epidermal growth

factor receptor 2), o EGFR, o c-Myc, RAS entre outros.!



Capitulo I - Introdugao

Dois genes supressores tumorais frequentes no cancro da mama sdao o BRCA1 e o BRCA2,
gue estdo localizados no cromossoma 17q21 e no 13q12, respetivamente. Uma deficiéncia no
BRCA1 leva a uma desregulacdao dos checkpoints do ciclo celular, a duplicacdes anormais dos
centrémeros, a instabilidade genética e, por vezes, a apoptose. No que respeita ao BRCA2, estd
muitas vezes associado a cancros ductais invasivos ja avangados, mas com fendtipo luminal. As
mutacgdes no BRCA1 e no BRCA2 sdo ambas autossdmicas dominantes, sendo herdadas mesmo que
o segundo alelo seja normal e representam cerca de 20 a 25% dos cancros da mama hereditarios e
entre 5 a 10% de todos os cancros.!

O HER2 também tem um papel importante no processo de carcinogénese do cancro da
mama encontrando-se localizado no braco longo do cromossoma 17 (17912). A sobreexpressdo da
proteina HER2, familia tirosina cinase, corresponde a 20% dos cancros da mama primarios,
aumentando com a ativacdo da via de sinalizacdo PTEN/AKt/mTORC1.%

Na via de sinalizacdo do EGFR estdo envolvidos o PI3K, o Ras-Raf-MAPK e o JNK que
desencadeiam a proliferacdo celular, a invasdo celular, a angiogénese e a resisténcia a apoptose. A
sobreexpressdao de EGFR representa mais de 30% dos cancros da mama inflamatdrios, estando
também associada a casos de cancro da mama triplo-negativo.!

O gene c-Myc codifica a proteina Myc que é responsavel pelo recrutamento de histonas
acetiltransferases ou DNA metiltransferases. A sobreexpressdo de c-Myc é observada em cancros
invasivos num estadio avangado, enquanto que ndo é detetado a sua amplificagdo em tecidos
benignos.!!

Por ultimo, existem trés genes da familia Ras: o H-ras, o K-ras (do inglés kirsten rat sarcoma
viral oncogene homolog) e o N-ras que quando sobreexpressos, estdo relacionados com mutacées
pontuais. Ndo representam uma grande percentagem de casos de cancro (<5%) e a sua transdugao
€ observada tanto em tecidos mamarios benignos como malignos. Também o facto de serem

detetados no estédio inicial e avancado da doenca, faz com que n3o seja bom para diagndstico.!

1.2 Tratamento do cancro

O tratamento do cancro inclui abordagens terapéuticas como cirurgia, quimioterapia,
radioterapia, terapia hormonal e terapia dirigida. Tanto o cancro colorretal como o cancro da mama
podem ser tratados por quimioterapia, envolvendo o uso de farmacos que destroem seletivamente
as células tumorais ou entdo limitam a sua proliferacdo. No entanto, o uso deste tratamento estd

frequentemente associado a efeitos secundarios graves, nomeadamente, a supressao da medula



Capitulo I - Introdugao

Ossea, o aparecimento de lesGes no trato gastrointestinal, a perda de cabelo, as nduseas e o
desenvolvimento de resisténcia ao tratamento.™

Dependendo do estadio da doenca, a quimioterapia pode ser adjuvante, neoadjuvante ou
paliativa. Enquanto a quimioterapia adjuvante é aplicada apés a cirurgia ao doente, com o intuito
de eliminar possiveis células tumorais que ndo tenham sido removidas, a quimioterapia
neoadjuvante é realizada antes da cirurgia. Neste caso, o objetivo é diminuir o tamanho do tumor

de modo a facilitar o método cirargico.?

1.2.1 Quimioterapia no cancro colorretal

No tratamento do cancro colorretal, para os estadios Il e lll pode recorrer-se a
guimioterapia adjuvante, sendo que no estadio Il s6 deve ser aplicada quando haja um elevado
risco de reincidéncia apds a cirurgia.” Os farmacos frequentemente utilizados para o tratamento
sdo as fluoropirimidinas, mais concretamente o 5-FU (do inglés 5-fluorouracil), o irinotecano e a
oxaliplatina. Também pode ser usada a combinacdo destes agentes terapéuticos. As associa¢des
medicamentosas mais frequentes sdo denominadas pelos acrénimos FOLFOX, que associa o 5-FU,
a leucovorina e a oxaliplatina; FOLFIRI que associa o 5-FU, a leucovorina e o irinotecano; FOLFOXIRI
gue associa 0 5-FU, a leucovorina, a oxaliplatina e o irinotecano ; ou XELOX ou CapeOX que associam
a capecitabina (pré-fairmaco do 5-FU) e a oxaliplatina.’® Como tratamento de primeira linha, a
opc¢do passa pela combinacdo FOLFOX, seguindo-se a FOLFIRI. Para estadios mais avangados
(estadio 1V), para além da quimioterapia ainda sdo utilizados inibidores de recetores de fatores de
crescimento (anti-EGFR), como por exemplo o cetuximab, e/ou os inibidores de angiogénese como

o bevacizumab.”

1.2.1.1 5-Fluorouracilo

O 5-FU (1.2) é frequentemente utilizado no tratamento do cancro, incluindo cancro
colorretal e da mama, além de alguns do trato digestivo. Trata-se de um analogo do uracilo (1.1),

em que o hidrogénio ligado ao carbono 5 é substituido por um fldor.®
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Tem sido demonstrado que cerca de 80% a 85% do 5-FU é catabolizado em metabolitos
inativos pela enzima di-hidropirimidina desidrogenase (DPD, do inglés di-hydropyrimidine
dehydrogenase), e s6 1 a 3% induz efeitos citotdxicos nas células, através da inibi¢do da sintese de
DNA e do processamento e fun¢do do RNA (do inglés ribonucleic acid).*® Como j& anteriormente
mencionado, o 5-FU é catabolizado pela DPD, uma enzima presente no figado, na mucosa intestinal
e em vdrios outros tecidos, e convertida a DHFU (do inglés 5,6-dihydro-5-fluorouracil) (Figura
1.2).1819

O 5-FU entra rapidamente nas células através do mesmo mecanismo de transporte do
uracilo, por difusao facilitada, onde depois é convertido em varios metabolitos ativo, como o FTUP,
o FAdUTP e o FAUMP. O FUTP (do inglés fluorouridine triphosphate), incorpora-se no RNA em vez do
UTP (do inglés uridine triphosphate) e promove alteracdes no processamento e na funcdo do RNA,
o FAUTP (do inglés fluorodeoxyridine triphosphate), substitui o dTTP (do inglés deoxythymidine
triphosphate) no DNA, e o FAUMP (do inglés fluorodeoxyuridine monophosphate) inibe a atividade
da enzima TS (do inglés thymidylate synthase).*®

O FAUTP e o FAUMP causam lesGes no DNA, de modo que ambos os processos provocam
morte celular.”

O 5-FU em combinagdo com outros agentes quimioterapéuticos melhora a resposta e a
sobrevivéncia nos doentes de cancro da mama e do pesco¢o, mas tem maior impacto no
tratamento do cancro colorretal. No cancro colorretal avancado, as taxas de resposta a
guimioterapia com o 5-FU como tratamento de primeira linha variam entre 10-15%, sendo este

valor aumentado para 40-50% quando combinado com o irinotecano e a oxaliplatina.'®
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Figura 1.2 Anabolismo e catabolismo do 5-FU

1.2.1.2 Irinotecano

O irinotecano (1.3), também conhecido como CPT-11, pertence a familia das camptotecinas

e a classe dos inibidores da topoisomerase 1.2°

O CPT-11 é metabolizado pelo figado e convertido no seu metabolito ativo, o SN-38 (7-etil-

10-hidroxi-camptotecina) (1.4), por carboxilesterases enddgenas, sendo este ultimo 100 a 1000

vezes mais citotdxico do que o irinotecano.?%

13 1.4
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Quanto ao mecanismo de ac¢do, durante a replicacdo do DNA, a topoisomerase | forma uma
guebra transitéria numa das cadeias de DNA e liga-se covalentemente ao 3-fosforilo final da cadeia
aberta do DNA. O irinotecano, sendo um inibidor potente da topoisomerase, liga-se ao complexo
formado entre esta enzima e o DNA e impede que a cadeia aberta se volte a ligar, resultando numa
quebra irreversivel, desencadeando a cascata apoptética e por fim, morte celular.??

A topoisomerase | apresenta niveis elevados nalguns tipos de cancro em relagdo aos niveis
normais presentes na mucosa. Por exemplo, nas células de cancro colorretal esses valores estdo 14
a 16 vezes mais altos do que nos tecidos normais.?

O SN-38, mais tarde, é convertido pela UGTIAI (do inglés hepatic uridine diphosphate
glucuronosyltransferase IAl) em SN-38G, por glicoronidacdo, o qual é eliminado do organismo por

excrecdo biliar (Figura 1.3).2

Irinotecano

Membrana de célula hepatica

ABCB1 ABCC1
ABCC2 ABCG2

CYP3A4

CYP3AS5
T _.-
CES1 l
CES2
Excretadana bilis
._’ SN-38G <> SN-38G
UGT1A1
UGT1A9 UGTI1AL
ABCB1 ABCC1 B-glucoronidase UGT1A7
ABCC2 ABCG2

Figura 1.3 Vias metabdlicas do irinotecano. O irinotecano é convertido em SN-38 pelas carboxilesterases
endogenas. Uma parte sofre glicoronidagdo por parte da UGTIAI, formando SN-38G que é eliminado por via

biliar.

O irinotecano é usado em combinagdo com o 5-FU para o tratamento do cancro colorretal,

sendo a sua administrac3o por via oral ou entdo por infusdo.?

1.2.1.3 Oxaliplatina

A oxaliplatina (1.5) é um dos complexos de platina utilizados na clinica, caraterizado por

apresentar uma unidade 1,2-diaminociclo-hexano (DACH, do inglés 1,2-diaminocyclohexane). Mais
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de 50% da dose administrada é excretada pelos rins na urina, enquanto que uma pequena fragado é

eliminada pelas fezes.”

NH, o 0
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Este fdrmaco induz lesdes citotdxicas através da formacao de aductos platina-DNA intra e
inter-cadeias, formando ligagcdes cruzadas entre as espécies de platina e a sequéncia de bases
especificas, normalmente duas bases de guanina adjacentes ou duas bases adenina-guanina
adjacentes. Estes aductos induzem uma inibicdo da replicacdo e da transcricio do DNA,
demonstrando uma citotoxicidade maior que a da cisplatina e a da carboplatina.?®

A oxaliplatina pode formar trés tipos de ligacGes cruzadas que contribuem para a
citotoxicidade: ligacGes intra-cadeias, as mais frequentes, que induzem lesdes no DNA com
interacdo nas duas guaninas; ligacdes inter-cadeias e ligacdes entre DNA-proteinas, que apesar de
provocarem a desnaturacdo das proteinas, muitos estudos revelam ndo induzirem a morte
celular.?

No tratamento do cancro colorretal, a oxaliplatina é frequentemente combinada com
outros farmacos antineopldsicos como o 5-FU e a leucovorina (acido félico), como tratamento de
primeira linha para doentes no estadio IV.%2

A oxaliplatina apresenta um efeito in vivo mais acentuado do que a cisplatina, além de ter
um perfil de toxicidade reduzido. Contudo, apesar da eficdcia da oxaliplatina, as células tumorais
desenvolvem resisténcia, sendo que a combinag¢do com outros fdrmacos pode prevenir a resisténcia

por parte das células ou mesmo a revers3o do processo.?*

1.2.2 Quimioterapia do cancro da mama

No tratamento neoadjuvante e adjuvante do cancro da mama, em muitos casos a
guimioterapia é mais eficaz quando tem por base a combinacdo de dois ou mais farmacos. Os
farmacos utilizados no tratamento desta patologia incluem antraciclinas, nomeadamente a
doxorrubicina e a epirrubicina, os taxanos como o paclitaxel (taxol) e o docetaxel, o 5-FU, a
ciclofosfamida e a carboplatina. O tratamento dos cancros da mama que expressam HER-2 é feito

com recurso a farmacos que tenham como alvo esta proteina, como por exemplo o transtuzumab
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e o pertuzumab. O transtuzumab é um anticorpo monoclonal usado tanto de modo isolado como
em combinagdo. A administragao é por via intravenosa sendo aplicado tantos nos estadios mais
precoces como nos mais tardios da doenca. Também administrado pela mesma via, o pertuzumab
é combinado com o transtuzumab e aplicados como terapia neoadjuvante em estadios mais

precoces, ou em estadios mais avancados.?®

1.2.2.1 Antraciclinas

As antraciclinas fazem parte de uma classe de farmacos antineoplasicos, constituidos por
um nucleo antraquinona planar ligado a um aglcar contendo um grupo amina.}* Foram
introduzidos como agentes quimioterapéuticos ha cerca de 50 anos e tém sido aplicadas no
tratamento de alguns tipos de cancro, incluindo a leucemia, o linfoma, o cancro da mama, o cancro
do pulm3o, o mieloma multiplo e o sarcoma.?”?®

As quatro antraciclinas mais comuns sdo a doxorrubicina (DOX) e a daunorrubicina (DNR),
que sdo produtos naturais extraidos da Spreptomyces peucetiusor, e a epirrubicina (EPI) e a
idarrubicina (IDA), que s3o anélogos semissintéticos (Figura 1.4).%*

A doxorrubicina e a daunorrubicina foram as primeiras antraciclinas a serem usadas na
clinica. A epirrubicina é um estereoisémero da doxorrubicina, tendo como vantagem o facto de
apresentar um aumento do volume de distribuicdo e um tempo de semi-vida (T1/2) mais longo que
o precursor, Ti/; (doxorrubicina)=1-3h e Ti/2 (epirrubicina)=31-35h. A idarrubicina, derivada da
daunorrubicina, é mais lipofilica e apresenta uma maior captacio celular.?®

Quanto ao mecanismo de a¢do desta classe de farmacos, as antraciclinas intercalam entre
os pares de bases de DNA e RNA, inibindo a replicagdo de DNA e a transcricdo de RNA, levando a
uma diminuicdo da replicacdo e do crescimento rapido das células tumorais. Também tém um papel
importante na inibicdo da enzima topoisomerase Il, crucial na replicacdo, e da sobrevivéncia das
células, evitando o desenrolamento do DNA.3

Outros mecanismos envolvidos incluem a interferéncia na separac¢do das cadeias de DNA,
na atividade da enzima helicase e na formac3o de radicais livres.?

Apesar de serem agentes quimioterapéuticos eficazes no tratamento do cancro, tem sido
reportado que as antraciclinas desenvolvem toxicidade cardiaca, originada pela inibicdo da
topoisomerase-lIB nos cardiomidcitos, pela formagao de radicais livres de oxigénio e pela

acumulac3o de produtos metabdlicos. %
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DOX DNR

EPI IDA

Figura 1.4 Estruturas de quatro antraciclinas, doxorrubicina (DOX), daunarrubicina (DNR), epirrubicina (EPI)
e idarrubicina (IDA). Apresentam uma estrutura aglicona tetraciclica de quatro cadeias de ciclo-hexano, com
uma unidade de daunosamina no carbono C7 do anel A, grupos hidroquinona-quinona adjacentes nos anéis
B e C, um substituinte metoxi- no carbono C4 do anel D, um grupo carbonilo no C13, e uma cadeia lateral
pequena no C9. A doxorrubicina e daunorrubicina diferem nas suas cadeias, sendo que a doxorrubicina
contém um grupo alcool primario enquanto a daunorrubicina possui um grupo metilo. A epirrubicina,
derivada da doxorrubicina, tem um grupo hidroxilo equatorial na unidade daunosamina. A idarrubicina é
semelhante & daunorrubicina, excepto na auséncia do grupo 4-metoxilo no anel D.?°

1.2.2.2 Taxanos

Na década de 90, os taxanos, como o paclitaxel (1.6) e o docetaxel (1.7), foram introduzidos
em combinagdo com antraciclinas e agentes alquilantes, de forma a melhorarem a sobrevivéncia
de doentes com cancro da mama metastatico. Além disso, tém sido usado em estadios precoces e

atualmente sdo combinados com antraciclinas e com transtuzumab.3!
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Enguanto que o paclitaxel foi isolado diretamente da planta Taxus brevifolia, o docetaxel é
um produto semissintético obtido pela esterificacdo do 10-deacetilbacatin Il que, por sua vez, é
isolado diretamente da planta Taxus baccata.?

Esta classe de farmacos apresentam um anel taxano com um anel lateral oxetano com
guatro membros nas posi¢ées C4 e C5 e uma cadeia lateral éster em C13. Eles diferem nos grupos
ligados ao carbono C10 e C13. O docetaxel apresenta um grupo tert-butoxilo na posicdo C13 que é
substituido por um grupo fenilo para o paclitaxel. J4 na posicdo C10, o docetaxel apresenta um

grupo hidroxilo e o paclitaxel um grupo acetilo.>

1.6 1.7

E através da cadeia lateral presente no carbono C13, que o taxano se liga aos microtubulos,
ocorrendo a formacdo de feixes de tubulina estaveis, resultando numa inibicdo da proliferacdo
celular por interrupgdo do ciclo celular na metafase/anafase e pela formagdo de uma metafase

incompleta dos cromossomas devido a estabilizagdo dos microttbulos.3*33

1.2.3 Tipos de morte celular

Agentes quimioterapéuticos, entre os quais os apresentados anteriormente, podem induzir
a diminuicdo da proliferacdo celular ou entdo a morte das células tumorais. Existem trés tipos de
morte celular, os quais sdo classificados consoante os aspetos bioldgicos e bioquimicos. Estes
processos s3o: a apoptose, a necrose e a autofagia (Figura 1.5).3*

A apoptose é um tipo de morte programada, caraterizada por uma redu¢do no volume das
células, fragmentagdo da cromatina e o aparecimento de protuberancias na membrana plasmatica

que se desprendem e formam corpos apoptdticos. Estes corpos sdao, mais tarde, reconhecidos e
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fagocitados por macréfagos, sem que ocorra um processo inflamatério. Este tipo de morte pode
ser desencadeado por duas vias: a intrinseca e a extrinseca. A via intrinseca, também designada via
mitocondrial, é ativada em resposta ao stresse celular, incluindo lesées no DNA (induzidos por
agentes genotodxicos ou defeitos na reparacdo), stresse no reticulo endoplasmatico (induzido pela
acumulacdo de proteinas disfuncionais), auséncia de fatores de crescimento, que causam
alteracGes na membrana interna da mitocondria, havendo a formagdo de poros que levam a
libertacdo de proteinas pré-apoptéticas no citoplasma. O citocromo c libertado ativa a caspase-9,
conduzindo a ativacdo da cascata das caspases que culmina em morte celular. Por outro lado, a via
extrinseca é ativada quando ha interagdo entre os recetores localizados na membrana celular e
ligandos especificos, desencadeando a ativacdo das caspases, nomeadamente a caspase-8, que

induz a morte celular por apoptose.343°

Morte Celular
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Figura 1.5 Processos que conduzem a morte celular. Uma falha na morte como resposta a um estimulo
particular pode resultar no aparecimento de cancro. A apoptose é um processo de morte celular que ativa
caspases iniciadoras e, consequente caspases efetoras. As células apoptéticas demonstram uma condensagdo
nuclear, lesdes no DNA, formacdo de corpos apoptéticos, mantendo a membrana plasmatica intacta e expoe
moléculas alvo a superficie para fagocitose. No caso de ndo haver fagocitose, os corpos apoptdticos podem
sofrer lise ou entdo necrose apoptdtica. A autofagia ocorre vacuolizagdo, degradacdo de componentes
citoplasmaticas e condensagdo da cromatina, sendo que podem ser fagocitadas. Por fim, na necrose ocorre
o rompimento da membrana com libertagdo de componentes celulares o que induz resposta inflamatéria.
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Por outro lado, a necrose resulta da ativacao de vias de sinalizacao que estdao dependentes
da atividade da proteina RIP3 (do inglés receptor-interacting serine/threonine-protein kinase 3).
Neste caso ocorre uma rapida perda da integridade da membrana plasmatica, fazendo com que o
conteudo celular se espalhe desencadeando inflamag¢3o.®

Por fim, a autofagia é um processo no qual os constituintes do citoplasma e os organelos
sdo incorporados em vesiculas, conhecidas como autofagossomas, para serem degradados. Apesar
de ser um mecanismo de sobrevivéncia, por vezes componentes da via de sinalizagcdo autofagica

promovem a morte celular.

1.3 Complexos Metalicos

Com a descoberta da cisplatina por Rosenberg em 1965, criou-se um grande interesse em
torno da utilizacdo de complexos metdlicos para a terapia do cancro, tendo sido desenvolvidos e
avaliados em ensaios in vitro e in vivo indmeros compostos deste tipo, alguns dos quais alcangaram
diferentes fases de estudos clinicos, levando ao aparecimento de novos farmacos. O vasto nimero
de elementos metalicos com diferentes geometrias de coordenacdo e estados de oxidacdo,
diferentes carateristicas cinéticas e termodinamicas e diferentes propriedades intrinsecas do ido
metadlico e do ligando possibilitaram aos investigadores explorarem esta classe de farmacos, o que
determinou o desenvolvimento de novos farmacos com diversas atividades farmacoldgicas,
nomeadamente antitumoral.3637

O facto de o centro metalico das moléculas ser carregado positivamente, permite a ligagao
a biomoléculas carregadas negativamente, como o caso de proteinas e acidos nucleicos, estes
Gltimos constituintes do DNA.38

Metais de transicdo como a platina, o ruténio, o ouro, o titadnio e o cobre sdo alguns dos
metais mais estudados e a partir dos quais foram desenvolvidos complexos com aplicabilidade

farmacoldgica.’’

1.3.1 Complexos de Platina

Dentro da classe dos complexos metdlicos usados na clinica, os complexos de platina sdo
os farmacos utilizados no tratamento do cancro. Atualmente so trés é que estdo a ser usados, a

cisplatina (1.8), a carboplatina (1.9) e a oxaliplatina (1.5).
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Como ja referido, o primeiro complexo a surgir foi a cisplatina na década de 60, sendo
aprovado em 1978 pela FDA para o tratamento do cancro. A cisplatina reage com os nitrogénios
dadores das bases de DNA, inibindo a sua transcrigdo e levando a apoptose. Com a ligagao ao DNA,
ocorre aformacao de ligagGes covalentes cruzadas, causando uma distor¢do na estrutura helicoidal,

inibindo a replicac3o e a transcri¢do.3®%

i
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Apesar do sucesso da cisplatina no tratamento do cancro, esta apresenta diversos efeitos
adversos quando usada em quimioterapia, o que inclui nduseas, vomitos, ototoxicidade com perda
de audicdo e toxicidade renal. Este facto desencadeou o desenvolvimento de novos complexos de
platina, nos quais foram sintetizados milhares e s6 cerca de 30 passaram para estudos clinicos.
Destes sdao atualmente usados na clinica a carboplatina, que foi introduzida no final de 1980, com
menos efeitos adversos que a cisplatina, e a oxaliplatina usada no cancro colorretal e tumores
resistentes a cisplatina, que foi aprovada em 2002.%°

Os complexos de Pt(lV) apresentam uma geometria octaédrica e sdo considerados pro-
farmacos. Sao inertes no sangue, sendo ativados quando sujeitos a agentes redutores, exercendo
depois a sua atividade citotdxica. Estes complexos apresentam vantagens em relagdo aos de Pt(ll)
(dos quais fazem parte a cisplatina, oxaliplatina e carboplatina) relativamente a biodisponibilidade
oral, a resisténcia e a toxicidade. Dois exemplos deste tipo de complexos sdo a satraplatina
(também designada por JM216) (1.10) e a LA-12 (1.11). A satraplatina esta sendo investigada para
a administracdo em estadios avancados do cancro da prdstata, do pulmao e do ovario. Tratando-se
de um pré-farmaco, é ativado por reducdo na presenca de agentes intracelulares redutores, como
a glutationa e o acido ascérbico, entre outros, demonstrando baixa nefrotoxicidade,
neurotoxicidade e ototoxicidade. A LA-12 é um analogo da satraplatina, que apresenta um grupo
hidrofébico (adamantilamina) o que promove a entrada nas células cancerigenas. Estudos in vitro
demonstraram ser mais eficiente do que cisplatina no que respeita a células do carcinoma do ovario

resistente A2780cisR, causando um aumento dos niveis de P53 e altera¢des no ciclo celular.’’
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Apesar da cisplatina e de outros farmacos baseados na platina terem sucesso na clinica,
estes apresentam varios efeitos adversos, nomeadamente nefrotoxicidade, mielossupressdo,
neurotoxicidade, ototoxicidade, entre outros. Para contornar esta questdo, houve a necessidade
de procurar novos centros metalicos de modo a contrariar as desvantagens apresentadas pelos

complexos de platina.*

1.3.2 Complexos metalicos alternativos a platina

Para além do uso da platina na sintese de novos complexos com atividade terapéutica,
também foram testados outros metais de transi¢ao tais como o ferro, o cobalto, o ouro, o titanio,
o galio e o ruténio. Normalmente, estes complexos apresentam vantagens em relagdo aos de
platina, uma vez que exibem uma variedade de estruturas e estereoquimicas, locais de
coordenacdo adicionais quando em complexos octaédricos, diferentes afinidades com os ligandos
e mudancas do estado de oxidagdo.*

O ferro tem um papel importante em muitos sistemas bioldgicos, nomeadamente na
sintese de DNA e no crescimento e na proliferacao celular. Ao longo dos tempos, tém sido
estudados complexos de ferro com diferentes ligandos, de modo a terem aplicabilidade
terapéutica. O sucesso do complexo de Fe(ll) do glicopeptideo bleomicina, que causa quebras na
cadeia dupla do DNA, usado no tratamento do cancro, promoveu a investigacdo de novos
complexos deste metal. Muitos outros surgiram, entre os quais se destacam os complexos
qguelantes de Fe(ll/Ill), complexos contendo um grupo ferrocenilo e complexos Fe(ll/lll) de
polipiridilo. Dois exemplos ilustrativos desses novos complexos sintetizados sdo o DEMFc* (1.12), o

qual apresenta um grupo ferrocenilo e 0 1.13, onde est3o presentes varios ligandos piridilo.*?
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1.12 1.13

Complexos de ouro com fosfinas e ligandos de carbeno, ditiocarbamatos e porfirinatos tém
sido também desenvolvidos e avaliados in vitro e in vivo. Estes compostos partilham propriedades,
nomeadamente o facto de inibirem a tiorredoxina redutase (TrxR), o DNA e a ligacdo proteica,
provocando a disfuncdo mitocondrial e a indugdo de apoptose. Complexos de Au(l)/Au(ll) de
derivados do imidazole foram avaliados em linhas celulares de cancro do ovario e de cancro da
mama, verificando-se que os compostos 1.14 e 1.15 apresentaram citotoxicidade mais elevada do
gue a cisplatina. Muitos dos complexos testados apresentavam citotoxicidade mais elevada para
células tumorais que eram resistentes a cisplatina, indicando assim que o mecanismo de acado seria

diferente para os complexos de ouro.?’

\ \
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No caso do cobalto, este metal tem a capacidade de apresentar trés estados de oxidagao
(+1, +2 e +3), adotando uma geometria octaédrica. Recentemente, varios complexos de Co(ll) e
Co(lll) com bases de Schiff demonstraram possuir atividade anticancerigena. O complexo de Co(ll)

contendo um derivado de morfolina, 4-(4-aminofenil), apresentou baixa atividade contra células de
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carcinoma hepatocelular (HepG2), exibindo valores de ICsp (concentracdo média inibitdria) na
ordem dos milimolares.*® Pelo contrdrio, o complexo de Co(ll) contendo 2,6-bis(2,6-
dietilfeniliminometil)piridina exibiu melhores valores de citotoxicidade contra adenocarcinoma

colorretal (HCT-15) e contra cancro do colo do utero (Hela), com valores de ICso entre 45 e 100
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Ligandos bidentados do tipo N,N’-bis(2-cloroetil)etilenodiamina (BCE) e N,N’-bis(2-
cloroetil)etilenodiamina (DCE), foram utilizados para preparar uma série de complexos de Co(lll)-
acetilacetonato estaveis (1.16a-c e 1.17a-c) com seletividade para células em hipoxia. Estudos de
citotoxicidade mostraram que o 1.16b era o complexo mais eficaz, apresentando elevada
citotoxicidade contra células de cancro da mama (EMT6).%

Muitos complexos de ruténio apresentam atividade antitumoral, particularmente contra
cancros em fase metastatica, sendo uma alternativa aos de platina, pois a sua toxicidade é mais
baixa, apresentam diferentes mecanismos de a¢do e também um vasto espetro de atividade. Dois
exemplos ilustrativos sdo o NAMI-A (1.18) e o KP1019 (1.19). O NAMI-A mostra atividade seletiva
contra metastases, nomeadamente para metastases de cancro do pulmao, mas nao é eficiente na
reducdo de tumores primarios. A ligacdo ao DNA é fraca, o que sugere que a atividade
antimetastatica ndo estd relacionada com lesGes no DNA. O KP1019 é seletivo para tumores
primarios, sendo altamente ativo em linhas celulares de cancro colorretal. Tem a capacidade de
interagir com o DNA e inibir a sua sintese, provavelmente através de diferentes mecanismos de

acdo.n
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1.3.3 Complexos de cobre

O cobre tem um papel importante na biologia, uma vez que tem capacidade de se reduzir
de Cu(l) ou oxidar a Cu(ll), com cada estado de oxidacdo a ter afinidades preferenciais para
diferentes grupos coordenantes. O Cu(l) tem afinidade para grupos tidis e tioésteres enquanto que
o Cu(ll) coordena preferencialmente com grupos que tenham na sua constituicdo oxigénio e
nitrogénio.*®

Os ides de Cu(l) tém uma configuracdo d*°e s3o capazes de formar complexos com ligandos
gue tenham carateristicas dadoras fracas como aqueles que contenham tioésteres, enxofre, fosforo
e nitrogénios aromaticos. Estes complexos podem ter uma geometria linear, trigonal ou entdo
tetraédrica. Ja os ides de Cu(ll) ttm uma configuracdo d°, com uma coordenacdo de 4-6 ligandos,
favorecendo geometrias como a quadrangular plana, bipiramidal trigonal e a octaédrica,
permitindo assim a obteng¢do de uma grande variedade de complexos com denticidades e tamanho
diferentes.*®4

Tém sido desenvolvidos vdrios complexos de Cu com diferentes finalidades,
nomeadamente para exercerem alguma atividade anticancerigena (1.21 e 1.22), antiviral, anti-
inflamatdria (1.23 e 1.24), antimicrobiana (1.25) e até mesmo para aplicagdes cosméticas. Contudo,
apesar de todo o trabalho desenvolvido na investigacdo, existe um grande obstaculo que é a

passagem dos estudos in vitro para os ensaios in vivo.*
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Ao longo dos anos, tem sido demonstrado que o cobre tem a capacidade de matar
bactérias, leveduras e virus, supondo-se que os ides de Cu sdo libertados levando a uma interrupcao
da membrana celular da bactéria o que provoca a morte celular. A entrada de ides Cu na bactéria
leva a producdo de ROS (do inglés reactive oxygen species) e a degradacdo de DNA plasmidico.*

Complexos de cobre sintetizados como agentes anticancerigenos tém demonstrado que
induzem a morte das células tumorais através de vdrios mecanismos, incluindo a inibi¢dao do
proteassoma, a producdo de ROS, lesdes no DNA, entre outros.*’

O cobre tem sido usado como um substituto da platina, uma vez que é melhor tolerado
pelo organismo, devido a existéncia de vias bioldgicas naturais que permitem regular os niveis de

Cu e a excrecdo deste metal quando necessario.*

A importancia da homeostasia do cobre no organismo

Os sais de cobre s3o necessarios ao organismo, sendo a sua concentra¢do fisioldgica
regulada por mecanismos que envolvem a ceruloplasmina e a albumina no figado, a fim de regular
0s niveis no sangue, e também proteinas transportadoras de cobre (CTR1 e Cu ATP7A/B) a nivel

celular. O cobre atua como cofator de enzimas envolvidas no metabolismo, homeadamente a
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citocromo C oxidase, a superoxido dismutase que atua na destruicdo de ROS, a tirosinase envolvida
na sintese de melanina, a dopamina-B-hidroxilase que atua na sintese de dopamina, etc. Contudo,
um excesso dos niveis de cobre pode ser tdxico para células saudaveis levando a producao de ROS

e de NOS (do inglés nitrogen oxide species), dai a homeostasia do cobre ser altamente regulada.*’~

49

Doencas associadas ao cobre incluem mutacgdes ligadas ao cromossoma X em ATP7A, o qual
codifica as ATPases transportadoras de Cu, que levam a producdo de enzimas disfuncionais
truncadas, resultando numa ma distribuicdo do cobre e tornando-se assim uma condicdo fatal
conhecida como Sindrome Menkes. A perda funcional da ATP7A faz com que o cobre seja
acumulado no organismo, principalmente em tecidos como o intestino delgado, com deficiéncia de
cobre sistémica o que provoca neurodegeneracdo e surgimento de anomalias. Pelo contrdrio, a
doenca de Wilson, causada por mutacdes em ATP7B, resulta num aumento de producdo de cobre

e na sua acumulac3o, levando a danos de tecidos como o figado, o cérebro, os rins e a cérnea.*®

1.4 Imidazois

Imidazdis sdo compostos heterociclicos constituidos por um anel planar de 5 membros,
soluveis tanto em dgua como noutros solventes polares. Sdo moléculas anfotéricas, comportando-
se como acidos e bases. Apresentam uma polaridade elevada, com um momento dipolar de 3,61
D e podem ser encontrados em duas formas tautoméricas, devido ao facto do 4tomo de hidrogénio

poder estar localizado em qualquer um dos dtomos de nitrogénio.>%>?

N NH
[ Y 14 P!
N N
H
Figura 1.6 Estrutura quimica do imidazole.

O imidazole é considerado um composto aromatico, uma vez que apresenta um sistema de
6 eletrbes i, constituido pelo par de eletrées do &tomo de nitrogénio do NH e pelas duas ligacbes

duplas do anel.>®
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Iz

Figura 1.7 Estruturas das formas de ressonancia do imidazole.

A primeira vez que foi sintetizada foi em 1858 por Heinrich Debus, contudo na década de
1840 ja tinham sido descobertos alguns derivados do imidazole. Debus utilizou glioxal e
formaldeido em amodnia para preparar o imidazole. Embora este método de sintese apresente
rendimentos baixos, ainda continua a ser usado para formar imidazéis C-substituidos. >*

O anel do imidazole é encontrado na estrutura de diversas moléculas bioldgicas,
nomeadamente em componentes do ser humano que tém grande relevancia biolégica, como o
aminodcido histidina, a vitamina B12, a proteina histamina, a biotina, e faz parte da estrutura base
do DNA e das purinas.>®

Estudos tém demonstrado que os derivados de imidazéis apresentam varias atividades
farmacolégicas, nomeadamente antimicrobiana, antifungica, anti-inflamatéria e analgésica,
antiviral, anticancerigena, antidepressiva, entre outras. Compostos desta familia tém sido
sintetizados e avaliados e, nalguns casos, tém demonstrado melhores efeitos farmacoldgicos e
menor toxicidade em relagdo a alguns farmacos comerciais.>?

No que diz respeito a atividade antitumoral, os imidazdéis podem interferir com a sintese do
DNA por interagdes como liga¢cGes de hidrogénio, ligacGes coordenadas, e levar a uma interrupc¢ao
no crescimento e divisdo celular. Os imidazdis tém a capacidade de se ligar facilmente a proteinas
comparativamente a outros anéis heterociclicos.>

Ao longo dos anos, tem havido um empenho continuo no desenvolvimento de novos
agentes antitumorais baseados em novos imidazois, tendo como alvo enzimas ou recetores como
as topoisomerases, os microtubulos, a enzima citocromo P450, o TGF-B (do inglés transforming

growth factor-8), o DNA, entre outros.>*>*

1.4.1 Imidazdbis como inibidores da topoisomerase

Como ja mencionado anteriormente, a topoisomerase tem um papel importante no
crescimento celular, na apoptose, na transcricdo e em outros processos celulares reguladores. Os
agentes que tém como alvo esta enzima, podem ndo sé estabilizar o complexo formado entre a

topoisomerase e a molécula de DNA, mas também controlar a replicagdo e a transcricdo do DNA
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nas células tumorais. Os inibidores da topoisomerase ja usados na clinica, o topotecano e o
irinotecano, apresentam baixa solubilidade, curta duracdo de acdo e alta toxicidade associada a
resisténcia pelo seu uso prolongado. O facto do anel do imidazol ser capaz de estabelecer ligacdes
de hidrogénio devido a presenca de dois &tomos de azoto, melhora a sua solubilidade na agua,
fazendo com que esta estrutura seja introduzida noutros compostos bioativos. Dois compostos
baseados em imidazdis desenvolvidos como inibidores da topoisomerase, sdo o indimitecano (1.26)

e a camptotecina (1.27a) e um seu derivado (1.27b).>3

1.27a: R1=H, R2 = H Camptotecina
1.27b: R1= Et, R2 = (\N

—0 NJ/
M

1.26

3

O indimitecano que contem o imidazole é um potencial candidato antitumoral, com melhor
solubilidade na 4gua para o tratamento de tumores sdlidos refratdrios. Comparando com os
inibidores convencionais da topoisomerase |, o indimitecano sem a unidade lactona labil torna-se
mais estavel. Além disso, pode induzir quebras de DNA mais tardias, quebra em posicoes especificas
da topoisomerase |, ligacdo com diferentes locais do alvo e causar o bloqueio do ciclo celular nas
fases S e G2-M.>3

A partir da camptotecina (1.27a, CPT), e com a introdugdo de grupos etilo e imidazole nas
posi¢des 7 e 10, obteve-se o composto 1.27b, que revelou valores de ICso mais baixos de 0,16 uM
para as células do cancro da mama da linha MCF-7 e de 0,06 UM para as células do cancro do célon
HCT-8, cujo valor é comparavel ao do topotecano (0,15 e 0,07 uM), mas inferior para a

camptotecina (0,02 e <0,01 uM) para as mesmas linhas celulares.>
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1.4.2 Imidazdis como inibidores da polimerizagao dos microtubulos

Os microtubulos estdo envolvidos na formacgdo e no desaparecimento do fuso mitdtico, que
é responsavel pela separagao dos cromossomas duplicados durante a divisdo celular. Uma
interrup¢do na formagdo dos microtubulos resulta na paragem do ciclo celular e consequente
morte das células, mecanismo de a¢do dos taxanos, dos alcaloides vinca e das combretastatinas
que tém como alvo a tubulina.>

No entanto, também moléculas baseadas em imidazdis estdo a ser estudadas, como é o
caso de andlogos do N-metilimidazole 1.28a e 1.28b, em que ambos apresentaram boa atividade
inibitéria para a polimerizagdo da tubulina em células do endotélio do cordao umbilical humano. O
composto 1.28b, dibromado, exibe uma inibicdo seletiva para as células do cancro do colo do utero
KB-3-1 e da préstata PC-3, indicando uma potencial atividade antiangiogénica em tumores

s6lidos.>®°7

0
H,CO R F OCH, HoCO
3
N\ —R
Sala -
H,CO
__ OCH,4
Hsc/N\7N
CH,
1.28a=R =1 1.29a =R =CH,
1.28b =R =Br 1.29b=R=H

Um outro composto desenvolvido foi o 1.29a, o qual apresenta um grupo carbonilo ligado
ao imidazole, e que demonstrou ter atividade antitumoral por inibicdo da polimeriza¢do da tubulina
em linhas celulares do cancro da prdstata e melanoma. Mostrou ser eficaz na inibicdo do
crescimento das linhas celulares resistentes MDA-MB-435 e MDA-MB-435/LCC6MDRI com valores
de ICsp de 67 e 83 nM respetivamente, e possui melhor indice de resisténcia a farmacos (R=0,9)
guando comparado com o paclitaxel (ICso=465 e 16 nM, R=29). O composto 1.29b revelou ser um
potencial candidato antitumoral nas linhas A375, LNCaP e PPC-1 com valores de ICso entre 9 e 12
nM, que podem ser justificadas com o facto do composto formar liga¢des de hidrogénio e ligar-se

a sitios especificos da tubulina como ASP251, LEU252 e THR179.%®
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1.4.3 Imidazdis como inibidores do citocromo P450

O citocromo P450 (CYP) é uma classe de hemoproteinas envolvidas em processos
metabdlicos e com a capacidade de ativar agentes carcinogénicos que estdo implicados como
fatores de risco do cancro. O fadrozole (1.30) e o letrozole (1.31a) tém sido recomendados pela
FDA como farmacos de primeira linha para o tratamento do cancro da mama.>?

A substituicdo do anel de triazole no letrazole (1.31a) por uma unidade de imidazole, origina
o composto 1.31b, que revelou possuir uma melhor atividade inibitéria do CYP19 (ICso=4 nM), em
comparag¢do com o letrozole (ICsp=8 nM). Também demonstrou uma eficacia antitumoral (40%
inibicdo) para a linha celular epitelial humana de glandula supra-renal H295R, valor este superior

ao do letrozole para a concentrac¢do de 10 nM (10% inibi¢do).°

N
N \
o~ .
N
NC O I CN
CN
1.30 1.31a: R = N Letrozole

1.32b: R =CH

1.4.4 Imidazdis como inibidores do TGF-B

O TGF-B) é uma proteina envolvida na modelacdo da proliferacdo e da diferenciacdo
celulares através do recetor ALK5 (do inglés like kinase 5 activin), sendo a sua inibicdo uma das
estratégias utilizadas para diminuir os niveis de TGF-B observados pelo cancro. Verificou-se que
fragmentos de piridina e imidazdis apresentam eficacia na inibicdo de ALK5, como demonstram os
compostos 1.32 e 1.33.%° 0 composto 1.32 é um excelente inibidor do ALK5 (IC50=0,034 uM) com
seletividade para outras kinases. Estudos de docking do composto 1.32 mostraram que este se liga
ao local ativo do ALKS e que o anel de imidazole poderia formar liga¢Ges de hidrogénio com ASP351
facilitando a ligacdo ao local ativo.®* O composto 1.33 é um potente e seletivo inibidor do TGF-B,

inibindo 50% da atividade de ALK5 para uma concentracdo de 100 nM.>3

29



Capitulo I - Introdugao

AN
| H
Z N =
H,C N l
\ / NS N
N N —~ \
NH
,—~ -
NVN \ ~3
H,N
Y N/
1.32 1.33

1.4.5 Imidazéis que atuam diretamente no DNA

Agentes que se ligam seletivamente a sequéncia de DNA s3o potencialmente Uteis para
direcionar e modular a expressdo de genes associados ao crescimento de células tumorais.
Compostos com heterodtomos como azoto, enxofre e oxigénio podem aumentar a interacdo de
complexos através das ligacdes de hidrogénio formadas com o DNA e depois perturbar a cadeia
dupla de DNA.>?

Muito recentemente, foi descoberto que as poliamidas derivadas do aminoimidazole, de
baixo peso molecular, como a diaminoimidazole (1.34), eram capazes de se ligar especificamente
com afinidade elevada a sequéncia de DNA (Keq=1,5x10” M) do que o seu equivalente monoamino/
monocatidnico (Keq=4,8x10° M™.62 A combinacdo de uma unidade alquilante com derivados do
imidazole originou o composto 1.35, que diminui significativamente o crescimento de células Hela.
No entanto, a substituicdo desse anel de imidazole por pirimidina, piridazina, piridina ou

benzimidazole reduziu a sua atividade antitumoral.>
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Derivados do imidazole podem também ser encontrados como constituintes de farmacos
ja usados na clinica, no tratamento do cancro, mais concretamente na dacarbazina (1.36) (inibidor
de purinas), na azatioprina (1.37) (pos droga da mercaptopurina, que é um inibidor da sintese do
DNA), na temozolomida (1.38) (agente alquilante), no 4cido zoledrdnico (1.39), no tipifarnib (1.40)
e no nilotinib (1.41). Contudo estes farmacos ndo sdo usados nem no tratamento do cancro da

mama nem do colorretal.’*
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Com base na grande diversidade de propriedades apresentadas pelos imidazdis e dos seus
derivados, estes compostos tornaram-se muito atrativos para os investigadores, que se tém
dedicado a sintetizar novos agentes quimioterapéuticos fazendo modificagcdes nas estruturas dos
imidazéis, de modo a encontrarem novos agentes terapéuticos.

Como foi referenciado ao longo do texto, existe uma constante procura e desenvolvimento
de farmacos com potencial antitumoral. Estes compostos sdo diferentes entre si, mas a maioria
partilha das mesmas desvantagens como a passagem de estudos in vitro para estudos in vivo, os
efeitos secundarios no uso do farmaco, ou a resisténcia por parte das células tumorais. Posto isto,
e chegando a conclusdo de ainda ndo se ter conseguido sintetizar farmacos que contrariem essas

desvantagens, é necessario que o desenvolvimento cientifico continue.
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Os complexos metalicos de Cu tém vindo a revelar resultados promissores no tratamento
do cancro e os compostos derivados dos imidazéis com diferentes alvos, tem sido reportado na
literatura, no combate da doencga. Contudo a combinacao destes dois compostos poderia revelar-
se algo promissor e onde se deveria investir. Assim sendo, e numa tentativa de colmatar essa falha
ainda na investigacdo, o desenvolvimento deste trabalho terd como base a sintese de complexos
de Cu(ll) derivados do imidazole e posterior avaliacdo da sua atividade antitumoral em linhas

celulares tumorais.
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Capitulo II- Sintese de Complexos de Cu(II)
derivados do Imidazole

2.Sintese de Complexos de Cu(ll) derivados do Imidazole

Este trabalho teve como objetivo a sintese de novos complexos de Cu(ll) contendo ligandos
derivados do imidazole, para posteriormente serem sujeitos a estudos in vitro, nomeadamente a
avaliacdo da atividade antitumoral em varias linhas celulares.

Um trabalho de doutoramento anteriormente realizado no Instituto de Biofisica da
Faculdade de Medicina da Universidade de Coimbra em parceria com o grupo de Organica do
Departamento de Quimica da Faculdade de Ciéncias e Tecnologia da Universidade de Coimbra,
onde foram sintetizados complexos *™Tc modificados com ligandos derivados do 4-nitroimidazole
para serem utilizados na detecdo de hipoxia tumoral, foi o ponto de partida para este projeto. Os
resultados obtidos mostraram que estes complexos conseguiam acumular seletivamente nas
células tumorais e, assim, permitiam a visualizagdo desses tecidos onde os niveis de oxigénio eram
reduzidos.®

Em consequéncia, e uma vez que os complexos conseguiam penetrar nas células tumorais,
pensou-se em substituir o tecnécio por cobre com a finalidade de este induzir citotoxicidade as
células tumorais. Trabalhos anteriores realizados pelos dois grupos de investigacdo, ja haviam
demonstrado que os complexos de cobre modificados com ligandos do tipo salen apresentaram
elevada atividade citotdxica em relacdo a varios tipos de linhas celulares tumorais.®* Tal como foi
descrito no primeiro capitulo, os complexos de Cu(ll) apresentam atividade bioldgica, sendo
capazes de induzir a morte celular. Também no caso dos imidazéis foram desenvolvidos alguns
compostos com este nucleo como agentes antitumorais, que atuavam em enzimas ou em
recetores. Decidiu-se entdo, combinar estes dois compostos, de forma a obter novos complexos de

Cu(ll) com uma possivel atividade antitumoral.

Neste capitulo encontra-se descrita a primeira parte do trabalho laboratorial que deu
origem a esta disserta¢do, que consistiu na obtenc¢do dos novos complexos de Cu(ll) contendo

ligandos derivados do imidazole. Neste estudo foram usados trés imidazois diferentes, como
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reagentes, o 4-nitroimidazole, o 1-(3-aminopropil)imidazole e o benzoimidazole, que foram
modificados de modo a obter ligandos com diferentes carateristicas.

Como ja mencionado no primeiro capitulo, o imidazole foi sintetizado pela primeira vez em
1858 por Heinrich Debus, usando glioxal e formaldeido em amdnia como reagentes, de modo a

obter o imidazole.

Rl N
L
N
RZ H

Esquema 2.1 Representacdo da sintese do imidazole realizado por Heinrich Debus.
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Esta reacdo ocorre em dois passos, sendo que no primeiro ocorre uma reacao de
condensagao entre os grupos carbonilo do glioxal e a amdnia, formando uma diimina e libertando
duas moléculas de agua. No passo seguinte, a diimina reage com o formaldeido, obtendo-se o
imidazole, com libertagdo de mais uma molécula de agua.

Uma vez que existem varios derivados do imidazole comercialmente acessiveis, neste
trabalho utilizaram-se trés desses derivados como reagentes de partida que foram objeto de vdrias

modifica¢des de estruturas que serdo descritos nos subcapitulos 2.1, 2.2 e 2.3.

2.1 Sintese de derivados do 4-nitroimidazole

A sintese deste conjunto de ligandos foi efetuada utilizada uma sequéncia sintética de dois
passos, em que a primeira etapa passou por sintetizar um precursor, o 1-(2-bromoetil)-4-
nitroimidazole, que posteriormente foi reagido com as trés aminas distintas: a ciclo-hexilamina, a
morfolina e a piperidina.

Este conjunto de trés ligandos ja tinham sido anteriormente sintetizados pelo grupo de

investigacdo de Quimica Orgéanica e utilizados no trabalho de Doutoramento acima mencionado.®
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2.1.1 Sintese de 1-(2-bromoetil)-4-nitroimidazole

O 1-(2-bromoetil)-4-nitroimidazole (2.2) foi obtido por tratamento do 4-nitroimidazole
(2.1) com excesso de 1,2-dibromoetano, em refluxo de acetonitrilo, na presenca de carbonato de
potassio e de vestigios de iodeto de sddio, que funcionou como catalisador, durante 24h (Esquema
2.2). Apds a evaporagdo do solvente, o produto foi sujeito a uma extracdo em diclorometano/agua
e purificado por cromatografia em coluna de gel de silica usando como eluente acetato de
etilo/hexano numa relagdo de 3:1. Obteve-se um sélido amarelo péalido com um rendimento de
55% cuja pureza foi confirmada por RMN 'H e RMN 3C.

E de salientar que nesta reac3o ocorre a formacdo de um produto secundario, o 4-nitro-1-
vinil-1H-imidazole, resultante da eliminacdo de HBr a partir do produto 2.2, o que justifica, em

parte, o baixo rendimento obtido.

N= Br N=\
):/\NH - B—>r/\/ )\/N_\_
=
= - Br
O,N Nal, Acetonitrilo O,N
Refluxo 24h
2.1 2.2

Esquema 2.2 Representagdo da sintese do 1-(2-bromoetil)-4-nitroimidazole a partir do 4-nitroimidazole.

2.1.2 Sintese de ligandos derivados do 4-nitroimidazole

Apds a obtengdo do composto precursor, procedeu-se a reagao deste com ciclo-hexilamina,
morfolina e piperidina (Esquema 2.3). A utilizagdo destas trés aminas teve por objetivo obter
ligandos que coordenassem de forma bidentada com o cobre, mas que apresentassem
carateristicas estruturais diferentes (uma amina secundaria, menos impedida e duas aminas
tercidrias mais impedidas e com diferentes polaridades). O procedimento utilizado foi o mesmo
para os trés ligandos, tendo-se feito reagir 1 equivalente molar de 1-(2-bromoetil)-4-nitroimidazole
(2.2) com 1,2 equivalente molar de cada uma das aminas e 1 equivalente molar de carbonato de
sodio, em refluxo de acetonitrilo, durante 24h. Terminado o tempo de reagdo, os sais de carbonato

foram filtrados e os produtos sujeitos a cromatografia em coluna de gel de silica.
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Esquema 2.3 Esquema da sintese e rendimentos dos ligandos derivados do 4-nitroimidazole a partir do 1-
(2-bromoetil)-4-nitroimidazole

A N-(2-(4-nitro-1H-imidazole-1-il)etil)ciclo-hexilamina (2.3), a N-(2-(4-nitro-1H-imidazole-1-
il)etil)morfolina (2.4) e a N-(2-(4-nitro-1H-imidazole-1-il)etil)piperidina (2.5) foram purificadas por
cromatografia em coluna de gel de silica usando como eluentes acetato de diclorometano/metanol
90:10, diclorometano/metanol 98:2 e acetato de etilo/metanol/dietilamina 100:10:3
respetivamente, tendo sido confirmada a pureza dos compostos por RMN 'H e RMN 3C. A excecdo
do 2.3, o qual se apresentava sob a forma de um éleo viscoso amarelo, os outros dois produtos
eram soélidos amarelos. Os compostos 2.3-2.5 foram obtidos com rendimentos moderados (39 e

76%) (Esquema 2.3).

2.2 Sintese de derivados do 1-(3-aminopropil)imidazole

Partindo do 1-(3-aminopropil)imidazole foram sintetizados quatro ligandos diferentes. Este
conjunto de ligandos apresenta carateristicas estruturais bastante diferentes do conjunto anterior:
sdo ligandos tridentados; ndo apresentam um grupo -NO; que se sabe que permite, através de
vérias reacbes de reducdo®, a entrada em células em hipoxia; sdo ligandos do tipo salen que ja
mostraram coordenar de forma muito eficiente com metais e exibir atividade citotodxica;
apresentam atomos de halogéneo no anel aromatico, o que se sabe poder aumentar a atividade
citotéxica de alguns compostos. O objetivo, é, por conseguinte, aliar a presenga do nucleo do
imidazole com a presenca de salens, de modo a estudar o seu efeito na atividade citotdxica dos

complexos de cobre.
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O composto de partida apresenta um grupo amina, o qual foi modificado por reacdao com o
grupo carbonilo dos diferentes salicilaldeidos, formando uma ligacdo N=C, caracteristica de
compostos do tipo salen. Nestes ligandos variou-se o tipo e o nimero de dtomos de halogéneos de
modo a observar-se a influéncia destes na atividade antitumoral.

A partir do 1-(3-aminopropil)imidazole, procedeu-se a sintese dos compostos 2.7-2.10,
fazendo-o reagir com os seguintes salicilaldeidos: 5-cloro-2-hidroxibenzaldeido, 5-bromo-2-
hidroxibenzaldeido, 3,5-dicloro-2-hidroxibenzaldeido e 3,5-dibromo-2-hidroxibenzaldeido. O
procedimento foi idéntico para os quatro compostos, tendo-se feito reagir 1 equivalente molar de
1-(3-aminopropil)imidazole com 1 equivalente molar do saliciladeido, na presenca de silica ativada
como catalisador, durante 1h30 em banho de ultrassons (Esquema 2.4)%. A sintese de iminas por
ultrassons apresenta varias vantagens, nomeadamente a diminuicdo do tempo de reagdo e do
consumo de energia (evitando a necessidade de aquecimento).

Os ligandos foram purificados por cromatografia em coluna de gel de silica usando como
eluente diclorometano/metanol na razdo 90:10, tendo sido obtidos na forma de éleos amarelos
com rendimentos que variaram entre 32% e 70%. Os espetros de RMN *H e RMN *3C confirmaram

a presenca dos compostos.

(0] N
N e )
7\ OH N
N i
—_—
etanol N
K/\ 1h30 min, ultrassons
NH

= Rl

2 HO
RZ
2.6 2.7-2.10
Ligando R: R Rendimento
2.7 Cl H 32%
2.8 Br H 46%
29 Br Br 70%
2.10 Cl cl 68 %

Esquema 2.4 Esquema da sintese dos ligandos derivados do 1-(3-aminopropil)imidazole
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2.3 Sintese de derivados de benzoimidazole

O benzimidazole (2.11) é um composto aromatico biciclico, resultante da fusdo do benzeno
com o imidazole. O benzoimidazole pode ser sintetizado por reacao do orto-fenilenodiamina com
acido férmico. O nucleo benzoimidazole apresenta atividade bioldgica, encontrando-se presente
em compostos com atividade antimicrobiana, antiviral, antitumoral, anti-inflamatdria, etc. Estas
carateristicas tornam este nucleo um precursor interessante para o desenvolvimento de novos
compostos com potencial atividade farmacolégica.

Assim, partindo do benzoimidazole e de modo semelhante ao procedimento descrito para
os compostos 2.3-2.5, o ligando 2.13 foi obtido numa sequéncia sintética de dois passos, tendo
inicialmente sido preparado o precursor 1-(2-bromoetil)-1H-benzoimidazole (2.12), que

seguidamente foi reagido com a ciclo-hexilamina.

2.3.1 Sintese do 1-(2-bromoetil)-1H-benzoimidazole

Inicialmente, preparou-se este ligando seguindo o mesmo procedimento usado para
preparar o composto 2.2. Um equivalente molar de benzoimidazole foi reagido com 4 equivalentes
molares de 1,2-dibromoetano, na presenca de 1 equivalente molar de carbonato de potdssio, em
refluxo de acetonitrilo e utilizando vestigios de Nal como catalisador. Contudo, apds purificacado por
cromatografia em coluna de gel de silica usando como eluente acetato de etilo/hexano 7:1,
verificou-se que o rendimento obtido era muito baixo. De modo a tentar melhorar este rendimento,
foram ensaiadas outras condi¢des da reagdo. Assim, em vez de carbonato de potdssio e iodeto de

sédio, foi usado DBU (do inglés 1,8-Diazacyclo[5.4.0]undec-7-ene]) como catalisador (Esquema 2.5).

/\/Br N
\> o >
DBU, Acetonitrilo N
Refluxo 18-24h

Br

2.11 2.12

Esquema 2.5 Sintese de 1-(2-bromoetil)-1H)-benzoimidazole a partir do benzoimidazole
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O composto 2.12 foi isolado por cromatografia em coluna de gel de silica usando como
eluente diclorometano/metanol 95:5, sendo obtido um sélido de cor amarelo palido. A presenca
do composto puro foi confirmada por espetroscopia de RMN e este foi obtido com um rendimento

de 21 %.

2.3.2 Sintese do 2-(1H-benzoimidazole-1-il)etil)ciclo-hexilamina

Obtido o precursor anteriormente descrito, procedeu-se a sintese do composto 2.13,
utilizando um procedimento andlogo ao seguido para a formacdo dos compostos 2.3-2.5. Utilizou-
se carbonato de potdssio para neutralizar o acido bromidico formado ao decurso da reagdo e Nal
como catalisador (Esquema 2.6). Foi obtido um dleo amarelo, apds cromatografia em coluna de gel

de silica usando como eluente diclorometano/metanol 90:10.

N N
y O =7
—_— >
N Acetonitrilo, N
Refluxo 24h
: -0
2.12 2.13

Esquema 2.6 Sintese de 2-(1H-benzoimidazole-1-il)etil)ciclo-hexilamina a partir de 1-(2-bromoetil)-1H)-
benzoimidazole

2.3.3 Sintese do 2-(clorometil)-1H-benzoimidazole

Com o objetivo de obter outros compostos derivados do benzoimidazole com substituintes
na posi¢do 2 do anel, procedeu-se a sintese do 2-(clorometil)-1H-benzoimidazole.

Como primeira tentativa, comegou-se por fazer reagir 1 equivalente molar de orto-
fenilenodiamina (2.14) com 1 equivalente molar de dcido monocloroacético em refluxo de HCI 4M,
durante 3 horas (Esquema 2.7). Apds arrefecimento da reac¢do, e sob um banho de gelo, adicionou-

se amonia para basificar a solugao. Formou-se um precipitado amarelo palido que foi recristalizado
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em metanol a quente. No entanto, apds anélise de RMN *H, verificou-se que o composto ndo estava

puro, apresentando ainda quantidades aprecidveis de reagente.

NH, N
CICH,COOH
SO0 \>—CH2CI
HCl 4M
NH, N
2.14 2.15

Esquema 2.7 Representacdo da sintese de 2-(clorometil)-1H-benzoimidazole a partir de o-fenilenodiamina

Numa tentativa de melhorar o rendimento da rea¢do, aumentou-se o tempo de reacdo e a
concentracdo de HCI, que passou a ser 5M (de acordo com outros procedimentos descritos na
literatura®%®), tendo a reacdo sido controlada por TLC (do inglés thin-layer chromatography). Apds
isolamento verificou-se que o composto final obtido continuava a exibir um rendimento baixo e a
estar contaminado com uma quantidade aprecidvel de reagente.

Uma vez que os procedimentos seguidos, que se encontravam na literatura, apresentavam
rendimentos relativamente elevados, pensou-se que os baixos rendimentos obtidos neste trabalho
poderiam ser devidos ao facto da orto-fenilenodiamina ndo estar pura. Procedeu-se entdo a
recristalizagdo da orto-fenilenodiamina, de modo a aumentar o seu grau de pureza. Voltou-se
novamente a repetir a rea¢do, desta vez usando a orto-fenilenodiamina recristalizada, mas o
rendimento da reagdo permaneceu bastante baixo.

Numa Ultima tentativa, e recorrendo a um outro procedimento, similar ao da literatura®,
fez-se reagir 1 equivalente molar de orto-fenilenodiamina com 1,3 equivalentes molares de
cloroacetato de metilo, em HCl 4M. Deixou-se a mistura reacional sob agitacdo, a temperatura
ambiente, durante 4 horas e em refluxo durante outras 4 horas (Esquema 2.8). Posteriormente, foi
adicionado agua gelada e amdnia a mistura reacional, de modo a neutralizar a solugdo.

Ap0s filtracdo e lavagem com agua, foi obtido um sélido amarelo com um rendimento de
76%. Embora a reatividade relativa dos acidos e ésteres seja semelhante, o melhor rendimento
obtido com este procedimento pode dever-se ao facto de quando se utiliza o éster como reagente
é libertado metanol, para um meio aquoso, enquanto que quando o reagente é o acido liberta-se

H,0, e como a concentragdo desta no do meio ja é elevada, esta reagdo pode ser mais desfavoravel.
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NH, N
CICH,COOCH, \> CH.C]
—_— 2
HCl 4M
NH, N
2.14 2.15

Esquema 2.8 Representagao da sintese de 2-(clorometil)-1H-benzoimidazole a partir de orto-
fenilenodiamina usando cloroacetato de metilo

E de salientar que este composto foi obtido ja no final do trabalho experimental, pelo que

nao foi efetuada a sua reacdao com a ciclo-hexilamina, por falta de tempo.

2.3.4 Tentativa de sintese de (1H-benzoimidazol-1-il)metanamina

Foi ainda tentada a sintese do composto 2.16, com o objetivo de sintetizar salens derivados
do benzoimidazole, analogos aos compostos 2.7-2.10.

Para tal, fez-se reagir novamente a orto-fenilenodiamina (2.14) com a glicina, em refluxo
de acido cloridrico durante 1h30 (Esquema 2.9). Apds arrefecimento e a adigdo de amodnia, ocorreu
a formacdo de cristais que filtrados e recristalizados em etanol. A analise do produto por RMN *H,
revelou a presenga de uma pequena quantidade do composto pretendido, assim como de outros
compostos que apareciam como manchas intensas no TLC. A andlise de RMN 'H mostrou a presenca
de uma grande quantidade de reagente, 2.14, pelo que nao foi efetuada a purificagdo do produto

por cromatografia.

NH, N NH,
HCI, Glicina \>_/
—_—

N

NH, H

2.14 2.16

Esquema 2.9 Representagdo da sintese de (1H-benzoimidazol-1-il)metanamina a partir de o-
fenilenodiamina

Atendendo as dificuldades encontradas na sintese de 2.15, seria talvez util proceder a
sintese deste composto (2.16) utilizando o éster de glicina em vez da glicina. No entanto, por falta

de tempo, tal ndo foi tentado.
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2.4 Sintese dos complexos de Cu(ll) derivados de imidazdis

2.4.1 Sintese dos complexos Cu (Il) derivados do 4-nitroimidazole e do
benzoimidazole

Na sintese dos complexos de Cu(ll), fez-se reagir 2 equivalente do ligando anteriormente
sintetizados com 1 equivalentes de Cu(OAc),.H,0O em refluxo de metanol, durante 6h (Esquema
2.10). Os complexos metalicos precipitaram diretamente em metanol, por arrefecimento da
solugdo, e foram filtrados.

Os complexos metdlicos de cobre exibem diversos tipos de geometria, dependendo da
carga do metal, do tipo e da quantidade de ligando utilizado. As geometrias mais comuns de Cu(ll)
sdo a octaédrica, a piramidal quadrada e em menor extensdo a planar quadrada e a trigonal
bipiramidal.

No caso dos complexos 2.17-2.19, os ligandos utilizados na sua preparagao sao bidentados
do tipo N,N, com estequiometria metal:ligando 1:2, pelo que se espera a formagao de um complexo
contendo dois ligandos e dois contra-iGes acetato. A coordenacao efetuar-se-a provavelmente, pelo

N da posi¢do 1 do anel do imidazole e pelo N das aminas.

PN OAc
N
):/N/\/R Cu(0Ac),.H,0 CN :Clui N)
Metanol, refluxo N” | N
O,N OAc
2.3-2.5 2.17-2.19
Ligandos 2.3 24 2.5

- Ov O~ O

N
OAc
N N_ | _N
Cu(OAc),.H,0 C ~ou” )
—_—
N7 | N
Metanol, refluxo OAc

2.13 2.20

Esquema 2.10 Esquema da sintese dos complexos de Cu(ll) derivados do 4-nitroimidazole e do
benzoimidazole
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A pureza dos complexos foi verificada por TLC e estes foram caraterizados por
espetroscopia de infravermelho (IV).
Os complexos obtidos apresentavam tons de azul claro/ verde dgua com rendimentos entre

46% e 67% (Tabela 2.1).

Tabela 2.1 Rendimento dos complexos de Cu(ll) derivados do 4-nitroimidazole e benzoimidazole

Complexos de Cu(ll) Rendimento
2.17 46%
2.18 67%
2.19 55%
2.20 45 %

2.4.2 Sintese de complexos de Cu(ll) derivados do 1-(3-aminopropil)imidazole

Para a sintese dos complexos de Cu(ll) 2.21-2.24, a reacdo foi efetuada utilizando 1
equivalente do ligando e 1 equivalente de Cu(OAc),.H,0, em refluxo de metanol durante 6h
(Esquema 2.11). Por arrefecimento da mistura de reacdo, observou-se a cristalizacdo dos
complexos a partir do metanol, que foram posteriormente filtrados, obtendo-se compostos com
cor verde. Os complexos 2.21-2.24 foram obtidos com rendimentos entre 78% e 92% e a sua pureza
verificada por TLC, e foram ainda caraterizados por espetroscopia de infravermelho (Esquema
2.11).

Neste tipo de complexos a estequiometria metal:ligando é de 1:1, o ligando é tridentado
pelo que se espera que se estabelecam trés ligagdes entre o metal e o ligando, através do N da
posi¢do 1 do imidazole, do N da imina e do O do anel aromatico, ficando com um ido acetato como

contra-ido.
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N
3
N (0] OA
~. ~UAC
K/\N/ R, _ Cu(OAc),H,0 <©N

Metanol, refluxo

HO
R2
2.7-2.10 2.21-2.24
Complexos de R: R Rendimento
Cu(ll)
2.21 cl H 85%
2.22 Br H 92%
2.23 Br Br 78%
2.24 cl cl 90 %

Esquema 2.11 Sintese dos complexos de Cu(ll) derivados do 1-(3-aminopropil)imidazole

Os complexos sintetizados foram utilizados em estudos de atividade citotéxica em linhas

celulares tumorais, que serao descritos no capitulo 3.
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3. Estudos in vitro

Os complexos de Cu(ll) derivados do imidazole prosseguiram para estudos in vitro,
nomeadamente estudos de citotoxicidade, a partir dos quais se determinaram os efeitos dos
complexos de Cu (Il) na proliferacdo em duas linhas celulares de cancro da mama, a MCF-7 e a
HCC1806, e em duas de cancro colorretal, a LS1034 e a WiDr. Com o complexo que apresentou um
maior efeito na inibicdo da proliferacdo celular, prosseguiu-se para estudos de avaliacdo da
viabilidade celular e morte celular induzida, do ciclo celular, da producao intracelular de espécies
reativas de oxigénio e da presenca de GSH, uma defesa antioxidante, nas linhas celulares tumorais
HCC1806 e LS1034.7%7* Paralelamente, a seletividade dos compostos foi avaliada em duas linhas
celulares ndo tumorais, a HFF1 e a CCD841 CoN. Também foi realizado um estudo de
hemocompatibilidade, onde suspensdes de eritrécitos de sangue humano, foram expostas ao
composto mais promissor (2.20). Este ensaio permitiu através da quantificagdo da hemoglobina,
avaliar se o complexo de Cu(ll) induzia lesGes na membrana dos eritrécitos e, eventualmente,

perceber se haveria a possibilidade da administracdo do mesmo por via intravenosa.

3.1 Determinagao da proliferagao celular

O ensaio de MTT (do inglés 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide)
foi o método usado para avaliar a proliferagdo celular a partir do estudo da atividade metabdlica,
por colorimetria. Esta técnica permite quantificar as células metabolicamente ativas através dos
cristais de formazano formados, obtendo-se valores percentuais que s3o proporcionais a
proliferagao celular, por comparagdo com as condi¢des controlo das linhas celulares.

Inicialmente, incubaram-se, durante 48 h, as culturas celulares do cancro da mama e
colorretal que foram sujeitas a concentragdes crescentes para os complexos contendo ligandos
derivados do 4-nitroimidazole 2.17-2.19, complexos contendo ligandos derivados do 1-(3-
aminopropil)imidazole 2.21 e 2.22 e para o complexo derivado do benzoimidazole, 2.20. Essas

concentragdes variaram entre 1 e 200 uM. No entanto, para alguns casos, esse intervalo de
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concentracgoes foi posteriormente reduzido para 0,5-20 UM, como aconteceu para o complexo 2.17,
na linha celular HCC1806, e para o complexo 2.20, para todas as linhas celulares, dada a elevada
inibicdo da proliferagao celular. Como controlos, foram usadas células tratadas com igual volume
de solvente (DMSO (do inglés dimethyl sulfoxide) para os complexos 2.17-2.19 e 2.20 e DMF (do
inglés dimethylformamide) para os complexos 2.21 e 2.22) e que ndo foram sujeitas aos complexos
metalicos. Os valores de proliferagado celular obtidos nestas condi¢gdes corresponderam a 100% da
proliferagdo celular. E importante referir que ndo se encontrou um solvente apropriado que
permitisse dissolver os complexos 2.23 e 2.24, facto que limitou a prossecucdo dos estudos in vitro

com estes dois complexos.
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Figura 3.1 Curvas de dose-resposta correspondentes a atividade metabdlica (em percentagem) das linhas
celulares tumorais MCF-7, HCC1806, LS1034 e WiDr apds incubacdo de 48h com os complexos derivados do
4-nitroimidazole 2.17-2.19, complexos derivados do 1-(3-aminopropil)imidazole 2.21 e 2.22 e o complexo
derivado do benzoimidazole 2.20. Os resultados sdo apresentados como a média * desvio-padrio de, pelo
menos, trés experiéncias independentes realizadas em triplicado (n>9).
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Com os valores percentuais obtidos foram tracadas as curvas dose-resposta que foram
ajustadas a uma fungao considerando o melhor ajuste relativamente aos resultados experimentais.
Através destas curvas, foi possivel calcular a concentragdo do composto necessdria para inibir 50%
da proliferacdo celular, ou seja, os valores de ICso e que estdo apresentados na Tabela 3.1.

Analisando a Figura 3.1, verifica-se que a inibicdo da proliferacao celular é dependente do
complexo de Cu(ll) testado. Dos complexos testados, o complexo 2.20 é que apresenta uma maior
inibicdo da proliferacdo celular em todas as linhas celulares, sendo visivel pelas curvas dose-
resposta que apresenta.

Também se conclui que os efeitos induzidos pelos complexos de Cu(ll) dependem da linha
celular, havendo uma diminuicdo notéria da atividade metabdlica, principalmente apds incubacao
com os complexos 2.21 e 2.22, nas linhas celulares HCC1806 e WiDr, apesar de que nesta ultima,

concentragdes mais baixas de complexo induziram um aumento da proliferagao celular.

Tabela 3.1 Valores de ICso dos complexos de Cu(ll) testados nas quatro linhas celulares, apds 48h de incubagdo
e 0s seus respetivos valores de r?. Os valores de ICso dos complexos 2.18 e 2.19 n3o foram calculados uma

vez que eram superiores as concentragdes testadas nestes estudos.

Linha 2.17 2.18 2.19 2.21 2.22 2.20
Celular
1Cso r 1Cso r ICso r? I1Cso r? I1Cso r’ ICso  r?
(nM) (nM) (M) (M) (M) (nM)
MCF-7 22,2 0,94 - - 97,7 097 1459 0,98 13,55 0,98 6,57 0,99

HCC1806 29 098 793 091 42 097 3,9 0,89 10,2 0,89 1,2 0,92

LS1034 239 098 - -- 452 097 159 097 201 0,98 51 0,99

WiDr 50,5 0,99 - ---- ---- ---- 69,5 0,70 65,7 0,72 55 0,99

Com base nos resultados da Figura 3.1 e da Tabela 3.1, observa-se que, de um modo geral,
os complexos de Cu(ll) derivados do 4-nitroimidazole (2.17) e do benzoimidazole (2.20) contendo
na sua estrutura a ciclo-hexilamina, apresentam melhores resultados comparativamente aos
restantes compostos. Nas linhas celulares de cancro da mama, o composto 2.17 revelou ser o
segundo complexo mais citotdxico apresentando um ICso mais baixo (2,9 uM) para a linha HCC1806
do que para a linha MCF-7 (22,2 uM). Ja nas linhas celulares de cancro colorretal, o valor de ICso é
mais baixo para a linha LS1034 do que para a linha celular WiDr. No caso do complexo 2.20, este
composto é o complexo com maior atividade anti-proliferativa, com valores de 1Cso mais baixos,

quando comparados com os dos outros compostos, apresentando um ICso de 6,57 uM e 1,2 uM
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para MCF-7 e HCC1806, respetivamente. As linhas celulares LS1034 e WiDr apresentam valores de
ICsode 5,1 uM e 5,5 uM, respetivamente.

Os complexos de Cu(ll) derivados do 1-(3-aminopropil) imidazole 2.21 (clorado) e 2.22
(bromado), os quais foram dissolvidos em DMF, apresentaram em certas linhas celulares valores de
ICso mais baixos que os outros compostos, no entanto ao longo das experiéncias revelaram ser
instaveis e que se degradavam rapidamente.

Para os compostos 2.18, nas linhas celulares MCF-7, LS1034 e WiDr, e 2.19, na linha celular
WiDr, ndo foi possivel determinar os valores de ICsp por estes serem muito superiores as

concentragdes testadas.

Tabela 3. 2 Valores de ICso do complexo de Cu(ll) derivado do benzoimidazole 2.20 e dos farmacos usados na
quimioterapia convencional, apds 48 horas de incubacdo nas linhas celulares WiDr e MCF-7.7%73
a:incubacgdo com epirrubicina; b: incubagdo com carboplatina; c: incubagdo com Docetaxel; d: incubagdo com
5-FU; e: incubagdo com irinotecano; f: incubagdo com oxaliplatina

Linha Celular 2.20 Quimioterapia convencional
ICs0 (UM) r? ICs0 (UM)
MCEF-7 6,57 0.99 0,320°
>500°
11,90°¢
HCC1806 1,2 0.92 0,240°
271,14°
8,35¢
LS1034 5,1 0,99 238¢
47,5°
5,9f
WiDr 5,5 0,99 442,4°
38,7¢
21f

Comparando os valores de ICsp do complexo 2.20, apresentados na Tabela 3.2, com os
farmacos usados na clinica é possivel observar que este composto apresenta valores de 1Cso mais
baixos nas quatro linhas celulares estudadas, exceto no caso da epirrubicina, no tratamento para
células MCF-7 e HCC1806, em que a ordem de grandeza é dos nanomolar.

Para se perceber se o efeito antiproliferativo do complexo 2.20 era devido a presenca do
metal ou era inerente ao préprio ligando, o ligando derivado do benzoimidazole, 2.13, foi testado
nas mesmas concentragdes do complexo correspondente, 2.20.

Na Figura 3.2, é possivel observar que o efeito inibitério do composto 2.13 nas quatro linhas
celulares tumorais é pouco revelante, de modo que a proliferacdo varia entre 80% e 100%, valores

de proliferagdao muito elevados quando comparados com o efeito induzido pelo complexo 2.20, ja
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discutido anteriormente. Por esta razdao, nao foi possivel determinar valores de ICso para o

composto 2.13.
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Figura 3.2 Curvas de dose-resposta correspondentes a atividade metabdlica (em percentagem) das linhas
celulares tumorais MCF-7, HCC1806, LS1034 e WiDr apds 48h de incubagdo com o ligando derivado do
benzoimidazole, 2.13, e o respetivo complexo de Cu(ll), 2.20. Os resultados sdo apresentados como a média
+ desvio-padrdo de, pelo menos, trés experiéncias independentes realizadas em triplicado (n>9).

3.2 Avaliagao da viabilidade celular

Com base nos resultados obtidos anteriormente e discutidos na sec¢ao 3.1, o complexo
2.20 foi o escolhido para prosseguir para estudos de viabilidade e ciclo celular e producgdo de ROS,
nas quatro linhas celulares tumorais.

A avaliagdo da viabilidade e tipos de morte celular induzida foi efetuada através de
citometria de fluxo, recorrendo-se a uma dupla marcagdo com AnV e IP, permitindo a distin¢do de
quatro populagdes de células: células viaveis (V), células em apoptose inicial (Al), células em

apoptose tardia/necrose (AT/N) e por fim, células em necrose (N). Foram avaliadas trés condic¢des:
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um controlo, no qual ndo ocorreu a adicdao do complexo 2.20, e duas concentracdes de 2.20, uma
correspondente ao ICsp e outra a 20 uM, nas quatro linhas celulares e que foram incubadas durante

48h.

Na Figura 3.3 estdo apresentados os resultados da viabilidade celular, revelando que o
numero de células vidveis diminui com o aumento da concentragdo do complexo 2.20, em todas as

linhas celulares.
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Figura 3.3 Viabilidade celular apresentada em percentagem (%) de células vidveis (V), em apoptose inicial
(Al), em apoptose tardia/necrose (AT/N) e necrose (N). As células foram incubadas durante 48h, sob trés
condig¢des: um controlo, concentragdes de ICsoe 20 uM do complexo 2.20. Os resultados estao apresentados
sob a forma de média + erro-padrdo de, pelo menos, trés experiéncias independentes realizados em
duplicado (n=6). As diferencas estatisticamente significativas estdo apresentadas por: * para p<0,05; *** para
p<0,001.

Na linha celular MCF-7, a populagdo de células vidveis do controlo é de 63+5,24% e, quando
sujeitas a uma concentragdo 6,57 UM (ICsg) de 2.20, a populagdo reduz-se para 5913,79%.
Comparando o controlo com as células incubadas com concentracdo 20 uM do complexo, verifica-
se uma diminuicdo de 60% das células vidveis, apresentando diferengas estatisticamente
significativas (p<0,001). Também existem diferencas estatisticamente significativas entre as
popula¢des de células tratadas com 6,57 uM e 20 uM (p<0,001). A percentagem de células em

apoptose inicial mantém-se quando tratadas com 6,57 UM de 2.20 e reduz-se em 6% quando
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sujeitas a uma concentracdao 20 uM, ndo havendo diferencas estatisticamente significativas. Na
populacdo de células em apoptose tardia/necrose, ha significado estatistico entre as células de
controlo e as células tratadas com 20 pM do composto 2.20 (p=0,022) e entre as populagbes
tratadas com 6,57 uM e 20 uM (p=0,031). No caso da populagdo de células em necrose, hd uma
tendéncia para o aumento desta populacdo quando as células sao tratadas com uma concentragado
20 uM do complexo.

Na linha celular tumoral HCC1806, a populacdo de células vidveis do controlo é de
73%+2,91, mas quando incubadas com 1,2 uM (ICso) de 2.20 diminui 8% (p<0,001) e cerca de 64%
guando sujeitas a 20 uM (p<0,001). Existe um significado estatistico entre as populacdes de células
em apoptose inicial apds o tratamento com 1,2 uM e 20 uM de 2.20, ocorrendo uma diminui¢ao da
populacdo em 5% (p=0,020). Na populacdo de células em apoptose tardia/necrose, hd um aumento
significativo destas, em relacdo ao controlo, quando as células sdo incubadas com 1,2 uM e 20 uM
de complexo (p<0,001, para ambos os casos). Por fim, na populagdo de células em necrose, existem
um aumento significativas entre as células controlo e as tratadas com 20 uM (p<0,001) e entre as
células tratadas com o ICsp e com 20 uM (p<0,001). Com o aumento da concentracdo do composto
2.20, observa-se um aumento da populagdo de células em necrose, passando de um valor de 20%
(controlo) para 55% quando sujeitas a concentragdo de 20 uM (p<0,001).

A populagdo de células vidveis de LS1034 é de 67+2,47% no controlo, havendo uma
diminui¢do de 54% quando as células sdo incubadas com uma concentragao de complexo de 20 uM
(p<0,001). Entre as células tratadas com 5,1 uM e 20 uM, ocorre uma diminuicdo de 48%
igualmente com significado estatistico (p<0,001). Paralelamente, observa-se uma diminuicdo de
células em apoptose inicial quando incubadas com 5,1 pM de 2.20 em relacdo ao controlo
(p=0,042), acompanhada pelo aumento do nimero de células em apoptose tardia/necrose. Um
aumento relativamente ao controlo é também observado apds tratamento com 20 uM (p=0,021),
assim como um aumento da populagdo de células em necrose (p=0,013). Para a linha celular WiDr,
nao foi possivel apurar diferengas estatisticas, uma vez que se trata de resultados preliminares
(n=2). No entanto, observa-se uma redugao de 28% e 40% da populagdo de células vidveis com o
aumento da concentragdo do complexo 2.20, contrapondo com um aumento do nimero de células
em necrose que ocorre quando as células sdo incubadas durante 48h, para as duas concentracdes
testadas. Para as restantes populacdes ndo sdo notdrias alteragées.

Para as linhas celulares do cancro da mama HCC1806 e de cancro colorretal LS1034, foram
realizados estudos de morfologia, de modo a complementar os resultados obtidos por citometria
de fluxo, para avalia¢do da viabilidade e do tipo de morte celular induzidos quando as células eram

expostas ao composto 2.20. As células foram tratadas seguindo o mesmo procedimento utilizado
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para a citometria de fluxo. A Figura 3.4 apresenta imagens representativas do estudo preliminar de
morfologia, para as trés condi¢des as quais as células das linhas celulares tumorais foram sujeitas.
Nas imagens de controlo, as células mantém a membrana integra. Quando sujeitas as
concentragdes dos valores de ICso, as células demonstram alteragGes nas suas membranas,
causadas pelo processo de morte celular, bem visivel na linha HCC1806, onde se identifica necrose,
pelo extravasamento do citoplasma. No caso da concentragao de 20 uM, ambas as linhas celulares
tumorais apresentam uma clara desintegracdo da membrana celular e posterior extravasamento
do citoplasma, igualmente sinais de morte celular por necrose. Apesar de preliminares, os
resultados da analise morfolégica corroboram os da andlise da viabilidade celular obtidos por

citometria de fluxo.
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Figura 3.4 Andlise morfoldgica das células HCC1806 e LS1034, as quais foram incubadas durante 48h, nas
seguintes condigdes: auséncia do composto 2.20 (controlo), concentragées 3 uM e 20 uM de 2.20, numa
ampliagdo de 400X.

Face aos resultados apresentados anteriormente, e de forma a perceber se o complexo
2.20 era seletivo para as linhas celulares tumorais, realizaram-se estudos preliminares em duas
linhas celulares de tecido normal, HFF1 (fibroblastos) e CCD841 CoN (colondcitos), que se
encontram apresentados na Figura 3.5. As condi¢Oes testadas incluiram uma condi¢do controlo

(sem administracdo de composto), e duas condi¢bes de tratamento (3 e 20 uM).
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Figura 3.5 Viabilidade celular apresentada em percentagem (%) de células vidveis (V), em apoptose inicial
(Al), em apoptose tardia/necrose (AT/N) e necrose (N). As células foram incubadas durante 48h, sendo
avaliadas trés condigbes: controlo (Ctl), concentragdes 3 uM e 20 pM do complexo 2.20. Os resultados
preliminares apresentam-se como a média * erro-padrdao de um ensaio realizado em duplicado.

Na linha celular HFF1, com o aumento da concentracdo do composto 2.20 observa-se uma
diminuicdo da populacdo de células vidveis, acompanhada por um aumento notdrio da
percentagem de células em necrose, sendo este o tipo de morte predominante. Esta diminuicao foi
mais acentuada nas células CCD841 CoN, onde observou-se um aumento das células em apoptose
tardia/necrose e necrose. Nas células normais, a média de inibicdo da viabilidade, foi de
aproximadamente 10-15% muito semelhante as das células tumorais, para a concentragao 1Cso. A
diferenca mais notdria, ocorre na concentracdo de 20 pM, onde a percentagem de viabilidade nas
células normais era aproximadamente de 40-45 %, contrapondo com os 10-20% das linhas celulares
tumorais. Assim, é importante salientar que apesar do composto também induzir a morte celular
nas células normais, para uma concentragdo aproximada a percentagem de células em morte ndo
é tdo pronunciada, mesmo para a concentra¢do de 20 uM, observando-se que o composto é mais

seletivo paras estas quatro linhas celulares tumorais.

3.3 Avaliagao do ciclo celular

O objetivo deste estudo foi tentar compreender até que ponto o composto 2.20 induz
altera¢Oes ao nivel do ciclo celular. Utilizou-se novamente a citometria de fluxo, com recurso a

marcacdo com IP/RNase, e obtiveram-se os resultados apresentados na Figura 3.6.
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Figura 3.6 Ciclo celular apresentado em percentagem (%) de células em cada uma das fases do ciclo celular
GO0/G1, S e G2/M. Além disso ainda esta presente o pico apoptdtico, que indica a inducdo de morte celular
por apoptose. As células foram incubadas durante 48h, sendo realizadas trés condig¢Ges: controlo,
concentragdes ICso e 20 UM do complexo 2.20. Os resultados apresentam-se sob a forma de média + erro-
padrdo de, pelo menos, trés experiéncias independentes realizadas em duplicado (n>6) para as linhas
celulares HCC1806 e LS1034. Os resultados das outras duas linhas sdo estudos preliminares (n=2). As
diferencas estatisticamente significativas estdo apresentadas por: * para p<0,05; ** para p<0,01; *** para
p<0,001.

Na linha celular tumoral MCF-7, ndo se observam alteragdes nas populagdes de células nas
fases GO/G1, S e G2/M. Contudo, apesar de ndo apresentar diferencas estatisticamente
significativas, é de notar o aumento do pico apoptético quando as células sdo tratadas com o
composto 2.20, comparativamente ao controlo. Uma vez, que ndo foi realizado um numero de
ensaios suficiente, estes valores referem-se a resultados preliminares para a linha MCF-7 e WiDr,
sendo necessario a realizacdo de mais alguns ensaios para obter resultados mais conclusivos.

Na linha celular de cancro da mama HCC1806, observa-se um aumento do pico apoptético
com o aumento da concentragdo de 2.20, com diferencas estatisticamente significativas entre a
condicdo 20 uM e as restantes condi¢bes (p<0,001, para ambos os casos). Esse aumento é
acompanhado por uma diminui¢do de 18 % na populagdo de células bloqueadas na fase S.

Diferencas estatisticamente significativas também estdo presentes na popula¢do de células em fase
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G2/M, onde ocorre um aumento de células tratadas para a concentracdo de 1Cso em relacdo ao
controlo (p=0,001).

Os resultados obtidos para a linha celular LS1034 mostram o aumento estatisticamente
significativo do pico apoptético nas células tratadas com 20 UM de 2.20, em comparagdo com as
restantes condi¢des (p<0,001, para ambos os casos). Na fase G2/M, ocorre um aumento
significativo do nimero de células nesta fase, para uma concentragao 5,1 uM de 2.20 em relagdo
ao controlo e a concentragcdo 20 uM (p=0,001, para ambos os casos). As restantes populagdes de
células ndo apresentam altera¢Ges estatisticamente significativas.

Os resultados preliminares (n=2) obtidos para a linha celular WiDr mostram ndo haver
alteracdes induzidas no ciclo celular, de modo que o nimero de células em fase GO/G1, fase S e
fase G2/M n3o varia nas trés condicdes testadas. No entanto, é de salientar que se observa o

aumento do pico apoptdtico com o aumento da concentracdo do composto 2.20.

3.4 Stresse oxidativo

O passo seguinte na avaliagdo da citotoxicidade do complexo de Cu(ll) 2.20 foi a avaliagdo
da presencga de ROS, nomeadamente, a produgao intracelular de peréxidos e de radical superéxido.
Paralelamente, também se avaliou a producdo intracelular da defesa antioxidante GSH, que é
produzida de modo a ser capaz de prevenir lesGes no DNA. Neste estudo recorreu-se a técnica de
fluorimetria. As duas linhas celulares HCC1806 e LS1034 foram novamente sujeitas as trés
condicOes estudadas anteriormente: um controlo, tratamento com a concentragdo correspondente
ao valor de concentracgdo ICso, calculado para cada linha celular e a 20 uM do complexo 2.20. Neste
estudo, as células foram avaliadas apds 2h e 24h de incubacgdo, de modo a racionalizar a evolugdo
da producdo destas espécies ao longo do tempo.

Na Figura 3.7 estdo representados os resultados relativos a produgdo de peréxidos

intracelulares para as duas linhas celulares.
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Figura 3.7 Avaliacdo da producgdo de peréxidos intracelulares nas linhas celulares HCC1806 e LS1034, apds a
exposicao durante 2 e 24h. Os resultados estdo apresentados com normalizagdo ao controlo, exprimindo a
média + desvio-padrdo de, pelo menos, duas experiéncias efetuadas independentemente e em duplicado. As
diferencas estatisticamente significativas estdo apresentadas por: * para p<0,05; ** para p<0,01; *** para
p<0,001.

Numa primeira andlise dos resultados para a linha HCC1806, conclui-se que apds 2h de
incubacdo com uma concentracdao 20 UM do composto 2.20, hd um aumento da producdo de
perdxidos, com significado estatistico em relagdo ao controlo (p<0,001) e a concentragdo 1,2 uM
(p=0,001). Contudo, apds 24h observa-se uma diminuicdo na producdo destas espécies com
diferencas estatisticamente significativas entre todas as condi¢Ges testadas (p<0,001).

Na linha celular LS1034, apesar de observar-se um aparente aumento dos niveis de
perdxidos com o aumento da concentracdao do complexo 2.20, para os dois tempos de incubacdo,

segundo uma andlise estatistica, ndo apresenta diferencas significativas entre as condicdes.
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Figura 3.8 Avaliacdo da producdo intracelular de radical superdxido nas linhas celulares HCC1806 e LS1034,
apos a exposicdo durante 2 e 24h. Os resultados estdo apresentados com normalizagdo ao controlo,
exprimindo a média e o desvio-padrio de, pelo menos, duas experiéncias efetuadas independentemente e
em duplicado. As diferencas estatisticamente significativas estdo apresentadas por: * para p<0.05; ** para
p<0.01; *** para p<0.001.
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Como apresentado na Figura 3.8, observou-se que os niveis intracelulares do radical
superoéxido diminuiram na linha celular HCC1806, com o aumento do tempo de incubacdo e da
concentracdo de composto. Na avaliagdo as 2h, verificou-se uma diminuicdo estatisticamente
significativa de peréxidos para as concentragdes 1,2 uM (p=0,016) e 20 uM (p<0,001), em relagdo
ao controlo. Também as 24h, as trés condicOes apresentam diferengas estatisticamente
significativas (p<0,001).

Na linha celular tumoral LS1034, observou-se uma diminui¢cdo na produgdo intracelular de
radical superdxido quando as células sdo tratadas com uma concentra¢do 20 uM de complexo,
durante 24h, com diferengas em relagdo ao controlo (p<0,001) e ao ICso (p=0,050).

Por fim, fez-se a avaliacdo da producdo de defesa antioxidante como resposta as lesdes

provocadas pelas ROS, tendo sido quantificada a espécie GSH (Figura 3.9).
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Figura 3.9 Avaliacdo da produgdo intracelular de GSH nas linhas celulares HCC1806 e LS1034, apds a exposi¢ao
ao composto 2.20 durante 2 e 24h. Os resultados estdo apresentados com normalizagao ao controlo,
exprimindo a média e o desvio-padrao de, pelo menos, duas experiéncias efetuadas independentemente e
em duplicado. As diferencas estatisticamente significativas estdo apresentadas por: * para p<0,05; ** para
p<0,01.

Apds a incubagdo durante 2h das células HCC1806, ocorreu um aumento significativo de
GSH na condi¢do 20 M em relagdo ao controlo (p=0,029) e a condicdo de 1,2 uM (p=0,031). As
24h, verifica-se que ha uma diminuicao de radical perdxido intracelular na concentragdo 20 uM
relativamente ao controlo (p=0,006) e a 1,2 uM (p=0,002).

A linha celular LS1034 ndo apresenta diferencas estatisticamente significativas apds 2h de
incubacdo com o composto 2.20. O valor significativo presente no grafico, refere-se a uma
diminuicdo dos niveis de GSH das células expostas a 20 uM do composto 2.20 durante 24h, em

relacdo ao controlo (p=0,003).
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3.5 Estudo de hemocompatibilidade

Este estudo permitiu avaliar o efeito do composto 2.20 nas membranas dos eritrécitos, de
modo a verificar se a integridade da membrana era comprometida, levando a libertacdo da
hemoglobina no meio.”*”> A Figura 3.10 mostra os valores da hemoglobina, expressos em
percentagens, apds as suspensdes de eritrécitos de sangue humano, serem expostas a quatro
concentragdes crescentes do composto 2.20. Como controlo positivo usou-se Triton X-100, um

surfactante que promove a lise das células de forma a extrair proteinas ou outros organelos
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Figura 3.10 Quantificacdo da libertacdo de hemoglobina, expressa em percentagem em relagdo ao controlo
positivo, apds a incubagdo dos eritrécitos com concentragdes crescentes (1, 5, 20 e 100 uM) do complexo
2.20. Os resultados estdo apresentados com normalizagdo ao controlo, exprimindo a média e o desvio-padrao
de trés experiéncias efetuadas independentemente e em triplicado (n=9). As diferencas estatisticamente
significativas estdo apresentadas por: *** para p<0,001.

Os resultados obtidos revelam que, quando comparado ao controlo positivo, o composto
2.20, ndo apresenta uma atividade hemolitica elevada, com o aumento da concentracado, existindo
diferencas estatisticamente significativas entre o controlo positivo e as quatro concentracées
testadas (p<0,001). Este facto verifica-se também na concentracdo mais elevada, a qual
correspondeu neste estudo a uma concentragdo 4 vezes superior a concentragdo de composto
usada nos ensaios de citotoxicidade. N3o se verificaram diferencgas estatisticamente significativas
entre o efeito induzido pelas quatro condigdes de tratamento testadas, variando a percentagem de
libertacdo de hemoglobina entre 13 a 18%, contrapondo a libertagdo maxima ocorrida com a

utilizacdo do Triton X-100, onde se observaram claramente danos na membrana.
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Discussao dos resultados dos estudos in vitro

Dos oito complexos de Cu(ll) sintetizados e descritos no capitulo 2, apenas 6 avancaram
para estudos de citotoxicidade, uma vez que para os complexos de Cu(ll) contendo um derivado do
1-(3-aminopropil)imidazole diclorado 2.23 e dibromado 2.24, ndo foi possivel usar um solvente
apropriado para dissolver os mesmos. Do mesmo conjunto de complexos, os complexos 2.21
(monoclorado) e 2.22 (monobromado), ndo eram sollveis no solvente convencionalmente usado
em estudos in vitro, o DMSO, sendo-o em DMF. No entanto, o solvente DMF apresenta uma maior
inibicao na proliferacao celular comparativamente ao DMSO, comprometendo a exequibilidade dos
estudos propostos.

Nos estudos de citotoxicidade comecgou-se por determinar a atividade metabdlica das
células tumorais apds exposicdo aos compostos, concluindo-se através dos valores de ICso
calculados a partir das curvas dose-resposta, que o complexo de Cu(ll) 2.20 é aquele que tem um
maior efeito inibitério na proliferagcdo, em todas as quatro linhas celulares. Para as linhas celulares
MCF-7, LS1034 e WiDr, as células tumorais quando expostas ao complexo 2.20 revelaram ter
respostas semelhantes, com ICso entre 5,1 e 6,57 uM, sugerindo que o efeito do composto é
independente do tipo de cancro. No entanto, para a linha celular do cancro da mama, HCC1806, o
complexo 2.20 apresenta o efeito antiproliferativo mais notorio (ICsp=1,2 uM).

O segundo composto com um efeito inibitdrio mais revelante, é o complexo 2.17, com uma
estrutura semelhante ao 2.20, diferenciando-se pelo facto do 2.17 apresentar na sua estrutura um
grupo 4-nitroimidazole que é substituido pelo benzoimidazole no caso do 2.20. Nas estruturas
destes dois compostos, ainda esta presente um grupo ciclo-hexilamina. O facto destes complexos
apresentarem maior efeito antiproliferativo sugere que a presenga desta amina é importante para
a atividade antitumoral que estes complexos apresentam. As mesmas conclusdes foram retiradas
num estudo realizado com um complexo de platina (ll), analogo a cisplatina, conhecido por IM118.
Em termos de estrutura difere unicamente num dos grupos -NHs, que é substituido por um grupo
ciclo-hexilamina. Os resultados demonstraram que JM118 liga-se ao DNA de forma semelhante a
descrita para a cisplatina, contudo, era mais ativo contra células tumorais humanas sensiveis e
resistentes a cisplatina. A ciclo-hexilamina é uma amina primaria, e menos impedida que a
morfolina e piperidina, podendo facilitar a ligagdo ao centro metalico, provavelmente tornando o
complexo mais estavel que os restantes, e aumentando a sua eficdcia.”””’”® Comparando o conjunto
de complexos derivados do 4-nitroimidazole, como ja referido, o que contém a ciclo-hexilamina
2.17 é o mais citotdxico, sendo que os outros dois, o que contém a morfolina 2.18 e a piperidina

2.19, apresentam valores de proliferacdao celular muito elevados pelo que nao foi possivel calcular
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os seus valores de ICso. Nestes casos, os valores de ICso seriam muito superiores as concentracdes
testadas durante o trabalho laboratorial.

Com os complexos de Cu(ll) derivados do 1-(3-aminopropil)imidazole pretendia-se estudar
a influéncia do nimero e tipo de 4tomos de halogéneos na atividade antitumoral. No entanto, s6 a
atividade dos complexos de Cu(ll) 2.21 (monoclorado) e 2.22 (monobromado) foi avaliada, ndo
sendo possivel tirar conclusdes sobre lipofilicidade e permeabilizacdo na membrana celular. S6 foi
unicamente a diferenga entre a presenca de cloro e bromo na estrutura destes complexos. Nas
linhas celulares MCF-7 e WiDr, o complexo monoclorado 2.21 apresentou valores de 1Cso
ligeiramente superiores aos dos complexo 2.22, enquanto que nas restantes linhas tumorais
ocorreu o contrario. Ao longo do trabalho laboratorial, observou-se que os complexos 2.21 e 2.22
se degradavam em solucdo. A justificacdo para essa instabilidade quimica pode passar pelo facto
do solvente DMF tornar a ligacdo entre o metal e o ligando mais Iabil, e o ligando poder ser
substituido pelo solvente. Assim sendo, estes complexos ndo apresentam interesse terapéutico
devido a sua rdpida degradacao.

E na linha celular HCC1806, que todos os complexos apresentam o melhor efeito inibitdrio
da proliferacdo celular, sugerindo assim que a presenca de um anel imidazole na estrutura dos
complexos possa fornecer alguma seletividade para células com caracteristicas deste tipo de cancro
da mama.

A comparagdo entre as curvas dose-resposta do complexo 2.20 e do ligando
correspondente 2.13, demonstrou que o ligando s por si ndo apresenta um efeito inibitdrio
significativo da proliferacdo celular. Isso acontece quando este é complexado com o Cu(ll),
sugerindo que a presenca deste centro metdlico é extremamente importante na inibicdo da
proliferacdo celular.”>®

Comparando os valores de ICso obtidos para o complexo mais promissor na inibicdo da
proliferagao celular — complexo 2.20 — com os valores anteriormente obtidos com outros farmacos
usados atualmente na quimioterapia convencional no cancro colorretal e da mama, verifica-se que
praticamente todos os valores sdo mais baixos, a exce¢ado da epirrubicina para as células HCC1806
(240 nM) e MCF-7 (320 nm), que sdo na ordem dos nanomolares. O facto do composto 2.20
apresentar valores de 1Csp muito melhores do que os farmacos comercializados, torna-o um
potencial farmaco para o tratamento destes tipos de cancro.

O composto 2.20 foi sujeito a outros estudos, nomeadamente a estudos de viabilidade e
ciclo celular, com o intuito de perceber se a diminui¢do da atividade metabdlica seria acompanhada

pela diminuicao da viabilidade celular e por alteragdes no ciclo celular.

64



Capitulo Ill- Estudos in vitro

Nas quatro linhas celulares, verificou-se uma diminuicdo da viabilidade celular com o
aumento da concentracdao do complexo 2.20. De uma forma geral, na maioria das linhas celulares,
o tipo de morte celular induzido por elevadas concentragées do complexo 2.20 é a necrose ou
apoptose tardia/necrose. A necrose é um tipo de morte celular que estd normalmente associado a
um forte estimulo que pode ter sido desencadeado pela producdo de espécies reativas, assim como
danos no DNA, o que foi bastante evidente nas concentra¢Ges mais elevadas. Pode-se assim
concluir que, para concentragGes elevadas, ocorrem alteragdes celulares fortes que induzem a um
processo de necrose.

Em termos de ciclo celular, nas linhas celulares MCF-7 e WiDr ndo se observam alteracées
notdrias nas condicdes testadas relativamente ao controlo. No entanto, com o aumento da
concentracdo ocorre um aumento do pico apoptdtico, o que estd de acordo com o observado na
analise da viabilidade celular com a presenca de apoptose ou apoptose tardia. Seria necessario,
realizar mais ensaios, uma vez que estes sao resultados preliminares. Nas linhas HCC1806 e LS1034,
para a concentracdo ICso do composto 2.20, observa-se um bloqueio na fase G2/M. Esse bloqueio
normalmente estd associado a danos no DNA, o que permite concluir que estas concentracoes
induzem danos no material genético.®! Para a condi¢do de 20 uM em ambas as linhas, o aumento
do pico apoptdtico em relagdo ao do controlo é bem vivivel, ocorrendo um pequeno aumento na
populacdo de células que ficou bloqueada na fase GO/G1. Esta fase corresponde a fase anterior da
replicagdo do material genético, onde as células aumentam de tamanho, produzem RNA e
sintetizam proteinas, preparando a célula para a fase seguinte, a fase S. Assim sendo, para
concentracdes mais elevadas, o que acontece é que o estimulo é tdo intenso que o bloqueio
acontece antes que as células consigam sintetizar o DNA, provocando a sua morte, como
corroborado pela populagdo em necrose nos resultados de viabilidade celular e também na
morfologia.

De modo a averiguar se o mecanismo de agao do composto 2.20 envolveria a indugdo de
stresse oxidativo, foi avaliada a presen¢a de ROS e da defesa antioxidante GSH, quando as duas
linhas celulares foram expostas ao complexo em estudo, apds 2h e 24h.

Um aumento da produgdo de perdxidos foi observado nas duas linhas celulares com o
aumento da concentra¢ao, quando incubadas durante 2h. Na incubacdo de 24 h, enquanto que as
células HCC1806 diminuiram os niveis de producdo de perdxidos, as LS1034, aparentemente,
mantiveram os niveis elevados em relacdo ao controlo. A diminuicdo ocorrida apds 24h na linha
celular HCC1806, pode ser justificada pelo facto desta espécie reativa se converter noutras ao longo

do tempo, o que podera ter dificultado a sua quantificacdo.
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Quanto aos niveis de radical superdxido, estes tendem a diminuir na presenga do complexo
2.20, para a linha celular HCC1806 nos dois tempos de incubacgao, enquanto que para a linha LS1034
isso sé acontece quando as células sdo sujeitas a concentragdo mais elevada (20 uM). Os danos
provocados pela citotoxicidade do composto 2.20 na concentracdo mais elevada e no ICs
correspondente a linha HCC1806 poderdo ser tdo elevados, que a quantificacdo do radical
superoéxido seja dificultada ou até mesmo que ocorra a conversao rapida desse radical noutras
espécies.

Quando expostas a agentes que induzem lesdes no DNA, as células através de mecanismos
de defesa produzem defesas antioxidantes, sendo uma delas a GSH, responsavel pela
destoxificacdo de ROS, incluindo o radical superdxido e perdxidos, de modo a prevenir essas
lesdes.®? Sendo assim, seria de esperar que o aumento de espécies reativas fosse acompanhado
com um aumento de GSH, o que se acontece na linha HCC1806 para uma incubacdo de 2h. Para o
mesmo tempo de incubacdo, na linha celular LS1034, os niveis desta defesa antioxidante
mantiveram-se. Apds 24h de incubag¢do com o composto 2.20, ocorreu uma descida acentuada dos
niveis de GSH para ambas as linhas celulares, com o aumento da concentracdo do complexo. Os
baixos niveis de GSH das condi¢Ges testadas, relativamente ao controlo, resultam em processos de
morte celular rapida, o que vem a corroborar o facto de nessas condi¢cbes a percentagem de
viabilidade ser muito baixa.®®

Quando testado o complexo 2.20 em células saudaveis HFF1 e CDD841 CoN, os resultados
preliminares mostraram uma diminuicdo do niumero de células com o aumento da concentracdo
do composto, acompanhado com um aumento do numero de células em necrose. Contudo, a
inibicdo da proliferacdo celular ndo é tdo acentuada como nas linhas celulares tumorais, sugerindo
que o complexo 2.20 sintetizado poderia apresentar vantagens em relagdo a farmacos usados na
clinica e que afetam também as células saudaveis.

Por fim, recorrendo ao estudo de hemocompatibilidade foi possivel concluir que o
composto 2.20 nao provocou uma libertagdo elevada de hemoglobina em solugao, em comparagdo
com o detergente usado, Triton X-100, mesmo com o aumento da concentra¢do do complexo. Este
baixo valor de hemoglobina libertada, permite concluir que as membranas dos eritrdcitos ndo terdo
sofrido alteragdes estruturais, permitindo assim o armazenamento da hemoglobina no interior do
eritrécito. Assim sendo, verifica-se que o complexo 2.20 ndo apresenta toxicidade sanguinea, ndo
levando a um processo de hemolise, tornando a administracdo intravenosa uma via possivel e

segura para o composto.
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4. Conclusao

O objetivo do trabalho foi sintetizar novos complexos de Cu(ll) derivados do imidazole e
avaliar a sua atividade antitumoral em linhas celulares de cancro colorretal e da mama, de forma a
poderem tornar-se alternativas eficazes e vantajosas relativamente aos farmacos usados
atualmente na clinica. Como os complexos de Cu e os imidazdis tém revelado atividade
farmacolégica de interesse em quimica medicinal, pensou-se em aliar estes dois tipos de
compostos, conduzindo a sintese de varios complexos de Cu(ll) derivados do imidazole.

Numa primeira fase do trabalho laboratorial, foram sintetizados trés conjuntos de ligandos:
trés ligandos derivados do 4-nitroimidazole 2.3-2.5, obtidos por reagdo do 1-(2-bromoetil)-4-
nitroimidazole com ciclo-hexilamina, morfolina e piperidina, respetivamente; quatro ligandos
derivados do 1-(3-aminopropil)imidazole 2.7-2.10, preparados por reacdo deste com salicilaldeidos
clorados e bromados; e um ligando derivado do benzoimidazole 2.13 obtido por reacdo do 1-(2-
bromoetil)-1H-benzoimidazole com ciclo-hexilamina. Além disso, ainda foram realizadas tentativas
de sintese de outros derivados do imidazole, nomeadamente de derivados do 2-(clorometil)-1H-
benzoimidazole e da 1H-benzoimidazole-1-il)metanamina, mas que, por falta de tempo, nao foi
possivel concluir as sequéncias sintéticas projetadas.

Os ligandos anteriormente descritos foram complexados com Cu(OAc),.H,0, dando origem
aos complexos de Cu(ll) derivados do 4-nitroimidazole 2.17-2.19, do benzoimidazole 2.20 e do 1-
(3-aminopropil)imidazole 2.21-2.24.

Posteriormente, os complexos de Cu(ll) sintetizados foram sujeitos a estudos in vitro,
nomeadamente de determinag¢ao da proliferagao celular nas linhas do cancro colorretal LS1034 e
WiDr e de cancro da mama MCF-7 e HCC1806. O complexo de Cu(ll) derivado do benzoimidazole,
2.20, revelou ser o mais promissor, tendo em conta que apresentou uma maior inibicdo da
proliferagao celular nas quatro linhas celulares, com ICs entre 1,2 e 5,67 uM. Estabelecendo uma
comparacdo destes valores com os dos farmacos convencionais usados no tratamento dos cancros
da mama e colorretal, conclui-se que, para alguns casos, os valores obtidos para o complexo 2.20
sdo mais baixos. O facto deste complexo apresentar na sua estrutura um grupo ciclo-hexilamina,

tratando-se de uma amina secunddria, poderd permitir que a ligagcdo ao centro metadlico ocorra
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facilmente, uma vez que se trata de uma amina menos impedida. Sendo assim, o complexo tornar-
se-ia mais estdvel que os restantes, aumentando a sua eficacia na atividade antitumoral.

A atividade citotdxica do ligando derivado do benzoimidazole, 2.13, foi também estudada
para as mesmas linhas tumorais, tendo-se observado que este apresentava uma atividade
citotéxica muito baixa. Sendo que o complexo correspondente a este ligando (2.20) era aquele que
induziu uma maior inibicdo proliferativa, conclui-se que o centro metdlico é responsavel pela
atividade antitumoral e ndo o ligando.

O complexo 2.20 foi ainda submetido a estudos de viabilidade e ciclo celular nas quatro
linhas celulares tumorais, para avaliagao da producdo de ROS e da defesa antioxidante GSH para as
linhas LS1034 e HCC1806, assim como, a estudos de hemocompatibilidade. De uma forma geral, os
resultados de viabilidade celular demonstraram que a citotoxicidade do complexo 2.20 culminava
em morte celular por necrose para todas as linhas celulares tumorais. Paralelamente, o composto
2.20 induziu o bloqueio do ciclo celular na fase GO/G1 para MCF-7 e na fase G2/M para HCC1806 e
LS1034 para concentracdes mais baixas e na fase GO/G1 para concentracdes mais elevadas.

Relativamente a avaliacdo do stresse oxidativo, na linha celular HCC1806, apds 2h de
incubacdo com o composto 2.20, ocorreu um aumento de peréxidos e de GSH e uma diminuicdo
do radical superéxido. Apds 24h, os niveis destas espécies diminuiram. Na LS1034, ocorreu um
aumento de peroéxidos e superdxido para a concentragdo ICso e uma diminuicdo do superdxido para
20 pM. Os niveis de GSH mantiveram-se apds 2h, mas diminuiram apds 24h. Estas altera¢des nos
niveis de ROS e da defesa antioxidante GSH, induzidas pelo complexo 2.20, revelam que,
aparentemente existe stresse oxidativa. Contudo, sdo necessarios estudos mais detalhados.

Além destas quatro linhas celulares, foram testadas duas linhas celulares do tecido normal,
HFF1 e CCD841 CoN, de forma a averiguar até que ponto o complexo é seletivo para tecido tumoral.
O complexo 2.20 ndo induziu uma morte celular tdo acentuada como a que tinha sido observada
nas linhas celulares tumorais, concluindo-se ser mais seletivo para as linhas celulares tumorais.

Por fim, foi efetuado o estudo de hemocompatibilidade, onde foram usadas solu¢ées de
eritrécitos de sangue humano, ficando demonstrado que o composto 2.20 ndo induzia lesdes na
membrana dos eritrécitos, mantendo a integridade desta. Este estudo realizou-se através da
medicdo da libertacdo de hemoglobina, depois dos eritrdcitos terem sido expostos ao complexo
em estudo.

Os resultados acima descritos, mostraram que o composto 2.20 pode revelar-se um
potencial farmaco para o tratamento de cancro colorretal e da mama, nomeadamente para

tumores resistentes a quimioterapia convencional.

70



Capitulo IV- Conclusao

As perspetivas futuras deste trabalho passam por dar continuidade aos estudos
preliminares de viabilidade e ciclo celular das linhas celulares tumorais e dos estudos de
seletividade nas linhas celulares de tecido normal (HFF1 e CDD841 CoN), para tornar os resultados
mais robustos. Também determinar o mecanismo de ag¢ao envolvido na morte celular e a possivel
presenca de lesGes no DNA provocadas pela agdo dos complexos recorrendo ao ensaio cometa, sdo
alguns dos objetivos. A enzima SOD, conhecida por superéxido dismutase, catalisa a dismutacdo do
superdéxido em oxigénio e perdxido de hidrogénio. Sendo uma das defesas antioxidantes
enzimaticas mais importantes, a avaliagcdo da sua atividade seria outro dos passos seguintes assim

como a inicia¢do de estudos in vivo.
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5. Experimental

Neste capitulo estdo descritos os procedimentos experimentais seguidos para a obtencao
dos compostos descritos no capitulo Il, bem como as técnicas de identificacdo, caraterizacao e
. . ~ . o) 1 13
aparelhos utilizadas neste trabalho (espetroscopia de ressonancia magnética nuclear ‘H e *°C,
infravermelho e ponto de fusdo) e processos de purificacdo e secagem dos solventes.
A caraterizacdo das linhas celulares utilizadas, os materiais e métodos usados nos estudos
in vitro, a técnica de citometria de fluxo, o ensaio de hemocompatibilidade e os aparelhos usados

estdo também aqui apresentados.

5.1 Técnicas de identificagdo e caraterizagao

Espetros de ressonancia magnética nuclear

Os espetros de ressonancia magnética nuclear (RMN 'H e RMN 3C) foram realizados a
temperatura ambiente, recorrendo a um espetrémetro Brucker Avance Ill 400MHz, utilizando o
tetrametilsilano (TMS) como padrdo interno. Os solventes usados foram cloroférmio deuterado

(CDCl3) e dimetilsulféxido (DMSO-d6).

Espetros de infravermelho

Os espetros de infravermelho foram obtidos, num espetrofotémetro Agilent Technologies

Cary 630 FTIR, recorrendo a pastilhas de KBr.
Ponto de fusao

Os pontos de fusdo foram determinados num medidor de pontos de fusdo FALC (método

capilar aberto).
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Cromatografia

Placas de silica 60 F264 com suporte de aluminio, fornecidas pela Merck, foram utilizadas
para cromatografia de camada fina (TLC), de modo a controlar a evolucdao das reacGes. Nas
cromatografias em coluna foi utilizada gel de silica (0.040-0.063 mm) fornecido pela Merck ou

Fluka.

Citometria de fluxo

As sondas fluorescentes foram detetadas tendo sido utilizado um citdmetro FACS Calibur.

Ensaio de hemocompatibilidade
Nesta técnica, para a quantificacdo da hemoglobina libertada foi utilizado um

espetrofotdmetro ELISA (Biotek®, Synergy HT).

5.2 Purificacdo e Secagem dos Solventes e Reagentes

Os reagentes foram adquiridos comercialmente apresentando alto grau de pureza, ndo
tendo sido necessario recorrer a qualquer purificacdo adicional.
Quanto aos solventes, estes foram destilados e secos de acordo com os procedimentos

descritos de seguida.

Acetato de Etilo

O solvente foi refluxado durante 2h30, na presenga de K,CO:s.
Acetonitrilo
O solvente foi seco por refluxo durante 3h, na presenga de pentdxido de fésforo, seguido

de destilagao.

Diclorometano

Foi refluxado na presenca de CaCl, durante 2h, tendo sido de seguida destilado.
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Dimetilformamida
Durante 24h, o solvente foi tratado com dxido de calcio que anteriormente fora ativado a
500°C. Apds decantacdo, foi adicionado NaOH, e agitado durante 1h. Finalmente, o DMF foi

decantado e destilado.

Metanol
Este solvente foi refluxado com magnésio e uma quantidade catalitica de iodo durante 2h,

e depois destilado a partir do respetivo alcéxido, de acordo com o método de Lund e Bjerrum.

Eter etilico, Hexano

Foram obtidos apds refluxo com sédio e na presenca de benzofenona (usada como

indicador) e posterior destilagdo.

5.3 Métodos sintéticos

5.3.1 Sintese de 1-(2-bromoetil)-4-nitroimidazole (2.2) N\

NwaBr

0,

Num baldo de fundo redondo, colocou-se 50 mmol (5,65 g) de 4-nitroimidazole, 200 mmol
de 1,2-dibromoetano (17,4 mL), na presenca de 50 mmol de carbonato de potdssio (6,90 g) e de
vestigios de iodeto de sédio (Nal), em refluxo de acetonitrilo (50 mL) durante cerca de 24h. Filtrou-
se a solugdo para remover o excesso de carbonato de potassio e evaporou-se o solvente.

Fez-se uma extragao do produto com diclorometano e dgua, e a fase organica foi seca com
sulfato de sédio anidro. Filtrou-se e evaporou-se o solvente. Realizou-se uma cromatografia por
coluna em gel de silica usando como eluente acetato de etilo e hexano numa relagdo de 3:1. O
produto foi recristalizado em diclorometano/éter etilico, tendo sido obtido um sdlido amarelo

palido.

Rendimento: 55%

Ponto de fusdo: 1102C
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RMN H (400 MHz, CDCls), 8 (ppm): 3,67 (t, 2H, J=6,0 Hz); 4,47 (t, 2H, J=6,0 Hz); 7,53 (s, 1H); 7,87 (s,
1H).

RMN 3C (400 MHz, CDCls), 8 (ppm): 29,62; 49,62, 119,08; 136,19; 148,43.

IV (cm™): 1544, 1527, 1517, 1487, 1466, 1407, 1380, 1334, 1287, 1264, 1234, 1159, 1139, 989, 982,
887, 875, 821, 756, 656.

5.3.2 Sintese dos ligandos derivados do 4-nitroimidazole

Este grupo de compostos foram sintetizados utilizando o mesmo procedimento, tendo sido
diferente o modo de isolamento.

Num baldo de fundo redondo, fez-se reagir 5 mmol (1,09 g) de 1-(2-bromoetil)-4-
nitroimidazole com 6 mmol da amina, 5 mmol (0,7 g) de carbonato de potdssio, na presenca de
uma quantidade catalitica de iodeto de sédio, e colocou-se em refluxo de acetonitrilo (20 mL)
durante 18-24h. Terminado o tempo de reacdo, os sais de carbonato foram filtrados e o solvente

foi evaporado.

N-(2-(4-nitro-1H-imidazol-1-il)etil)ciclohexilamina (2.3) )\/N

O produto foi purificado por cromatografia em coluna de gel de silica usando como eluente

CH,Cl,/MeOH na razdo 90:10. O produto obtido foi um 6leo viscoso amarelado.

Rendimento: 39%

RMN *H (400 MHz, CDCl3), § (ppm): 0,97-1,07 (m, 1H); 1,13-1,29 (m, 4H); 1,54-1,65 (m, 1H); 1,70-
1,76 (m, 2H); 1,81-1,89 (m, 2H); 2,37-2,44 (m, 1H); 3,04 (t, 2H, J=5,6 Hz); 4,08 (t, 2H, J=5,6 Hz); 7,53
(d, 1H, J=1,6 Hz); 7,89 (s, 1H, J=1,6 Hz).

RMN 3C (400 MHz, CDCls), § (ppm): 25,5; 26,0; 30,3; 45,4; 45,5; 59,5; 121,7; 138,7; 149,1
(hidrobrometo de N-(2-(4-nitro-1H-imidazol-1-il)etil)ciclohexilamina).

IV (cm™): 2927, 2852, 1544, 1519, 1490, 1448, 1403, 1378, 1334, 1288, 1130, 983, 823.
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N-(2-(4-nitro-1H-imidazol-1-il)etil)morfolina (2.4) N=\

O produto foi isolado por cromatografia em coluna de gel de silica usando como eluente
CH,Cl,/MeOH na raz&o 98:2.

Obteve-se um sélido com cor amarelo palido.

Rendimento: 70%

Ponto de fusdo: 1052C

RMN H (400 MHz, CDCls), § (ppm): 2,51 (t, 4H, J=4,8 Hz); 2,74 (t, 2H, J=5,6 Hz); 3,71 (t, 4H, J=4,8
Hz); 4,08 (t, 2H, J=5,6 Hz); 7,52 (s, 1H); 7,89 (s, 1H).

RMN 23C (400 MHz, CDCls), & (ppm): 44,6; 52,9; 57,7; 66,4; 120,5; 137,1; 146,9 (hidrobrometo de N-
(2-(4-nitro-1H-imidazol-1-il)etil) morfolina).

IV (cm™): 3141, 3104, 1540, 1523, 1486, 1332, 1284, 1116.

HRMS (ESI): calculado para CsH14N4O3 [M]*: 226,1066; encontrado para [M+H]*: 227,1142

N-(2-(4-nitro-1H-imidazol-1-il)etil)piperidina (2.5) )\/N—\_
-
N >

O isolamento do produto foi feito através de uma cromatografia em coluna de gel de silica
usando como eluente acetato de etilo/ MeOH /dietilamina 110:10:3, tendo-se obtido um sdélido

amarelo.

Rendimento: 76%

Ponto de fusdo: 1072C

RMN H (400 MHz, CDCls), § (ppm): 1,42-1,48 (m, 2H); 1,55-1,61 (m, 4H); 2,41-2,44 (m, 4H); 2,66 (t,
2H, J=6,0 Hz); 4,06 (t, 2H, J=6,0 Hz); 7,52 (d, 1H, J=1,4 Hz); 7,90 (d, 1H, J=1,4 Hz).

RMN *3C (400 MHz, CDCl3), § (ppm): 24,1; 26,0; 30,3; 45,9; 54,6; 58,6; 119,9; 136,3.

IV (cm™): 2931, 1540, 1535, 1521, 1484, 1328, 1286, 823.

HRMS (ESI): calculado para CioH16N4O;, [M]*: 224.1273; encontrado para [M+H]*: 225.1346.
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5.3.3 Sintese dos ligandos derivados do 1-(3-aminopropil) imidazole

A sintese deste conjunto de compostos foi realizada utilizando as mesmas condi¢Ges. Para
isso, num baldo de fundo redondo foi adicionado 5 mmol (0,6 mL) de 1-(3-aminopropil)imidazole,
5 mmol do salicilaldeido (5-clorosalicilaldeido, 5-bromosalicilaldeido, 3,5-dibromosalicilaldeido ou
3,5-diclorosalicilaldeido) e 0,9 g de silica ativada em 15 mL de etanol. Colocou-se a reagdo num
banho de ultrassons durante 1h30, tendo sido a rea¢do controlada por TLC. Filtrou-se a silica e
lavou-se com CHCl,. Evaporou-se o solvente. De seguida, procedeu-se a uma cromatografia em

coluna de silica gel usando como eluente CH,Cl,/MeOH na razdo 90:10. Foram obtidos dleos

amarelos.
N
Y
2-(((3-1H-imidazole-1-il)propil)imino)metil)-4-clorofenol (2.7) N\__\’ al
N

\

HO
Rendimento: 32%

RMN *H (400 MHz, CDCls), & (ppm): 2,17-2,24 (m, 2H); 3,56-3,59 (m, 2H); 4,08 (t, 2H, J=7,0 Hz); 6,92-
6,98 (m, 2H); 7,06-7,14 (m, 1H); 7,23-7,25 (m, 1H); 7,27-7,29 (m, 2H); 8,26 (s, 1H); 13,10 (s, 1H).

Yy

\ N

2-(((3-1H-imidazole-1-il)propil)imino)metil)-4-bromofenol (2.8) \—\— Br
"\

Rendimento: 46% Ho

RMN *H (400 MHz, CDCls), 6 (ppm): 2,17-2,24 (m, 2H); 2,55-3,59 (m, 2H); 4,08 (t, 2H, J=6,8 Hz); 6,86-

6,89 (m, 1H); 6,91-6,94 (m, 1H); 7,07-7,11 (m, 1H), 7,35-7,37 (m, 1H); 7,39-7,42 (m, 1H); 7,45-7,49

(m, 1H); 8,25 (s, 1H); 13,1 (s, 1H).

RMN 3C (400 MHz, CDCls), § (ppm): 31,6; 44,3; 55,9; 110,3; 118,7; 119,0; 119,9; 129,8; 133,5; 135,2;

137,1; 160,0; 164,9.
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IV (cm™): 3367, 3112, 2937, 2852, 1635, 1608, 1573, 1508, 1479, 1438, 1375, 1276, 1230, 1201,
1180, 1108, 1079, 819, 740, 663, 626.

N
N
Y
2-(((3-(1H-imidazole-1-il)propil)imino)metil)-4,6-dibromofenol \__\—’ Br
(2.9) N \

HO Br
Rendimento: 70%
RMN H (400 MHz, CDCls), & (ppm): 2,18-2,29 (m, 2H); 3,58-3,61 (m, 2H); 4,09 (t, 2H, J=6,6 Hz); 6,93
(s, 1H); 7,09 (s, 1H); 7,34 (d, 1H, J=2,4 Hz); 7,48 (s, 1H); 7,71 (d, 1H, J=2,4 Hz); 8,21 (s, 1H); 14,29 (s,
1H).
RMN 3C (400 MHz, CDCls), 6 (ppm): 31,5; 44,2; 55,2; 109,9; 112,2; 118,7; 119,8; 130,0; 132,8; 137,9;
141,9; 157,6; 164,4.
IV (cm™): 3116, 3077, 2935, 2877, 1666, 1567, 1509, 1455, 1265, 1230, 1164, 1106, 1081, 862, 819,
736, 663, 624, 563.

2-(((3-(1H-imidazole-1-il)propil)imino)metil)-4,6-clorofenol cl
(2.10) \’\,N

HO cl
Rendimento: 68%

RMN H (400 MHz, CDCls), & (ppm): 2,18-2,25 (m, 2H); 3,58-3,61 (m, 2H); 4,09 (t, 2H, J=6,8 Hz); 6,93
(s, 1H); 7,09 (s, 1H); 7,16 (d, 1H, J=2,4 Hz); 7,43 (d, 1H, J=2,4 Hz); 7,48 (s, 1H); 8,25 (s, 1H); 14,12 (s,
1H).

RMN 23C (400 MHz, CDCls), § (ppm): 31,5; 44,2; 55,5; 118,7; 119,4; 122,8; 123,1; 129,1; 130,0; 132,4;
137,1; 156,2; 164,5.

IV (cm™): 3399, 3114, 2938, 1637, 1508, 1384, 1280, 1214, 1182, 1149, 1108, 1081, 1031, 946, 917,
865, 854, 823, 742, 688, 663, 624, 565.
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N
5.3.4 Sintese do 1-(2-bromoetil)-1H-benzoimidazole (2.12) @[ \>

Br

Num baldo de fundo redondo, fez-se reagir 5 mmol (0,59 g) de benzoimidazole com 20
mmol de 1,2-dibromoetano (1,74 mL), na presenca de 16 mmol (2,44 mL) de DBU, em 20 mL de
acetonitrilo e deixou-se em refluxo durante 18-24h. Para isolar o produto, realizou-se uma
cromatografia em coluna de gel de silica usando como eluente CH,Cl,/MeOH 95:5. Obteve-se um

solido de cor amarelo palido.

Rendimento: 21%

Ponto de fusdo: 932C

RMN *H (400 MHz, DMSO-d6), § (ppm): 3,93 (t, 2H, J=6,0 Hz); 4,70 (t, 2H, J=6,0 Hz); 7,21-7,30 (m,
2H); 7,66-7,69 (m, 2H); 8,29 (s, 1H).

RMN 3C (400 MHz, CDCls), & (ppm): 32,1; 45,6; 110,4; 119,4; 121,6; 122,4; 133,5; 143,4; 144,3.

IV (cm™): 3095, 3054, 2979, 2958, 2917, 2856, 1733, 1612, 1587, 1490, 1461, 1417, 1380, 1359,
1332, 1278, 1241, 1199, 1157, 1128, 1008, 892, 767, 744, 634, 428.

5.3.5 Sintese do 2-(1H-benzoimidazole-1- N\\\
il)etil)ciclohexilamina (2.13) NH

Para a sintese deste ligando, fez-se reagir 1,1 mmol (0,250 g) de 1-(2-bromoetil)-
benzimidazole com 1,25 mmol (0,175 mL) de ciclo-hexilamina em 15 mL de acetonitrilo, na
presenga de 1,25 mmol (0,175 g) de carbonato de potassio e uns vestigios de iodeto de sddio.

Colocou-se a reagdo sob agitacdo e em refluxo, durante 24h.
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Terminado o tempo de refluxo, filtrou-se para remover os sais de carbonato e evaporou-se
o solvente. O ligando foi purificado por cromatografia em coluna de gel de silica, usando como

eluente CH,Cl,/MeOH 90:10. Obteve-se um dleo amarelo.

Rendimento: 35%

RMN *H (400 MH, DMSO-d6), § (ppm): 1,02-1,14 (m, 3H); 1,16-1,28 (m, 2H); 1,57-1,61 (m, 1H); 1,69-
1,74 (m, 2H); 1,85-1,88 (m, 2H); 2,45-2,52 (m, 1H); 3,15 (t, 2H, J=6,0 Hz); 4,36 (t, 2H, J=6,0 Hz); 7,22-
7,32 (m, 2H); 7,45 (d, 1H, J=8,0 Hz); 7,71 (d, 1H, J=8,0 Hz); 8,04 (s, 1H).

IV (cm™): 3390, 3089, 3060, 2927, 2852, 1704, 1648, 1614, 1496, 1459, 1450, 1384, 1367, 1288,
1261, 1203, 1128, 1008, 892, 767, 744, 634, 428.

N

5.3.6 Sintese de 2-(clorometil)-1H-benzimidazole (2.15) ©: \>—CH2C'
N
H

Num baldo de fundo redondo, fez-se reagir 10 mmol (1,08 g) de o-diaminobenzeno com 13
mmol (1,2 mL) de cloroacetato de metilo em 9 mL de HCI 4M e deixou-se em agitacdo a temperatura
ambiente durante 4 horas. Apds esse tempo, deixou-se mais 4 horas em refluxo. De forma a isolar
o produto final, adicionou-se a solucdo resultante 25 mL de agua gelada, seguindo-se a adicdo de
amonia até atingir um pH de 9. Posteriormente, o sélido foi filtrado e lavado com agua, obtendo-

se um sdlido amarelo.

Rendimento: 76%

RMN H (400 MH, DMSO-d6), § (ppm): 4,92 (s, 2H); 7,20-7,22 (m, 2H); 7,55-7,57 (m, 2H).

IV (cm™): 3087, 3056, 3008, 2940, 2850, 2744, 2688, 2634, 1675, 1621, 1589, 1488, 1454, 1442,
1315, 1278, 1253, 1226, 1031, 1020, 933, 840, 767, 744, 736, 700, 640, 437.
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5.3.7 Sintese de Complexos de Cu(ll)

5.3.7.1 Procedimento geral para a sintese dos complexos de Cu(ll) derivados do 4-
nitroimidazole e do benzimidazole:

Num baldo de fundo redondo foi adicionado 1 mmol de ligando, 0.5 mmol de acetato de
cobre e 20 mL de metanol seco. Colocou-se em refluxo e agitagdo magnética durante 6h, tendo sido
controlada a reacdo por TLC.

Apés arrefecimento da reacdo, ocorreu formagdao de um sdlido que depois foi filtrado.
Evaporou-se o metanol e adicionou-se éter etilico para precipitar o resto do complexo, que foi

filtrado novamente. Os complexos apresentavam tons azuis.

Complexo de Cu(ll)/ N-(2-(4-nitro-1H-imidazol-1-il)etil)ciclo-hexilamina (2.17)

Rendimento: 46%

Ponto de fusdo: 92°C (degrada)

IV (cm™): 3421, 3122, 2933, 2857, 1629, 1548, 1492, 1403, 1384, 1338, 1290, 1135, 1045, 823, 755,
682, 669, 474.

Complexo de Cu(ll)/ N-(2-(4-nitro-1H-imidazol-1-il)etil)morfolina (2.18)

Rendimento: 69%

Ponto de fusdo: 2382C

IV (cm™): 3133, 2857, 2807, 1542, 1513, 1490, 1450, 1402, 1330, 1286, 1263, 1137, 1114, 1070,
1010, 981, 867, 823, 655.

Complexo de Cu(ll)/ N-(2-(4-nitro-1H-imidazol-1-il)etil)piperidina (2.19)

Rendimento: 55%

Ponto de fusdo: 742C (degrada)

IV (cm™): 3475, 3374, 2935, 1604, 1546, 1513, 1488, 1446, 1421, 1986, 1351, 1332, 1292, 1126,
989, 823, 692.
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Complexo de Cu(ll)/ 2-(1H-benzoimidazole-1-il)etil)ciclohexilamina (2.20)

Rendimento: 45%
Ponto de fusdo: 112°C (degrada)
IV (cm™): 3421, 3106, 2929, 2854, 1573, 1515, 1465, 1446, 1384, 1336, 1297, 1197, 746.

5.3.7.2 Procedimento geral para a sintese dos complexos de Cu(ll) derivados do 1-(3-
aminopropil) imidazole:

Para a sintese deste conjunto de complexos, seguiu-se o0 mesmo procedimento usado para
os complexos anteriores, no entanto a reagdo foi efetuado usando 1 mmol de ligando e 1 mmol de
acetato de cobre.

Estes complexos de Cu(ll) foram cristalizados por arrefecimento da mistura da reacdo,

tendo sido obtidos sélidos com coloragdo verde.

Complexo de Cu(ll)/ 2-(((3-1H-imidazole-1-il)propil)imino)metil)-4-clorofenol (2.21)
Rendimento: 85%

Ponto de fusdo: 196,42C
IV (em™): 3421, 3133, 1623, 1529, 1465, 1423, 1392, 1324, 1176, 1106, 1093, 825, 721, 707, 659.

Complexo de Cu(ll)/ 2-(((3-1H-imidazole-1-il)propil)imino)metil)-4-bromofenol (2.22)
Rendimento: 92%

Ponto de fusdo: 1952C

IV (cm™): 3421, 3135, 1621, 1527, 1465, 1390, 1324, 1176, 1108, 1093, 825, 669, 653.
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Complexo de Cu(ll)/ 2-(((3-(1H-imidazole-1-il)propil)imino)metil)-4,6-dibromofenol (2.23)

Rendimento: 78%
Ponto de fusdo: 220°C

IV (cm™): 3135, 2925, 1621, 1452, 1413, 1386, 1328, 1214, 1157, 1108, 754, 709, 680, 653.

Complexo de Cu(ll)/ 2-(((3-(1H-imidazole-1-il)propil)imino)metil)-4,6-clorofenol (2.24)

Rendimento: 90%

Ponto de fusdo: 2332C

IV (cm™): 3421, 3145, 3056, 2981, 2925, 2869, 1621, 1602, 1589, 1531, 1465, 1455, 1442, 1417,
1386, 1330, 1220, 1172, 1108, 1093, 767, 754, 746.

5.4 Estudos in vitro

Apos a sintese dos complexos de Cu(ll), prosseguiu-se para estudos in vitro com o intuito
de avaliar a atividade antitumoral dos mesmos.

Foram usadas linhas celulares que tém como carateristica o crescimento em monocamada
aderente, as quais foram mantidas num ambiente apropriado. Do cancro da mama utilizou-se as
linhas celulares humanas MCF-7 (ATCC Cat#HTB-22) e HCC1806 (ATCC Cat#CRL-2335) e do cancro
do colorretal LS1034 (ATCC Cat# CRL-2158), linha celular do cego, e WiDr (ATCC Cat#CCL-218), linha
do célon esquerdo. Para além destas linhas celulares, foram utilizadas as linhas celulares CCD841-
CoN (ATCC Cat#CRL-1790) e HFF1 (ATCC Cat#SCRC-1041), que correspondem a células sauddveis
humanas do célon e células penianas mais concretamente do prepucio, respetivamente. Estas

linhas celulares permitiram avaliar a seletividade dos compostos.

5.4.1 Culturas celulares

A propagacdo e o manuseamento das linhas celulares decorreram sob condic¢des rigorosas,

num ambiente estéril e asséptico. As linhas celulares foram adquiridas pela American Type Culture
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Collection (ATCC), e foram propagadas em cultura aderente e mantidas a 37°C numa incubadora
Binder, em atmosfera humificada com 95% de ar e 5% de CO..

As linhas celulares do cancro da mama tém origem na glandula mamaria de diferentes
doentes. A MCF-7 expressa IGFBP (do inglés insuline growth factor binding protein) e é positiva para
recetores de estrogénio e progesterona. E uma linha celular pouco agressiva e invasiva,
apresentando um baixo potencial metastético.®* Por outro lado, a linha celular HCC1806 é de um
tipo de cancro da mama triplo negativo, ndo apresentando recetores para estrégenio (ER),
progesterona (PR) e HER-2 e n3o expressa a proteina P53.%°

Relativamente ao cancro colorretal, as células LS1034 tém origem no cego de um doente
com cancro colorretal no estddio C. Apresentam mutacdes nos genes supressores que codificam a
P53 e a APC, tratando-se também de uma linha celular descrita como resistente a quimioterapia. A
linha celular tumoral WiDr é proveniente da regido reto-sigmoide do célon, também apresentando
uma mutacdo no gene que codifica na proteina P53, diferente da respetiva mutacdo das células
LS1034, e na APC.*

As linhas celulares CCD841-CoN, HFF1, MCF-7 e WiDr foram cultivadas em meio de cultura
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium, DMEM (Sigma, D5648), e as linhas celulares HCC1806 e
LS1034 foram cultivadas em Roswell Park Memorial Institute, RPMI 1640 (Sigma, R4130).

Os meios foram preparados e suplementados com 1% de antibidtico (Sigma, A5955; 100
U/mL de penicilina e 10 pg/mL estreptomicina), 1 mM de piruvato de sédio (Gibco, 11360) para
RPMI e 0,25 mM para DMEM, e 15% de soro bovino fetal (Sigma, F7524) para HFF1, 10% para
CCD841 e 5% para as restantes linhas celulares. Tal como j& mencionado, as culturas celulares
usadas crescem numa monocamada que adere ao suporte sélido. De maneira a conseguir-se
realizar estudos com elas, é necessdrio que as células se destaquem dos suportes através de
métodos enzimaticos. Para isso, comecgou-se por lavar as culturas de células com uma solugdo salina
de tampao fosfato (PBS, do inglés phosphate buffer saline) e posteriormente adicionou-se 2 mL de
uma solugdo de TrypLE Express™ (Gibco, 12605-028), deixando-se incubar a 37°C até que as células
se destacassem do frasco.

Findo o tempo de incubagdo, adicionou-se 4mL de meio de cultura, de modo a inativar a
solucdo enzimatica e ressuspendeu-se a suspensdo celular. Para proceder-se a contagem das
células num microscépio 6tico invertido (Motic, AE31), diluiu-se 20 pL de azul tripano e 20 pL da

suspensdo celular e transferiu-se para uma camara de Neubaeur (Figura 5.1).
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Figura 5.1 Camara de Neubaeur ou hemocitdmetro

O objetivo do método de exclusdo do azul tripano é contabilizar as células vivas em
suspensao uma vez que consegue diferenciar das células mortas. Por fim, a suspensao celular foi
adicionado meio de cultura de maneira a obter-se a concentracao pretendida, conforme o estudo

posterior.

5.4.2 Avaliacao da citotoxicidade

Este estudo teve como objetivo avaliar o efeito citotdxico dos complexos de Cu(ll) nas linhas
celulares tumorais. Comecou-se por determinar a proliferacdo celular apds exposicdo aos
compostos sintetizados, de modo a encontrar qual apresentava o maior efeito inibitério da
proliferacdo celular, e com esse prosseguir para estudos posteriores como a avaliagdo da
viabilidade e ciclo celular, ROS e estudos de morfologia.

Foram utilizados dois solventes: o dimetilsulféxido (DMSO, Sigma, D4540) e a
dimetilformamida (DMF), dependendo da solubilidade dos compostos. Todas as solugdes utilizadas
foram previamente autoclavadas ou esterilizadas através de um processo de filtragao, recorrendo
a filtros (GE Healthcare, Whatman, Rezist™ 30/0,2 PTFE-S). Os complexos metélicos foram testados

em concentrag¢des que variaram entre 0,5 e 200 uM.

5.4.2.1 Avaliagao da proliferagao celular

Foram preparadas suspensdes celulares com 50 mil células/mL em meio de cultura para as

linhas MCF-7 e WiDr, uma suspensdo com 60 mil células/mL para HCC1806 e outra com 70 mil
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células/mL para a linha celular LS1034. Estas suspensdes celulares foram distribuidas por placas de
48 pocos, tendo cada pogo ficado com um volume final de 500 pL. Apés 24h, tempo necessario para
as células voltarem a aderir ao suporte sélido, foram testadas as concentragées dos complexos
metalicos entre 0,5 e 200 uM. Além disso ainda foram feitos dois controlos: um em que nao foi
adicionado qualquer composto e outro correspondente ao solvente onde os complexos foram
solubilizados e que representava 1% do volume de meio de cultura de cada pogo. Depois as células
foram incubadas durante 48h.

Seguidamente, realizou-se o ensaio colorimétrico MTT, com o qual foi possivel avaliar a
atividade metabdlica das células sujeitas aos compostos e obter curvas dose-resposta.

O MTT consiste num sal de tetrazdlio de cor amarela que permite avaliar a viabilidade e
fungdo mitocondrial das células. Estes sais revelam a atividade das enzimas desidrogenases,
presentes em células metabolicamente ativas, e conseguem protonar o anel de tetrazélio do MTT,
formando cristais de formazano com uma coloracao roxa. Depois de solubilizados e quantificados
por espetrofotometria, é possivel avaliar a atividade mitocondrial e consequentemente, a atividade

metabdlica (Figura 5.2).8°

(M o
—
%" N. Reductase |
N
S

MTT (amarelo) Formazan (roxo)

Figura 5.2 Estruturas quimicas do MTT e dos cristais de formazan resultantes das células metabolicamente
ativas

Posto isto, e terminado o tempo de incubagdo de 48h, o meio de cultura das placas foi
descartado e as células lavadas com PBS. Adicionou-se 150 pL de uma solucdo de MTT (0,5 mg/mL:
Sigma, M2128) em PBS e incubou-se durante pelo menos 2h a 37°C. Para dissolver os cristais de
formazano formados, recorreu-se a uma solugdo 0,04 M de acido cloridrico em isopropanol, tendo
sido adicionado em cada pogo 150 L e colocadas as placas sob agitacao.

Apds a solubilizagdo dos cristais, foram transferidos 200 uL de cada pogo para uma placa
de 96 pogos (Sarstedt, Alemanha), e feita a leitura das absorvancias num espetrofotémetro, usando

os comprimentos de onda de 570 e 620 nm.
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As curvas dose-resposta e os valores de ICso foram calculados recorrendo ao programa
Origin Pro 8.5, tendo anteriormente calculado a percentagem da atividade metabdlica sujeitas ao

complexo de Cu(ll) em relagdo as células sujeitas ao solvente, tendo sido utilizada a equagao 1.1.

Células tratadas com solucao _
% Atividade metabdlica = ( - ) bs 570 nm—abs 620 nm) X 100
(Células tratadas com solvente) aps 570 nm-abs 620 nm)

Equacao 1.1. Determinagdo da atividade metabdlica das células tumorais

5.4.2.2 Avaliagao da viabilidade celular

O efeito ao nivel da morte celular do complexo que induziu maior inibicdo de proliferacao
foi avaliado recorrendo a citometria de fluxo. A partir da citometria de fluxo as particulas que se
encontram em suspensao no liquido em fluxo podem ser contadas, examinadas e classificadas,
permitindo que se faca uma andlise de vdrios parametros.

Neste trabalho foi utilizado um citometro FACSCalibur, tendo em cada ensaio sido usadas
1x10° células para todas as marcacdes. O numero de eventos, que correspondia ao nimero de
células, foi calculado pelo programa CellQuest™, e a quantificagdo e analise dos resultados foi feita
recorrendo a um software especifico (Paint-a-Gate 3.02, Machintosh Software).

Para a analise da viabilidade celular foram utilizadas duas sondas fluorescentes, a anexina
V (AnV) acoplada a FITC (do inglés fluorescein isothiocyanate) e o iodeto de propidio (IP). A anexina
V trata-se de uma proteina anticoagulante, que tem a capacidade de ligacdo a fosfolipidos
anidnicos, tais como a fosfatidilserina que se encontra no folheto interno da bicamada fosfolipidica.
J4 o iodeto de propidio permite corar e intercala-se no DNA e RNA celulares.?” Os tipos de morte
celular podem ser distinguidos porque durante a apoptose, a fosfatidilserina desloca-se para o
folheto externo da bicamada, permitindo a sua detecdo quando as células sdo incubadas com AnV-
FITC. Pelo facto da membrana se manter integra, o IP ndo atravessa a mesma, ndo conseguindo
intercalar com o DNA. Isto acontece quando a membrana apresenta danos como consequéncia de
uma apoptose tardia ou necrose.®%8

Na andlise deste estudo podemos agrupar os resultados em quatro grupos distintos: o
primeiro correspondente as células viaveis (negativa para ambas as marcagdes), o segundo em que
as células estdo em apoptose inicial (marcagdo positiva para AnV-FITC e negativa para IP), o terceiro

onde as células se encontram em apoptose tardia/necrose (marcacdes positivas para as duas
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sondas) e por ultimo, em que as células estdo em necrose (marcacdo negativa para AnV-FITC mas
positiva para IP).

As células foram sujeitas a trés condi¢gdes: a um controlo no qual ndo foi adicionado
qualguer composto, a um valor de ICso (calculado para cada linha celular [Tabela 5.1]) e a
concentracdo de 20 uM (concentragdo maxima testada para este composto) e incubadas durante

48 horas.

Tabela 5.1 Valores de ICso do composto 2.20, para cada respetiva linha celular

Linha celular ICs0 (LM)
MCF-7 6,57
HCC1806 1,2
LS1034 51
WiDr 2,6

As células foram centrifugadas a 1300 xG durante 5 minutos, tendo o sobredanante sido
descartado. Foi realizada uma lavagem no qual foi adicionado PBS ao pellet obtido e sujeito
novamente a centrifugacdo. Ao sedimento foi adicionado 100 ul de tampéo de ligacdo frio (0,01M
de Hepes [Sigma, H7535], 0,14 M de NaCl [Sigma, S7653] e 0,25 mM de CaCl; [Sigma, C4901]), 2,5
pL de AnV-FITC (Immunostep, ANXVF) e 1 uL de IP (kit Immunostep). Utilizando um vértex, a solugdo
celular foi homogeneizada e foi incubada no escuro durante 15 minutos, a temperatura ambiente.
Apds o tempo de incubagdo, adicionou-se mais 400 pL de tampao de ligagdo frio e a solugdo foi
homogeneizada novamente. Os comprimentos de onda de excitagdo foram de 525 nm para AnV-
FITC e de 488 nm para o IP. Os resultados apresentados estdo na forma de percentagem de células
identificadas em cada subpopula¢do, demonstrando marcagdo positiva ou negativa para as sondas

AnV-FITC/IP.

5.4.2.3 Avaliagao do ciclo celular

Neste estudo foi novamente utilizada a técnica de citometria de fluxo para avaliar o ciclo

celular. Durante o ciclo celular, as células passam por quatro etapas: a fase G1 (gap-1), a fase Sonde
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ocorre areplicacdo do DNA, a fase G2 (gap-2) e por ultimo a fase M (mitose), no qual ha uma divisdo
do material genético pelas duas células-filhas.®®

Nesta avaliagao foram usadas duas sondas, uma solucdo de iodeto de propideo (IP) e RNase
(esta ultima responsavel por catalisar a degradacdo do RNA), permitindo agrupar as células em trés
populagdes: células que se encontram na fase S (no qual o DNA estd a ser replicado), células que
estdo da fase GO e G1 onde ainda ndo ocorreu a replicagdo do material genético e a fase G2 e M
onde as células apresentam o dobro do contelddo genético relativamente ao inicio do processo. A
obtenc3o de histogramas de fluorescéncia permite a anélise do ciclo celular nesta técnica.™

De um modo semelhante ao procedimento da viabilidade celular, as células foram
centrifugadas a 1300 xG durante, 15 minutos e descartado o sobrenadante. Foi adicionado 200 pL
de etanol a 70% frio a cada tubo em agitacdo no vértex e as células foram incubadas durante 30
minutos no escuro a 4°C. Seguidamente, as células foram lavadas com 2 mL de PBS, centrifugadas
nas mesmas condicdes e descartado o sobrenadante. Adicionou-se 200 pL de uma solucdo de
IP/RNase (Immunostep, PI/RNase) e incubou-se durante 15 minutos no escuro, a temperatura

ambiente. O comprimento de onda de excitacdo de 488 nm foi o usado para possibilitar a detecao.

5.4.2.4 Avaliagdo das espécies reativas de oxigénio

De modo a avaliar o ambiente apds a exposi¢do das linhas celulares ao composto 2.20, foi
avaliado a produgdo intracelular de ROS, nomeadamente o radical superéxido e de perdxidos e a
defesa antioxidante GSH. Os niveis intracelulares destas espécies foram avaliados por fluorimetria.
Para a detecdo da presenca do radical superdxido, utilizou-se a sonda DHE (do inglés
dihydroethidium), que atravessa a membrana celular e se oxida pelo radical superdxido, originando
um composto vermelho que se intercala no DNA. Desta forma, é possivel determinar a presenca do
radical superdxido a nivel intracelular.9%3

A presenca de perdxidos foi avaliada usando a sonda DCFH,-DA (do inglés 2’,7’-
dicholorohydrofluorescein diacetate) que é capaz de atravessar a membrana e ja no meio
intracelular, os seus dois grupos acetatos sdo clivados por esterases intracelulares e formam DCFH
(do inglés 27, 7’-dicholorohydrofiuorescein), que é oxidado pelo H.0; resultando no composto DCF
(do inglés 27, 7’-dicholorofluorescein).®*

De modo a detetar a presenca de peréxido e do radical superéxido, as células foram sujeitas

a trés condig¢bes: a um controlo no qual n3o foi adicionado qualquer composto, a um valor de ICso
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(calculado para cada linha celular [Tabela 5.1]) e a concentracdo de 20 uM (concentra¢gdo maxima
testada para este composto). As células foram incubadas durante 2 e 24h.

Apds o tempo de incubacdo, foram usadas 1x10° células por ensaio e por condicdo, as quais
foram sujeitas a uma lavagem com PBS, centrifugadas e removido o sobrenadante. Apéds a adicdo
de 6 mL de PBS, as células foram distribuidas pelos tubos, tendo sido realizado um duplicado para
cada condi¢do. Seguidamente, a cada tubo foram adicionados 5 pL de DHE (1mM [Sigma, D7008])
durante 15 minutos ou 1 uL de DCFH,-DA (5 uM [Molecular Probes, D-399]) durante 45 minutos, a
37°C, no escuro. Seguidamente, a suspensdo celular foi lavada com PBS e centrifugada a 1300G
durante 5 minutos, e finalmente o pellet foi ressuspendido em 400 uL de PBS. A suspensao foi
transferida para placas de 96 pocos, sendo o volume de cada tubo dividido em dois replicados de
200 pL. A leitura foi feita num espetrofotémetro ELISA (Biotek®, Synergy HT), com o comprimento
de onda de excitacdo de 620 nm para o DHE e 488 nm para o DCF.

De forma a prevenirem lesdes no DNA, as células apresentam mecanismos de defesa
antioxidante, incluindo antioxidantes ndo enzimaticos nomeadamente a GSH, que neutralizam as
ROS. A GSH reage com o oxigénio singleto, o radical superéxido e o radical hidroxilo, entre
outras.®>% Usando o alaranjado de mercuirio, um composto fluorescente, que se liga
especificamente aos grupos sulfidril, do GSH, originando um produto que emite fluorescéncia
vermelha com um comprimento de onda de excitacdo de 488 nm, sendo possivel avaliar a sua
producdo também por fluorimetria. O procedimento foi semelhante ao das espécies oxidantes
anteriores, tendo as células sido incubadas com 1 pL de alaranjado de mercurio (10 mM [Sigma,
M7750]) durante 15 minutos, no escuro a 37°C. A suspensdo celular foi lavada por centrifugacdo
com PBS a 1300 xG, durante 5 minutos, e o sedimento foi ressuspendido em 400 uL de PBS.
Finalmente, a suspensao foi transferida para uma placa de 96 pogos, tendo feito dois replicados de

200 pL. O comprimento de onda de excitagdo foi de 620 nm.

5.4.2.5 Morfologia

Com o intuito de complementar os resultados da avaliagdo da viabilidade celular,

efetuaram-se estudos de morfologia para as linhas celulares tumorais HCC1806 e LS1034.
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Comegou-se por preparar uma suspensdo celular com 100 mil células/mL que foi distribuida
por placas de 12 pocos, ficando cada pog¢o com um volume final de 1 mL. Apds 24h, administrou-se
o complexo de Cu(ll) que revelou ter uma maior inibicdo na proliferacdo celular, o composto 2.20.
As células foram sujeitas a trés condi¢ées: o controlo, o ICso (Tabela 5.1) e a concentracdo maxima
de composto testada, seguido de incubag¢do durante 48h.

O meio das placas foi recolhido, as células lavadas com PBS e adicionado TrypLe, deixando
incubar a 379C, até que as células se destacassem. A solucdo enzimatica foi inibida com o meio de
cultura inicialmente recolhido, e a suspensdo celular foi sujeita a centrifugacdo de 1300 xG durante
5 min. Descartou-se o sobrenadante e centrifugou-se novamente, mas desta vez com PBS para lavar
as células. Descartou-se o sobrenadante, tendo sido obtido um pellet de células ao qual foram
adicionados 40 pL de FBS, homogeneizado e colocado numa ldmina. Com a ajuda de uma lamela,
fez-se um esfregaco das células sobre a lamina e deixou-se secar.

Os esfregacos foram fixados em metanol durante 5 min. Depois foram corados com May-
Griinwald 1:4 em metanol durante 3 min seguido de Giemsa 1:9 em H,0 durante 8 min. De seguida
foram lavados em agua corrente durante 3 min, secos ao ar, diafanizados com xilol (VWR, Radnor,
EUA) e preservados com meio de montagem sintético Entellan New (Merck, Darmstadt, Alemanha).
As laminas foram observadas ao microscdpio ético Olympus U-D30 (Olympus, Tokyo, Japdo) e

fotografadas com uma camara Olympus SC30 (Olympus, Tokyo, Japdo).

5.4.2.6 Estudo de hemocompatibilidade

Neste ensaio pretendeu-se avaliar a hemocompatibilidade, isto é, avaliar se o composto se
provoca alguma lesdo na membrana dos eritrdcitos, por medicdo da libertacdo de hemoglobina e
até mesmo perceber se o composto podera vir a ser administrado por via intravenosa. Comecgou-
se por recolher 1 mL de sangue e transferiu-se para uma solugdo de NaCl 0,85% com CaCl, 10 mM
(1:30) anteriormente preparada. Apds 3 centrifugacdes e lavagens (1500 rpm/3 min), foi obtido um
pellet de eritrécitos. De acordo com o volume pretendido, foi ressuspendido a 2% na solugdo
preparada inicialmente, e a solugao foi distribuida por placas de 96 pogos. Adicionaram-se volumes
do composto 2.20, de forma a testar a gama de concentragdes 1, 5, 20 e 100 uM. Além destes,
ainda foram feitos controlos negativos, no qual nao foi adicionado nenhum composto, controlos
positivos, onde foi usado Triton-X 100, um detergente que promove a lise das células, e testados

ainda o efeito do solvente no qual o composto estava dissolvido.
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A placa de 96 pocos foi depois incubada durante 1 hora, sob agitacdo, e depois sujeita a
centrifugacdo (4000 rpm/5min). Finalmente, o sobrenadante foi recolhido e feita a quantificacdo
da libertacdo da hemoglobina através da medicdo da absorvancia a 540 nm, utilizando a equagao

1.2.

% Libertagio de hemoglobina = Abs (amostra) X 100%
0 Libertagdo de hemogiobing = Abs (controlo positivo) — Abs (controlo negativo) °

Equacgdo 1.2. Férmula para o calculo da libertagdo de hemoglobina

5.4.3 Analise estatistica

A andlise estatistica dos valores experimentais da avaliacdo da viabilidade, do ciclo celular,
producdo de ROS e defesa antioxidante foi realizada usando o software IBM® SPSS® Statistics,
versdo 24.0 (IBM Corporation, Armonk, New York, EUA).

A comparacdo da viabilidade e ciclo celular, a producdo de ROS e defesa antioxidante entre
as trés condigdes com o complexo de Cu(ll) 2.20 para cada concentracgado foi realizada segundo o
teste Analysis of Variance (ANOVA) de um fator (distribuicdo normal e homogeneidade de
variancias) ou pelo teste Kruskal-Wallis (caso contrdrio). As comparac¢des multiplas foram feitas
usando o teste Tukey (em caso de homogeneidade de variancias) ou o teste Games-Howel (caso
contrario). No caso da amostra ser constituida por menos de 10 valores, procedeu-se a analise ndo

paramétrica. Considerou-se o nivel de significancia de 0,05.
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