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RESUMO

Uma busca por novos complexos analogos a cisplatina que apresentem maior
seletividade e acdo contra células tumorais vem ocorrendo na pesquisa
cientifica. Complexos de Pt(IV) tornaram-se o centro das atencdes de
pesquisadores que buscavam evitar 0 uso intravenoso dos quimioterapicos
contendo Pt(ll). Apesar do relativo sucesso desses pro-farmacos, a baixa
seletividade dos quimioterapicos a base de platina, o alto custo de producgéo e
os efeitos colaterais trazem a tona a necessidade de estudos e desenvolvimento
de novos quimioterapicos que diminuam esses pontos limitadores. Outros metais
vém sendo utilizados e alguns, como vanadio e paladio mostraram-se
promissores. Foram obtidos compostos de Pt e V com acidos mono- e
dicarboxilicos e aminoacidos. Foram utilizados os seguintes ligantes: acido
glutamico, acido ftalico, acido mesacoénico, acido orotico e 5-fluorouracil. Tais
compostos foram caracterizados utilizando técnicas espectroscopicas,
termogravimétricas, analise elementar e difratometria de raios-X. Os compostos
tiveram sua atividade antitumoral in vitro testada e apresentaram algum grau de
atividade antitumoral. Os complexos de vanadio com acido glutdmico e acido
orético apresentaram indices de seletividade variando entre, aproximadamente,
1,5 e 9; com ICso indo de 7,9 a 44,5 ummol.Lt. VOSO4 apresenta um ICso muito
menor em células normais e de, no minimo, 1,5 vezes maior para as células
tumorais. Devido a esses bons resultados com os complexos de vanadio, trés
novos complexos de acido orético na forma anibnica com vanadio (VI),

molibdénio (VI) e tungsténio (VI) foram obtidos e caracterizados.

Palavras-chave: aminoacidos, acidos carboxilicos, vanadio, platina, tungsténio,

molibdénio, complexos metalicos.



ABSTRACT

A search for new complexes analogous to cisplatin that present greater selectivity
and action against tumor cells has been occurring in scientific research. Pt(IV)
complexes became the center of attention of researchers seeking to avoid the
intravenous use of Pt(Il) containing chemotherapeutics. Despite the relative
success of these prodrugs, the Ilow selectivity of platinum-based
chemotherapeutics, the high cost of production, and the side effects bring to the
surface the need for studies and development of new chemotherapeutics that
diminish these limiting points. Other metals have been used and some such as
vanadium and palladium have proved to be promising. Pt and V compounds were
obtained with mono- and dicarboxylic acids and amino acids. The following
ligands were used: glutamic acid, phthalic acid, mesaconic acid, orotic acid and
5-fluorouracil. Such compounds were characterized using spectroscopic,
thermogravimetric, elemental analysis and X-ray diffraction techniques. The
compounds had their antitumor activity in vitro tested and showed some degree
of antitumor activity. Vanadium complexes with glutamic acid and orotic acid had
selectivity indices ranging from approximately 1.5 to 9; with ICso ranging from 7.9
to 44.5 yM. VOSO4 has a much lower ICso in normal cells and at least 1.5 times
higher in tumor cells. Due to these good results with vanadium complexes, three
new complexes of orotic acid in their anionic form with vanadium (VI),

molybdenum (VI) and tungsten (VI) were obtained and characterized.

Keywords: amino acids, carboxylic acids, vanadium, platinum, molybdenum,

tungsten, metal complexes.
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1. INTRODUCAO

Desde a descoberta da cisplatina por Rosenberg, van Kamp e Krigas
(1965) e posterior comprovagéo da atividade antitumoral de complexos de
platina (ROSENBERG et al., 1969; ROSENBERG, 1978), vem ocorrendo na
pesquisa cientifica uma busca por novos complexos analogos a cisplatina que
apresentassem maior seletividade e acao contra células tumorais. O surgimento
de novas técnicas para o tratamento do cancer, a descoberta de quimioterapicos
de segunda e terceira geracdes e o numero de artigos publicados sobre o tema
fizeram com que o interesse pelos complexos de Pt(ll) diminuisse (NURGALI,
JAGOE; ABALO, 2018). Complexos de platina de segunda geracdo sao
complexos onde o ocorre a substituicdo dos cloros ligados a platina por
moléculas organicas bidentadas. Complexos de platina de terceira geracdo sao
complexos de segunda geracdo que tém os grupos amina ligados a platina

substituidos por moléculas organicas com aminas terminais ligadas a platina.

Complexos de platina (IV) tornaram-se o centro das atencbes de
pesquisadores que buscavam evitar 0 uso intravenoso dos quimioterapicos
contendo platina (I). Os pré-farmacos de platina (IV) sdo administrados por via
oral e sofrem reducéo para platina (II) no organismo do paciente. A principal
vantagem desses pro-farmacos é a facilidade de administracado, pois dispensam
a aplicacdo intravenosa, envolvem menos profissionais da area da saude e
apresentam resultados similares ao tratamento tradicional (JOHNSTONE;
SUNTHARALINGAM; LIPPARD, 2016).

Apesar do relativo sucesso desses pro-farmacos, a baixa seletividade dos
quimioterapicos a base de platina, o alto custo de producdo e os efeitos
colaterais trazem a tona a necessidade de estudos e desenvolvimento de novos
quimioterapicos que diminuam esses pontos limitadores. Complexos de ruténio
vém se apresentando como potenciais auxiliadores ao tratamento tradicional do
cancer. O ruténio age como transportador de ligantes (farmacos com acéo
antitumoral), que séo liberados dentro das células tumorais e tém acédo mais
efetiva (CINI et al., 2003; JAKUPEC et al., 2008; PAVAN et al., 2010; PAVAN et
al., 2011; RONCONI; SADLER, 2007).
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Outros metais vém sendo utilizados e alguns, como vanadio
(EVANGELOU, 2002), ruténio, ouro, (BRUIININCX, P. C.; SADLER, 2008),
paladio, prata e cobre, entre outros (MEDICI et al., 2015), mostraram-se

promissores.

1.1. MECANISMOS DE ACAO DA CISPLATINA E ANALOGOS

Os complexos planares analogos a cisplatina sdo complexos de platina
(I, quadrado-planares, com duas aminas e dois ligantes cis anibnicos sendo
gue as duas aminas podem ou ndo ser grupos quelantes e sédo chamados de
“grupos nao abandonadores”, porque permanecem ligados ao centro metalico
durante as transformacodes intracelulares. Os “grupos abandonadores”, que
podem ser grupos anidnicos monodentados ou quelantes, saem da esfera de
coordenacao da platina (II). O mecanismo geral de acao envolve quatro etapas
principais: (i) captacdo celular, (ii) hidrolise, (iii) ligacgdo ao DNA e (iv)
intercalacbes ao DNA e morte celular (Figura 1) (JOHNSTONE;
SUNTHARALINGAM; LIPPARD, 2016).
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Figura 1. Etapas de captacgéo, hidrélise e acdo da cisplatina e analogos

H,N.  CI
¢
H,N el
(i) [CI] =104 mM ( sangue) Membrana plasmatica
[CI] = 4-10 mM (citoplasma) ——
A4
(ii) cisplatina se Iiga ao N7 NH,
v 7
- Pt~ NH;
HaN_ OH_l 2+ { 7 (m) & (iv)
/Pt C N-- H-—N G —
HsN
\H
Par de bases C-G Aduto 1,2-d(GpG) interfita
(DNA) (produto majoritario)

Fonte: modificado de Johnstone; Suntharalingam e Lippard (2016).

A cisplatina é captada pelas células por difusdo passiva pela membrana
plasmética e transporte ativo pelas proteinas de membrana. Por ser pequena e
de geometria planar, a cisplatina vem sendo referida como suscetivel a difusdo
passiva. Tal fato é comprovado pelos niveis da captagao celular, que se mantém
constantes com 0 aumento da concentracdo e sao proporcionais a dose
administrada. Alguns estudos demonstraram que o transporte ativo € o principal
mecanismo de captacao celular, sendo os transportadores de cobre os principais
responsaveis pelo transporte da cisplatina. De modo similar, a eficiéncia da
oxaliplatina esta diretamente ligada a expresséo de transportadores de cations
organicos. Aldeidos reativos diminuem a captacéo da cisplatina, provavelmente
por reagirem com as proteinas de membrana que internalizam a cisplatina
(JOHNSTONE; SUNTHARALINGAM; LIPPARD, 2016).

A geometria quadrado-planar da cisplatina facilita a troca de ligantes, que
€ essencial para a formacdo de lesGes no DNA, sendo essas lesbes as
responsaveis pela agdo antitumoral (FREY; RANFORD; SADLER, 1993). A
cisplatina sofre hidrélise mesmo antes da sua ligacdo ao DNA: um cloreto &
substituido por uma molécula de agua. O tempo de meia-vida da reacao de

hidrélise que produz o cis-[Pt(NHz3)2CI(H20)]* é de aproximadamente 2 h. A carga
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negativa do ion complexo faz com que ele seja atraido para regibes do DNA
carregadas com cargas negativas. A carboplatina e a oxaliplatina apresentam
grupos quelatos ao invés dos cloretos da cisplatina. Esses quelatos sdo
substituidos muito lentamente e solu¢cbes dessas duas drogas sdo estaveis a
hidrélise por periodos que podem chegar a meses (FREY; RANFORD; SADLER,
1993).

A cisplatina hidrolisada consegue entrar no nucleo e ligar-se ao DNA,
impedindo os mecanismos de reparo do DNA. Décadas de pesquisas
identificaram interaces entre platina, DNA, RNA e algumas proteinas. Os sitios
mais nucleofilicos do DNA sé@o os atomos de nitrogénio na posicao 7 (N7) dos
residuos de purina da guanina e adenina, que sao 0s pontos preferenciais de
ligacdo com os complexos de platina. Experimentos de RMN de platina-195
revelaram que a cisplatina forma, primeiramente, adutos monofuncionais com o
DNA (BANCROFT; LEPRE; LIPPARD, 1990) e, posteriormente, o ligante Cl- &
substituido por uma guanina, formando um cross-link com o DNA. Tais cross-
links podem ser formados em uma mesma fita do DNA ou entre as duas fitas
(BANCROFT; LEPRE; LIPPARD, 1990).

1.2. MECANISMOS DE ACAO DE COMPLEXOS DE VANADIO

O vanédio é um elemento presente em plantas e animais. A presenca de
vanadio nesses organismos faz com que existam mecanismos para
reconhecimento, captacdo e uso de seus ions, possibilitando assim sua
utilizacéo contra véarias doencas, como o diabetes (THOMPSON, ORVIG, 2006;
THOMPSON et al., 2009; WILLSKY etal., 2011), a osteoporose (ETCHEVERRY;
BARRIO, 2007) e o cancer (KIOSEOGLOU et al.,, 2015; REHDER, 2012;
PESSOA; ETCHEVERRY; GAMBINO, 2015). Nos vertebrados, apds a absorcao
e distribuicdo nos tecidos, o vanadio apresenta grandes concentracfes no figado
e nos 0ssos (PESSOA; ETCHEVERRY; GAMBINO, 2015)

O osteossarcoma é um tumor 6sseo maligno primario, sendo o tumor

0sseo0 mais comum em criancas e adultos. Para melhorar o bem-estar e a taxa
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de sobrevivéncia dos pacientes, € necessario um melhor entendimento dos
mecanismos de expressdo do osteossarcoma, desenvolvimento de novas
drogas e modelos mais confiaveis para testes (GORLICK; KHANNA, 2010).

Os mecanismos de acdo de complexos de vanadio foram estudados em
uma variedade de linhagens de células tumorais. Dentre elas, podemos
destacar: linfoma humano B e leucemia T (KREJSA et al., 1997), eritroleucemia
murina (ENGLISH; MACARA; CANTLEY, 1983), leucemia basofilica de ratos
(DJORDJEVIC et al.,, 1995), células da linhagem L1210 de leucemia
(DJORDJEVIC; WAMPLER, 1985), HL-60 e MO7E (DJORDJEVIC et al., 1995).
Tais trabalhos foram pioneiros na tentativa de substituicdo de complexos de
platina por complexos de vanadio para o tratamento de diversos tipos de cancer.

Ocorreram avangos nas ultimas décadas e alguns bons resultados foram
alcancados no tratamento do osteosarcoma (LEON et al., 2014a; LEON et al.,
2014b), cancer de mama (MCF-7) (EBRAHIMIPOUR et al., 2015) e leucemia
linfoide aguda e carcinoma colorretal (SINHA et al., 2014). Varios desses
avancos demonstraram que a agdo dos complexos de vanadio se da pela
inducdo a apoptose, pela inibicdo do crescimento de células tumorais e pela

inibicdo da metastase tumoral.

Os mecanismos de acao do vanadio na inibicdo de tumores ainda nao sao
totalmente conhecidos, mas € possivel afirmar que alguns complexos de vanadio
sdo promissores substitutos/coadjuvantes no tratamento de diversos tipos de

cancer.

1.3. ACIDO OROTICO E VANADIO

O acido orotico € um acido carboxilico fundamental para a biossintese de
bases pirimidinicas de &cidos nucleicos. Suas propriedades citotdxicas e
bactericidas também foram observadas. Usos do acido orético como ligante
foram descritos anteriormente para estudos de varios ions de metais de

transicdo. Esse acido é, em geral, coordenado aos ions metalicos na forma de
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anion (orotato) e alguns complexos ja foram parcialmente caracterizados
(MAISTRALIS; KOUTSODIMOU; KATSAROS, 2000).

Mais recentemente, outro complexo de vanadio (IV) com orotato e NHz
como ligantes foi descrito na literatura (NAGLAH et al.,, 2018). Usando
espectroscopia e técnicas de analise térmica, Naglah et al. (2018) propuseram
uma estrutura piramidal quadrada para o complexo com 2 moléculas de NHs e 1

orotato coordenado, sendo o orotato bidentado.

Outros complexos de metais de transicdo com orotato (1-) como ligante
monodentado também foram descritos na literatura. A sintese de um novo
complexo de indio (Ill) teve sua estrutura proposta com base em analises
quimicas e espectrais (KOSE et al., 2006) e um complexo polimérico de orotato
de cobre (1) também foi descrito (KOSTOVA et al., 2018).
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2. OBJETIVOS

Obter novos complexos de &cidos carboxilicos (mono- ou dicarboxilicos),
aminoacidos (mono- ou dicarboxilicos) e 5-fluorouracil com vanadio (IV, V),
paladio (Il) e platina (ll) e testar sua atividade em relacdo a células de linhagens
tumorais de cancer de boca, de hipofaringe, de laringe, de mama, de figado e
colorretal. Obter também novos complexos de acidos glutamico e orético com
vanadio (VI), molibdénio (VI) e tungsténio (VI) para serem testados como

possiveis quimioterapicos para as mesmas linhagens celulares.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. PESQUISA BIBLIOGRAFICA

Inicialmente, foi feita uma busca na literatura para catalogar os tipos de
complexos metalicos que atuam contra o cancer. A pesquisa foi realizada em
bases de dados como SciELO, Scopus e Redalyc, além de relatérios de 6rgaos
relacionados a saude nacionais e internacionais, como a Organizacdo Mundial

da Saude e o Ministério da Saude do Brasil.

3.1.1. RADIOFARMACOS

Durante a pesquisa, percebeu-se a importancia dos radiofarmacos para o
tratamento do cancer e, apos extenso levantamento, foi publicado um artigo de
revisao (mini review) com as informacdes desta se¢do (PAYOLLA; MASSABNI;
ORVIG, 2019).

Na medicina nuclear, os radiofdrmacos sao utilizados em diagnéstico por
imagem e em radioterapia, sendo de extrema importancia para auxiliar a no
diagndstico de orgaos e tratamentos de condi¢des patoldgicas, principalmente o
cancer. Na modalidade de imagem, os radiofarmacos sdo administrados via oral,
intravenosa ou por inalacdo, para permitir a visualizacdo de varios 0rgaos
através de seus tracadores radioativos, como rins, pulmdes, fun¢des da tireoide
e do coracdo, metabolismo 6sseo e circulacdo sanguinea. Na modalidade
terapéutica, com o objetivo de tratar o cancer ou o funcionamento da glandula
tireoide, uma alta dose de radiacdo é administrada através de radiofarmacos
especificos direcionados ao 6rgédo doente (WHO, 2018).

Os radiofarmacos geralmente consistem em dois componentes, um
elemento radioativo (radionuclideo), que permite a varredura externa, ligado a
um elemento néo radioativo, uma molécula biologicamente ativa, droga ou célula

(glébulos vermelhos e brancos marcados com um radionuclideo, por exemplo)
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gue atua como ligante, responsavel pela conducao do radionuclideo para um
orgao especifico (CHERRY; SORENSON; PHELPS, 2012).

Algumas caracteristicas sdo necessarias para considerar radiofarmacos

clinicamente uteis para diagndsticos por imagem:

1. O decaimento do radionuclideo deve estar em faixas especificas de
emissodes de energia (511 keV para tomografia por emissao de pasitrons
— PET e 100-200 keV para camaras-gama) e em quantidade suficiente
para deteccao de tomografia.

2. Nao deve conter radiacdo particulada (emissdes beta, por exemplo),
porque aumenta a dose de radiacdo nos pacientes.
Sua meia-vida deve ter apenas algumas horas.
Os radionuclideos ndo devem ser contaminados por outros radioisétopos
do mesmo elemento, nem mesmo 0s seus isétopos estaveis (isentos de
carga).

5. Devem ter atividade especifica, e a atividade especifica mais alta provém
de radionuclideos livres de portadores.

6. Os radiofarmacos ndo devem ter toxicidade nem manifestar efeitos
fisiologicos.

7. Os radiofarmacos devem estar disponiveis para uso imediato e serem de
facil composicéo.

8. Os radiofarmacos devem atingir o 6rgao-alvo com rapidez e precisao, de

acordo com a aplicacao pretendida (IAEA, 2018).

Os radiofarmacos de diagndéstico ndo tém efeitos farmacolégicos e sua
administracdo ndo esta associada a efeitos secundarios clinicos relevantes. Seu
uso clinico, entretanto, acarreta o risco inerente de exposicdo a radiacao e
possivel contaminacdo durante a formulagéo radiofarmacéutica, uma vez que a

maioria dos produtos radiofarmacéuticos é administrada por via intravenosa
(IAEA, 2018).

A diferenca mais notavel entre medicamentos normais e radiofarmacos é
que os ultimos tém uma meia-vida curta, devido ao seu rapido decaimento. Por
essa razdo, os radiofarmacos devem ser preparados imediatamente antes da

sua administracdo. A preparacao e o uso de radiofdrmacos com seguranca e
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especializacdo séo, portanto, vitais para a protecdo do operador e do paciente
(IEAE, 2018).

Os radionuclideos tém muitas aplicacbes em diversas areas que usam
energia nuclear. A importancia e os usos dos radionuclideos na medicina estéo
aumentando continuamente para diagnéstico e terapia em todo o mundo. Em
2018, cerca de 10.000 hospitais utilizaram radionuclideos e cerca de 90% dos

procedimentos foram para o diagnéstico (WNA, 2018).

No Brasil, o Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares (IPEN)
informou que em 2017 havia mais de 440 clinicas de diagnéstico e hospitais de
medicina nuclear, 55% na regido Sudeste do Brasil, 19% no Nordeste e 15% na
regido Sul; 72 PETs instalados, com cerca de 1,8 milhdo de pessoas suportadas.
Existem cerca de 40 radionuclideos produzidos em reatores nucleares e cerca

de 20 radionuclideos produzidos em ciclotrons (CNEN, 2017).

O tecnécio-99m (**MTc) é o radionuclideo mais utilizado para diagnéstico,
respondendo por 67,3% do total da receita da CNEN em 2017. Além do °°"Tc,
1311 (13,7%), 87Ga (2,9%), ""Lu Dotatate (2,9%) e 8F-FDG (1,1%) foram os mais
utilizados no Brasil no periodo (CNEN, 2017).

A tomografia computadorizada por emissédo de féton anico (SPECT, em
inglés: Single photon emission computed tomography) e a tomografia por
emissdo de positrons (PET, em inglés: Positron emission tomography) séo as
duas técnicas mais utilizadas em medicina nuclear, mas h&a atualmente outras
técnicas com resultados mais precisos, dentre elas, a tomografia
computadorizada de raios-X e a tomografia com imagens tridimensionais
(WELLS, 20186).

O exame SPECT € usado principalmente para visualizar o fluxo
sanguineo através das veias e artérias, e para realizar avaliacdo pré-cirurgica
das convulsbées. O SPECT também é util no diagnostico de areas carentes de
sangue (isquemia), fraturas por estresse da coluna vertebral (espondilélise) e
tumores (WELLS, 2016).

O exame PET detecta o par de raios gama produzidos pela interagéo entre

um positron e um elétron nos tecidos do corpo. O elétron e o positron se
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neutralizam, produzindo dois raios gama que se separam em direcdes opostas.
O PET detecta o sinal eletrénico convertendo a energia liberada pelos raios

gama em cristais de cintilacdo (WELLS, 2016).

No entanto, devido a radioatividade emitida por esses complexos, decidiu-
se nao trabalhar com eles nesta pesquisa. O que observamos é que 0s
complexos com os quais trabalhamos representam um potencial para serem

usados como radiofarmacos futuramente.

3.2.  PRINCIPAIS LIGANTES UTILIZADOS

Foram utilizados os seguintes ligantes: acido ordtico, acido glutamico,
acido ftalico e acido mesacénico, além do 5-fluorouracil, cujas formulas podem

ser vistas na Figura 2.

Figura 2. Férmulas estruturais dos ligantes utilizados
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Nomenclatura IUPAC dos ligantes utilizados:

e 4cido orotico: acido 1,2,3,6-tetraidro-2,6-dioxopirimidino-4-carboxilico;
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e acido glutamico: acido (2S)-2-aminopentanodioico;
e 4cido ftalico: acido 1,2-benzenodicarboxilico;
e acido mesaco6nico: acido (2E)-2-metil-2-butenodioico;

e 5-fluorouracil: 5-fluoro-1H-pirimidina-2,4-diona.

3.3. [ONS METALICOS UTILIZADOS

Foram utilizados os seguintes ions metalicos: vanadio (IV, VI), platina (ll),

molibdénio (VI) e tungsténio (VI).

3.4. METODOS DE ANALISES

Os compostos foram caracterizados utilizando-se as seguintes técnicas e

equipamentos:

Espectroscopia de absorcdo na regido do infravermelho (FTIR):
espectrometro de absor¢do na regido do infravermelho médio com transformada
de Fourier — VERTEX 70 da Bruker. Detector: DLaTGS. Faixa de leitura: 400 a
4000 cm't. Acessorio ATR (Refletancia Total Atenuada).

Andlise elementar CHNS/O: analisador elementar CHNS/O 2400 série |l
da Perkin Elmer. Analisa a composicdo de amostras (CHNS) por meio da

combustdo em meio de oxigénio puro.

Andlise termogravimétrica (TG/DTA): equipamento de analise térmica
Seiko. Modelo TG/DTA 6200. Condicdes da analise: ar sintético, taxa de
aquecimento de 10 °C por min e cadinho de alumina.

Difratometria de raios-X: difratdmetro de raio-X SIEMENS, modelo D500,
DIFFRAC PLUS XRD Commander. Radiagdo Cu-Ka com detector de cintilacdo

e monocromador de grafite. Condigdes das analises: 26=5-70°, 0,02° e t=2s.

Foram usados os equipamentos do Instituto de Quimica da Unesp de

Araraquara — Laboratorio Multiusuarios.
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3.5. SINTESE DOS COMPLEXOS

3.5.1. Sintese dos complexos de vanadio (IV) — (VO?%)

Os complexos de vanadio foram obtidos por reacao direta entre os ligantes
solubilizados em &gua ou solvente adequado e sais metalicos solubilizados em
agua (Figura 3). O ajuste do pH foi feito utilizando-se bases como NaOH, KOH,
NH4OH, Ba(OH)2 e &cidos como HCI, H2SO4, HNOs, aquecimento/refluxo e
agitacao. Por se tratarem de complexos inéditos, os complexos de vanadio com
acido glutamico foram preparados diversas vezes por diferentes rotas sintéticas

para melhorar o rendimento e diminuir o tempo de obtengéao.

Figura 3. Esquema geral de obtencéo dos complexos de vanadio

o aque(;ilmento, 0] 0] O
refluxo
Ay N
R/ \OH H,0, FIOH, R/ \O/ \O/ \R

acetona

Fonte: Elaborado pelo autor.

3.5.2. Sintese dos complexos de platina (Il) - Pt?*

Os complexos de platina foram obtidos utilizando metodologias similares
as utilizadas por Liu et al. (2014) e Cavicchiolli et al. (2015).

O complexo Pt-5-FU foi obtido pela reacéo entre tetracloridoplatinato de
potassio e iodeto de potassio. Ao tetraiodidoplatinato de potassio adicionou-se
hidréxido de aménio resultando no diamin-iodidoplatina (precipitado amarelo).
As duas etapas finais consistem na adi¢do de nitrato de prata e, posteriormente,

cloreto de potéssio, resultando na cisplatina (solucéo alaranjada) (Figura 4).
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Figura 4. Esquema de reac¢do para obtencdo da cisplatina
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Fonte: Cavicchioli, Payolla e Massabni (2015).

O complexo Pt-5-FU foi obtido pela reacéo entre 5-fluorouracil, éxido de
prata e cisplatina, como mostrado na Figura 5. A reacgdao foi feita sob aquecimento
(50°C) por 12 horas. ApGs esse periodo foi possivel notar a formacdo de um
precipitado branco que, quando exposto a luz, rapidamente se tornava escuro.

Esse fenbmeno foi utilizado como método de identificacdo do final da reagéo.

Figura 5. Esquema de reagéo para obteng&o do Pt-5-FU
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Fonte: Cavicchioli, Payolla e Massabni (2015).



28

Todos os complexos obtidos foram lavados com agua gelada ou solventes
adequados e foram mantidos em dessecadores contendo P20s/silica gel sob
vacuo, armazenados em tubos tipo eppendorf e guardados em dessecador

contendo silica gel.

3.6. VIABILIDADE/CITOTOXICIDADE CELULAR

3.6.1. TESTES PRELIMINARES

A viabilidade celular das linhagens GM07492 e MCF-7 foi determinada
pelo método de MTT. As células foram incubadas sob condi¢cGes padronizadas
de cultivo celular (37 °C, 5% CO2, 95% de umidade) em garrafas de cultivo,

contendo meio de cultura, suplementado com SBF, antibiotico e antifungico.

As células foram semeadas em microplacas de 96 pocgos (KASVI) obtendo
uma concentracéo celular de 1 x 10* células/poco, e incubadas sob as condicées
padronizadas de cultivo, durante 24 h para permitir a aderéncia celular. Apés
esse periodo, o meio de cultura foi substituido por 100 uL das solucbes dos
compostos realizando diluicdo seriada. As células também foram tratadas com
DMSO (30%) como controle positivo, e como controle negativo utilizou-se pogos
com células sem qualquer tratamento. Novamente, as células foram incubadas
por 24 h.

Decorrido o periodo experimental, os pocos foram lavados com PBS 1x,
aos quais foram adicionados 50 puL de MTT. A placa de cultura foi novamente
incubada em estufa a 37 °C por 4 h. ApGs incubacdo, 100 pL de isopropanol
foram adicionados aos pocos e homogeneizados delicadamente para a
solubilizac&o dos cristais de formazan (corante artificial resultante da reducéo de
sais de tetrazolio por deidrogenases ou redutases presentes nas células

testadas).
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Os valores de densidade 6ptica (DO) obtidos em um comprimento de onda
(A) de 570 nm em um espectrofotdmetro foram convertidos em percentagens de

viabilidade celular relativa amostra controle negativo.
Controle negativo: DMEM + STF + antibiético + antifingico.

Controle Positivo: DMEM+ STF + 30% de DMSO.

3.6.2. TESTES DOS COMPLEXOS DE VANADIO

Os ensaios de citotoxicidade foram realizados utilizando-se o cloridrato de
resazurina (Sigma) como substancia reveladora com atividade de oxirreducéo,
com mudanca colorimétrica e indicador de fluorescéncia em resposta ao
metabolismo celular (O'BRIEN et al., 2000).

3.6.2.1. LINHAGENS CELULARES

Foi realizado um screening celular utilizando quatro linhagens celulares
tumorais e trés linhagens celulares normais, a fim de comparar a seletividade
das substancias-teste. As seguintes linhagens foram obtidas no Laboratério de
Micobacteriologia e no Laboratério de Mutagénese da FCF da Unesp de
Araraquara. As linhagens foram cultivadas em meio DMEM (Dulbecco’s
modification of Eagle’s medium — Sigma Aldrich) e suplementadas com 10% de
soro fetal bovino (SFB — Gibco).

° HepG2 (ATCC HB-8065™), carcinoma hepatocelular humano;
° Caco-2 (BCRJ n° 0059), adenocarcinoma colorretal humano;
° MRC-5 (ATCC® CCI-171™), fibroblastos normais de pulméo

humano.
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3.6.2.2. ENSAIO DE VIABILIDADE CELULAR PELA RESAZURINA

Os ensaios de viabilidade celular pela resazurina foram feitos em parceria

com a professora Flavia Resende e a mestranda Nadia Aleixo, da Uniara.

A resazurina é um corante azul que pode ser reduzido a resorufina, um
corante rosa com altissima fluorescéncia em vermelho. Esse corante indica a

oxirreducéo em ensaios de viabilidade celular.

As linhagens celulares foram incubadas sob condicbes padronizadas
(37 °C, em atmosfera de 5% de CO2) de cultivo celular em garrafas de cultivo de

75 cm?, contendo meio de cultura suplementado com SFB (Gibco).

As células foram recolhidas das garrafas de cultivo utilizando 3 mL de
tripsina-EDTA 0,25% (Gibco), centrifugadas a 2.000 rpm por 4 min e
quantificadas em camara duplas para contador automatico de células [TC20
Automated Cell Counter (Bio-RAD)]. Foi adicionada uma solucao azul de tripan
a 0,2% (Sigma), em proporcao 1:1, a fim de ajustar a concentragéo para 7,5 x

104 células/mL.

Em seguida, as células foram semeadas em microplacas de 96 pocos
(TPP) obtendo uma concentracédo celular de 1,5 x 10* células/poco, a qual foi
incubada, sob as condi¢des ja descritas acima, durante 24 h para permitir a

aderéncia celular.

Para o tratamento foram preparadas solucbes dos complexos
possibilitando realizar 8 diluicdes na microplaca, a fim de se obter concentractes
de 0,97 a 125 pg/mL. Os pocos foram preparados com células sem qualquer
tratamento e po¢cos com meio de cultura com azida sédica (7,81 a 1000 pg/mL)
para realizacdo do controle negativo e positivo, respectivamente. Foi realizado
um controle de reacdo redox advindas dos complexos, no qual foram
adicionados os complexos e a solucdo de resazurina. Apos os tratamentos, as
células foram novamente incubadas por 24 h. Posteriormente, foram
adicionados 50 uL de cloridrato de resazurina 0,01% (Sigma). As placas foram
novamente incubadas dentre os periodos de 1 a 4 h, de acordo com a linhagem

celular.
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A leitura da fluorescéncia foi feita em leitor de microplacas em filtros de

excitacdo nos comprimentos de onda de 530,59 nm.

Os resultados foram expressos pelo ICso de acordo com o U. S. Food and
Drug Administration (FDA) que representa a concentracao requerida do farmaco
capaz de inibir 50% do crescimento celular.

3.6.3. TESTES DOS COMPLEXOS DE PLATINA

Foram utilizadas linhagens celulares UM-SCC-1, UM-SCC-22B e UM-
SCC-11A em placas de 48 pocos com quantidade de 1.104 células por poco. Os
controles positivos usados foram 30 mM de 5-fluorouracil, 70 uM de cisplatina,
30 pmmol.L* de citomicina C e 10 pummol.L* de etoposideo. As concentracdes
utilizadas para testar os complexos foram de 35 e 70 pummol.L? para os
complexos Pt-5-Fu, Pt-ftalato, Pt-mesaconato e Pt-5-FU. Para o teste de
apoptose foi utilizado um periodo de 24 h e para a proliferacédo foram utilizados
periodos entre 24 e 120 h.

O método de leitura das placas € totalmente automatizado e os resultados
sdo dados na forma de um mapa de calor com indicagcao da porcentagem de

células viaveis e que sofreram apoptose.

3.6.4. TESTE DE AMES

O teste de mutacao bacteriana reversa, também conhecido como teste de
Ames, é mundialmente utilizado como base na avaliacdo do perfil toxicogénico,
sendo um dos primeiros testes a ser realizado (MORTELMANS; ZEIGER, 2000).
No decorrer dos anos, ganhou reconhecimento na comunidade cientifica, em
corporacBes e em agéncias governamentais. Esse teste € capaz de avaliar se
um determinado composto quimico tem a capacidade de produzir danos que
acarretam em mutacdes genéticas (TEJS, 2008), ou seja, se ele consegue

detectar a interacdo de agentes mutagénicos com o DNA (WALMSLEY, 2005).
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Aa cepas bacterianas utilizadas sdo geneticamente modificadas e podem
ser de Salmonella typhimurium e Escherichia coli (TEJS, 2008). Além disso, 0s
tipos de mutacbes avaliadas podem ser tanto as de frameshift quanto as de
substituicdo de bases (MARON; AMES, 1983).

No teste de Ames, as linhagens bacterianas sé@o incapazes de sintetizar o
aminodacido histidina (histidina dependentes), e, portanto, sdo incapazes de
crescer e formar colénias na sua auséncia. Novas mutacdes no local dessas
mutacdes pré-existentes, ou nas proximidades dos genes, podem restaurar a
funcdo do gene e permitir que as células sintetizem histidina. Essas células
recém-mutadas podem crescer na auséncia de histidina e formar col6nias. Por
essa razédo, o teste é muitas vezes referido como um “ensaio de reversao”. O
namero de revertentes € facilmente medido pela contagem de uma populacao
de bactérias a amostra a ser testada (MORTELMANS; ZEIGER, 2000; ZEIGER,
2001). Dessa forma, através da contagem de colbnias por placa, € possivel
estabelecer a acdo mutagénica de um composto em func¢ao de sua concentragdo
(ZEIGER, 2001).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. CARACTERIZACAO DOS COMPLEXOS

Os espectros de absorcdo na regido do infravermelho foram utilizados
para identificar a presenca ou a auséncia de certos tipos de ligacdes: auséncia
da banda N-H nos compostos contendo 5-FU, presenca da banda COO" nos
compostos contendo aminoacidos e acidos carboxilicos. O deslocamento de
bandas também foi usado como uma evidéncia da ligacdo entre o ion metélico e

os ligantes.

Como exemplo de espectro obtido para um dos compostos contendo o
fon VO% e um a-aminoacido, podemos destacar as regiées entre 3500 e 3000
cmt e 1250 e 1000 cm™ (Figura 6). As bandas da regi&o entre 3500 e 3000 cmr
! sdo caracteristicas das ligagées NHs* do glutamato monossaédico hidratado, de
acordo com a sua estrutura quimica mais comum, representada na Figura 7. O
retangulo amarelo na Figura 6. Espectros de absor¢cdo na regidao do
infravermelho do complexo GV1 e seus precursoresidentifica as regibes de
interesse no espectro de absorcdo no infravermelho das moléculas de acido
glutamico (em preto), glutamato monossodico (em vermelho) e do complexo
Na[VO(OH)(CsHsNO4)] (em azul).

A identificacdo das bandas de espectros FTIR de compostos contendo o
acido glutamico/glutamato monossddico ja foi extensivamente discutida por
diversos autores em artigos e livros didaticos, ndo sendo, assim, necessario
identificar cada banda para a utilizacdo (DHAMELINCOURT; RAMIREZ, 1991,
PEARSON; SLIFKIN, 1972).
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Figura 6. Espectros de absorcdo na regido do infravermelho do complexo GV1 e seus

precursores
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Acido glutamico (em preto), glutamato monossodico (em vermelho) e Na[VO(OH)(C5H8NO4)]
(em azul).

Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 7. Estrutura quimica do glutamato monossaédico hidratado.

Fonte: Elaborado pelo autor.

4.1.1. Orotato de oxovanadio — [VO(CsH4N204)2] — VO(oro)

O orotato de oxovanadio [VO(oro)] ja foi descrito na literatura, porém nao

houve estudos de suas atividades antibacteriana e antitumoral. A caracterizacao
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do complexo formado pela reacdo entre o acido orético (CsHiN204) e
vanadilsulfato (VOSO4 3H:20) foi feita pela andlise das principais bandas dos
espectros FTIR do ligante livre e do composto formado. O principal indicativo da
formacdo do complexo é o deslocamento das bandas caracteristicas do
carboxilato, que aparece em 1700 cm™ no ligante livre e em 1651 cm™ no
complexo (MAISTRALIS; KOUTSODIMOU; KATSARQOS, 2000).

Os resultados da andlise elementar CHN obtidos séo similares aos citados
na literatura (MAISTRALIS; KOUTSODIMOU; KATSAROS, 2000), confirmando
a obtencdo do complexo de formula [VO(CsH4N204)]. Os valores encontrados
(exp. e calc.) foram o0s seguintes, em porcentagem: %C=29,98(31,8),
%H=2,17(1,6) e %N=13,64(14,9). A andlise termogravimétrica do VO(oro)
(Figura 8) apresenta como residuo final o V20s. O DRX do residuo obtido a
600 °C é compativel, mesmo que com a baixa intensidade do sinal devido ao
baixo tempo de aquisicao utilizado na analise, com as fichas cristalograficas do

pentdxido de vanadio.

Figura 8. Termogravimetria do orotato de oxovanadio
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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4.1.2. Glutamato de oxovanadio — Na[VO(OH)(CsHsNO4)] — VO(a-glu)

O glutamato de oxovanadio obtido pela reacdo entre o acido glutamico,
NaOH e VOSO4 € um po de coloracdo azul, pouco higroscépico e soluvel em
agua. A coloracdo azul do composto € indicativa da presenca de ions VO?* em

sua composigao.

O vanadio € um metal que sofre facilmente oxidacéo ou reducao através
de alteracdes no pH, diferentes concentragdes e pela presenca de oxigénio. Para
evitar a oxidacdo ou reducdo do ion VO?*, algumas etapas foram seguidas
durante a preparacdo dos compostos. Foi utilizada agua milliQ previamente
mantida em ebulicdo por 10 min para retirada do oxigénio dissolvido; apos a
ebulicdo, a 4gua foi mantida sob vacuo por 30 min para retirada de gases ainda
presentes na agua e o sistema de refluxo foi, na medida do possivel, mantido

vedado.

Os resultados da analise elementar %C=22,52(23,83), %H=3,42(3,20) e
%N=5,28(5,23) sdo condizentes com um complexo do tipo 1:1 (M:L) com um ion

Na* no y-COO". A massa molar do complexo obtido é de 252 g.mol™.

4.1.3. Glutamato de oxovanadio — Na[VO(OH)2(CsHsNO4)] — VO(y-glu)

A sintese do VO(y-glu) foi desenvolvida de modo similar a do VO(a-glu),
mas com adicdo de NaOH até atingir pH 5,0, ultrapassando assim o pKaz do
acido glutamico, que é igual a 4,07. Tal ajuste foi feito para desprotonar o y-
COOH para se obter um composto com o glutamato na forma bidentada.
Analisando os espectros de FTIR e as analises elementares dos compostos
VO(a-glu) e VO(y-glu), € possivel afirmar que ndo héa diferenca no tipo de ligacéo
dos ligantes, mas pela cor dos compostos € possivel afirmar que o VO(y-glu)

contém maior quantidade de ions VO3*.

Ao ajustar o pH para valores maiores que 5 pode ocorrer a oxidacdo do

VO?* ou a formacdo de dimeros e polimeros de VO?*, o que dificulta a
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caracterizacdo dos compostos obtidos em pH acima de 4. Os resultados da
analise elementar %C=22,32(22,74), %H=3,37(3,62), e %N=5,21(5,28) sé&o
condizentes com um complexo do tipo 1:1 (M:L) com um ion Na* no y-COO-. A

massa molar do complexo obtido é de 269 g.mol.

A analise termogravimétrica do composto mostra as perdas de massa do
composto e a formacao de um residuo final, V20s, com massa igual a 39,97%
da massa inicial, como mostrado na Figura 9. Calculando a porcentagem de
vanadio no residuo final, chegou-se ao valor de 21,85% de vanadio no composto.

Tal valor é proximo ao valor calculado, igual a 19,55%, confirmando assim sua

composicao.
Figura 9. Termogravimetria do composto VO(y-glu)
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Fonte: Elaborado pelo autor.
4.1.4. Pt-5-FU

Foi obtido um composto amarelado ndo higroscopico pela reacdo entre
cisplatina, oxido de prata e 5-fluorouracil. Foi usada a proporcéo 1:2 (M:L) e, pela

comparacao dos espectros de FTIR do ligante livre e do composto (Figura 10),
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é possivel notar a auséncia de bandas na regido de 3160 cm™, caracteristicas
de estiramento N-H, no espectro do complexo. As bandas em 1720 cm* e
1652 cm! sdo referentes aos estiramentos dos grupos C=0 do ligante. Essas
bandas sofrem deslocamentos para 1575 cm?® e 1504 cm?, devido a
coordenacao da Pt(ll) aos &tomos de nitrogénio vizinhos ao grupo C=0.

Figura 10. Espectro FTIR do 5-fluorouracil e do complexo de Pt-5-fluorouracil
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Fonte: Elaborado pelo autor.

A andlise elementar do complexo resultou nos valores (exp. e calc.)
%EC=7,0(7,3), %H=1,99(1,99), e %N=11,4(12,8), sendo possivel afirmar que o
composto tem massa molar igual a 657,24 g.mol! e férmula
[PtCI2(NHz)4(C4HN202F2)2].
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4.1.5. Pt-ftalato

O composto obtido pela reacdo entre o Ag-ftalato e a cisplatina resultou
em um composto azulado ndo higroscopico com composi¢cao aproximada (exp.
e calc.) de %C=24,12(24,43), %H=2,86(2,56) e %N=6,73(7,12), que indica a
formacao do complexo Pt-ftalato. O residuo da analise termogravimétrica é
compativel com Pt e indica que a porcentagem de platina no composto é de
41%, sendo a porcentagem calculada de aproximadamente 49%. O espectro
vibracional no infravermelho do composto apresentado na Figura 11 evidencia a
formacao do composto, pelas analises das bandas do COOH na regiéo de 1700
cm? e pelo deslocamento das bandas do COO- quando ligado aos atomos de

prata e platina.

Esse composto foi preparado diversas vezes, utilizando rotas sintéticas
diferentes e os complexos obtidos sempre apresentavam uma coloracéo azul
[devido as transicdes HOMO — LUMO da platina (I1)]. Como é sabido, compostos
de platina (Il), principalmente a cis- e a carboplatina, apresentam coloracao entre
as cores amarela e vermelha, sendo alaranjada a cor mais comum. Nao foi
possivel identificar nenhuma etapa que pudesse causar a oxidacao da platina (l1)

para platina (IV).

Uma nova rota sintética, diferente da proposta inicialmente, também foi
utilizada e, apos a caracterizacao por FTIR, foi comprovado se tratar do mesmo
produto. Essas informacdes serdo Uteis para a discussdo dos resultados de

atividade antitumoral in vitro.
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Figura 11. Espectros FTIR dos compostos contendo &cido ftalico

intensidade relativa (u.a.)

A: &cido ftalico, B: ftalato de prata, C: ftalato de Pt.

Fonte: Elaborado pelo autor.

4.1.6. Pt-mesaconato

Foi obtido um composto de coloracdo azulada ndo higroscépico pela
reacao entre 0 mesaconato de prata e a cisplatina. Os espectros FTIR do acido
mesaconico, Ag-mesaconato e Pt-mesaconato foram agrupados na Figura 12 e
€ possivel observar a formagédo do complexo pela anélise das bandas do COOH
na regido de 1700 cm™ e pelo deslocamento das bandas do COO- quando ligado

aos atomos de prata e platina.
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Figura 12. Espectros FTIR dos compostos contendo acido mesaconico

infensidade relativa ju.a.)

nimero de onda [cm |

A: acido mesaconico, B: mesaconato de Ag, C: mesaconato de Pt.
Fonte: Elaborado pelo autor.

Similarmente ao Pt-ftalato, o Pt-mesaconato foi repreparado diversas
vezes para confirmar a obtencdo do mesmo produto em todas essas sinteses.
Esse composto foi repreparado usando a mesma rota sintética citada para o Pt-

ftalato, mas também resultou em um complexo azulado.

Essas informacGes serdo Uteis para a discussdo dos resultados de
atividade antitumoral in vitro e para confirmacdo da presenca de Pt(ll) no

complexo obtido.
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4.1.7. Acido orético com vanadio (VI), molibdénio (V1) e tungsténio (VI)

Os valores experimentais e propostos da andlise elementar para o
complexo V-orotato sdo descritos na Tabela 1. A férmula proposta VO2(orotato)
€ a que melhor se ajusta aos valores experimentais. O valor do residuo final na
analise termogravimétrica foi de 35% e esta de acordo com a formagé&o de 6xido
de vanadio (VOs3).

A Tabela 2 apresenta os valores experimentais e propostos da analise
elementar para o complexo Mo-orotato. Nesse caso, o potassio foi adicionado a
férmula, para equilibrar as cargas do complexo contendo Mo(VI). A férmula
proposta que melhor se ajusta aos valores experimentais € KMoOz(orotato). O
valor do residuo final na andlise termogravimétrica foi de 45% e esta de acordo
com a formagé&o de 6xido de molibdénio (MoOs).

Diferentemente dos complexos anteriores, a formula proposta do
complexo de tungsténio inclui duas moléculas do ligante orotato. Como 0s outros
complexos, o equilibrio de carga € completo com dois &tomos de oxigénio. A
férmula proposta (Tabela 3) que melhor se ajusta aos valores experimentais é a
WO2(orotato)2. O valor do residuo final na analise termogravimétrica foi de 45%
e esta de acordo com a formacédo de 6xido de tungsténio (WO3).

Tabela 1. V-orotato. Valores experimentais e formula proposta

Exp. Proposta
para
VOz0ro
%C 24,12 25,2
%H 1,52 1,27
%N 14,46 11,8
Massa molar 238,03
% VO3 no residuo final de 35 34
TG (1000°C)

Fonte: Elaborado pelo autor.



Tabela 2. Mo-orotato. Valores experimentais e férmula proposta

Exp. KMoO:zoro
%C 20,77 18,6
%H 1,18 0,94
%N 11,3 8,7
Massa molar 322,13
% of MoOs no residuo final 45% 40,2
de TG (1000°C)

Fonte: Elaborado pelo autor.

Tabela 3. W-orotato. Valores experimentais e férmula proposta
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Exp. WO:0ro2
%C 22,68 22.8
%H 0,93 1.15
%N 12,03 10.65
Massa molar 526,02
% of WO3 no residuo final de 45% 44
TG (1000°C)

Fonte: Elaborado pelo autor.

A Figura 13 mostra a curva termogravimétrica do V(orotato), que
apresenta uma perda de peso mais definida com patamares mais planos ao
longo da curva. A curva mostra uma perda de peso liquido de cerca de 65%,
consistente com a formagéao final de VOs. Uma perda de peso inicial de 2% a
78 °C corresponde a perda da agua de hidratacdo. Uma segunda perda de 4%
ocorre a 194 °C, e pode ser atribuida a agua de cristalizacéo. A terceira perda
ocorre a 413 °C, o que corresponde a decomposi¢cdo da maior parte do ligante.
Uma segunda perda do ligante parece ocorrer entre 420 e 800 °C. A 1000 °C, o
peso é cerca de 35% da massa inicial e consistente com a formagéo de VOs

como residuo final.

A Figura 14 mostra a curva termogravimétrica do Mo(orotato). A curva
mostra uma perda de peso liquido de cerca de 56%, consistente com a formacao

final de MoOs. Uma perda de peso inicial de 5% a 95 °C corresponde a perda da
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agua de hidratacdo. Uma segunda perda ocorre a 405 °C, o que corresponde a
decomposicdo da maior parte do ligante. A 1000 °C, o peso é cerca de 44% da

massa inicial consistente com a formacéo de MO3s como residuo final.

A Figura 15 mostra a curva termogravimétrica do W(orotato). A curva
mostra uma perda de peso liquido de cerca de 44%, consistente com a formacao
final de WOs. Uma perda de peso inicial de 2% a 75 °C corresponde a perda da
agua de hidratacdo. Uma segunda perda ocorre a 401 °C, o que corresponde a
decomposicdo da maior parte do ligante. Uma segunda perda do ligante parece
ocorrer entre 400 e 600 °C. A 1000 °C, o peso € de cerca de 44% da massa

inicial e consistente com a formac¢do de WOz como residuo final.

A analise por Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC) dos trés
complexos de &cido orético (Figura 16) indica a ocorréncia do mesmo evento

exotérmico a 410-420 °C, que corresponde a decomposicao do ligante.

Apés analise dos espectros (Figura 17 e Tabelas 4 e 5), chegou-se as

seguintes conclusdes:

a) auséncia de bandas OH de COOH em 3500 cm™ em K(oro) e nos

complexos indicando apenas COO" no sal e complexos;

b) Bandas em 3100-3150, 2990-3110 e 2830-2980 sugerem N—H do anel

nao coordenado;

c¢) Outros grupos C=0 do anel foram excluidos da ligagdo ao metal porque

a distancia da COO" é muito grande.

d) Os valores de Av na faixa de 300-340 cm™ sugerem como grupo COO-
monodentado nos quatro casos (MEHROTRA; BOHRA, 1983).



Figura 13. Curvas termogravimétricas (TG e DTG) do complexo vanadio-orotato, sob as
seguintes condigdes: ar sintético a 100 mL.min! e aguecimento a 10 K.min', de 30 a 1000 °C
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 14. Curvas termogravimétricas (TG e DTG) do complexo molibdénio-orotato, sob as
seguintes condicdes: ar sintético a 100 mL.min e aguecimento a 10 K.min', de 30 a 1000 °C
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Figura 15. Curvas termogravimétricas (TG e DTG) do complexo tungsténio-orotato, sob as
seguintes condigdes: ar sintético a 100 mL.min! e aquecimento a 10 K.min, de 30 a 1000 °C
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Figura 16. Analise por Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC) dos trés complexos de
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Figura 17. Espectros de IR do acido orético, orotato de potassio, orotato de vanadio, orotato de
molibdénio e orotato de tungsténio.
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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Tabela 4. Frequéncias de IR (cm™) de acido orético (oro), orotato de potassio K(oro), orotato de
vanadio V(oro), orotato de molibdénio Mo(oro) e orotato de tungsténio W(oro) na regido 1700-
1300 cm?

] oro \ K(oro) \ V(oro) \Mo(oro)\ W(oro) \
1655(b) |1692(s) | 1695(s) | 1684(s) | 1685(s)
1508 1490(w)
1420 1495(w) | 1421(w)
1336 | 1370(s) | 1364(s) | 1383(s) | 1377(s)

Fonte: Elaborado pelo autor.

Tabela 5. Calculo da diferenga (Av cm™?) entre o estiramento assimétrico (C-O) e o
alongamento simétrico (C-0).

_EsEiramento _ E,sti_ramento Av em-t
assimétrico de C-0O simétrico de C-0O
K(oro) 1692(s) 1370(s) 322
V(oro) 1695(s) 1364(s) 331
Mo(oro) 1684(s) 1383(s) 301
W(oro) 1685(s) 1377(s) 308

Fonte: Elaborado pelo autor.

4.2. Testes de atividade antitumoral in vitro

Foram feitas trés sequéncias de analise in vitro, sendo uma preliminar
para os complexos de vanadio e duas mais detalhadas para os complexos de

vanadio e platina. Os resultados serdo analisados abaixo.

4.2.1. Complexos de vanadio — VO(oro), VO(a-glu) e VO(y-glu)

Foram feitos dois testes de atividade biolégica in vitro do orotato de
oxovanadio, sendo que, no primeiro, foi possivel demonstrar que o composto
tem um indice de seletividade igual a 4,9 e as concentracdes necessarias para
causar a morte de 50% das células tumorais foi de 0,32 mg.mL™* para a linhagem
MCF-7. O indice de seletividade € calculado pela divisdo entre a concentracao
do composto necesséria para causar a morte de 50% das células normais e a

concentracdo do composto necesséria para causar a morte de 50% das células
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tumorais. Para a cisplatina, que € a droga de referéncia para os testes, o IDso €
de 34 pg.mL* e o indice de seletividade é igual a 0,80. Por esses resultados é
possivel afirmar que o composto obtido tem uma boa atividade antitumoral,
mesmo sendo necessaria uma concentracdo dez vezes maior que a

concentracdo de cisplatina.

Os testes de atividade antitumoral in vitro do VO(y-glu) para as linhagens
GMO07492 e MCF-7, células normais e de cancer de mama, respectivamente,
resultaram nos valores de IDso iguais a 0,748 mg.mL* para a GM07492 e
0,447 mg.mL! para a MCF-7. O indice de seletividade calculado foi de 1,7, um

resultado claramente ndo satisfatorio.

O segundo teste utilizou outras linhagens de células e o resultado foi
diferente do esperado. No primeiro caso, mesmo que demonstrando uma ac¢éo
menor que a cisplatina, o VO(oro) apresentou um indice de seletividade quase
cinco vezes maior. Nos testes utilizando as linhagens MRC-5 (células
fibroblasticas de pulm&o humano), HEP-G2 (células de carcinoma hepatocelular)
e Caco-2 (células de adenocarcinoma colorretal), € possivel notar que, entre as
concentracGes de 0,98 e 7,81 pg.mL%, o complexo ndo tem atividade contra as
células MRC-5, e induz a morte celular jA em concentra¢bes de 1,95 pg.mL?
(Figura 18). Nas células HEP-G2, é possivel observar a queda na viabilidade
celular para valores menores que 50% ja em concentracdes de 1,95 pg.mL™,
enquanto a viabilidade celular das células MRC-5 nao é alterada. Para células
da linhagem Caco-2, entre 0,98 pg.mL* e valores menores que 15,63 pg.mL™,
os valores da viabilidade celular apresentam uma queda que varia entre 75% e
50%, sendo que em 15,63 pg.mL™ o valor da viabilidade celular fica abaixo de
50%. Para valores de concentracdes acima de 15,63 pug.mL?, a acdo em todas
as linhagens é similar, mostrando que nessas concentracdes ocorre a morte de

todas os tipos de células (normais ou cancerosas).

Tais resultados séo interessantes para demonstrar a acao antitumoral do
complexo VO(oro) e suas potencialidades. Claramente, a acdo do complexo é
muito menor que a acao da cisplatina, mas é sabido que ions e complexos de
vanadio sdo muito menos téxicos ao organismo humano que a cisplatina. Muitos

artigos citam o uso de sais e complexos de vanadio para mimetizacao da insulina
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e, mesmo em doses muito elevadas, o vanadio ndo se mostrou téxico a longo
prazo. A maior dificuldade do uso do vanadio como substituto da insulina foi sua
eliminacédo pelos rins, causando doencas renais devido ao acumulo do metal
(MJOS; ORVIG, 2014; THOMPSON et al., 2009; THOMPSON; ORVIG, 2006).

Figura 18. Teste de viabilidade celular do complexo VO(oro)
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Tabela 6. ICso dos complexos, ligantes e ion metalico de vanadio sobre as linhagens
celulares testadas

MRC-5 HepG2 Caco-2

VOSO4-3H20 26,77 +0,70 110,78 £32,76 53,55 + 3,50
VO(a-glu) 70,79 + 7,50 7,90 + 1,87 44,56 + 4,21
VO(y-glu) 73,72+0,27  14,31+0,05 27,77 £0,10

VO(oro) 54,69 + 0,15 13,32 + 0,04 19,79 + 0,05
acido glutamico > 6800 > 6800 > 6800
acido orotico > 6400 > 6400 > 4400

Fonte: Elaborado pelo autor.

E possivel observar na Tabela 6 que o ICso para células da linhagem

normal (MRC-5) é muito maior que do sal de vanadio. Esse resultado indica que
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a complexacdo do ion metalico com os ligantes propostos causou maior
seletividade e menor citotoxidade em células normais. As concentracdes para
causar a morte de 50% das células € no minimo duas vezes maior para o VO(oro)

e trés vezes maior para os outros dois complexos.

A atividade antitumoral do VO(a-glu) em células HepG2 foi quase 15
vezes maior que a atividade do sal de vanadio, ou seja, a concentracdo de VO(a-
glu) necesséria para causar a morte de metade das células é quase 15 vezes
menor que a concentragdo de VOSOs4 (Figura 19). Para o VO(y-glu), é
necessaria uma concentracdo 8 vezes menor para alcancar o mesmo efeito,
sendo que esse complexo apresenta o melhor indice de seletividade entre os
complexos testados. O complexo VO(oro) apresenta um ICso de 13,32 uM, ou
seja, sua acdo € 8 vezes maior que o sal de vanadio. Seu ICsp para as células
normais foi de 54,69 sendo esse um valor duas vezes melhor que o sal de

vanadio.

Para a linhagem Caco-2, o VO(oro) foi o complexo que apresentou a
melhor atividade antitumoral com o valor de ICso igual a 19,79 pM, seguido pelo
VO(y-glu) com valor igual a 27,77 uM e o VO(a-glu) com valor igual a 44,56 uM.
O VOSOq4 apresentou um valor igual a 53,55 pM, sendo, portanto, quase trés
vezes maior que o valor do VO(oro) e quase duas vezes maior que o valor do
VO(y-glu).

Figura 19. Teste de viabilidade celular do complexo VO(a-glu)
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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Levando em conta a diferenca entre os valores, é possivel propor uma
faixa de uso para cada complexo obtido. JA que a citotoxidade em células
tumorais é maior que a citotoxidade em células normais, € possivel calcular os
indices de seletividade de cada composto para cada linhagem celular, como
mostrado na Tabela 7:

Tabela 7. indice de seletividade dos complexos para as linhagens celulares testadas

HepG2 Caco-2
VO(a-glu) 8,96 1,58
VO(y-glu) 515 2,65
VO(oro) 4,10 2,76

Fonte: Elaborado pelo autor.

Tais resultados sdo muito promissores e continuardo a ser estudados em
projetos futuros. N&o é possivel propor o mecanismo de acédo desses complexos,
mas supde-se que seja similar ao mecanismo de acao de outros complexos de

vanadio ja citados na literatura.

Serdo necessarios testes para esclarecer o grau de seletividade entre
células normais e células tumorais, mas € possivel especular que a complexagao
dos ions de vanadio favoreca a sua captacédo, hidrélise intracelular e atividade

antitumoral.

4.2.2. Complexos de platina — Pt-ftalato, Pt-mesaconato e Pt-5-FU

Os complexos de platina foram testados em linhagens celulares de cancer
de boca (UM-SCC-1), de hipofaringe (UM-SCC-22b) e de laringe (UM-SCC-

11A). Os resultados obtidos para os complexos de Pt-ftalato e Pt-mesaconato
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foram muito aquém dos esperados. Nesses dois casos, a acado antitumoral foi
praticamente inexistente. A cisplatina, que foi usada como controle positivo,
causa a morte de aproximadamente 93% das células tumorais da linhagem UM-
SCC-1; e a 5-FU, também usada como controle positivo, causa a morte de
aproximadamente 54% das células tumorais dessa mesma linhagem. Era de se
esperar que a acdo desses dois complexos fosse similar a acdo da cisplatina,
pois tais complexos sdo analogos a cisplatina e a carboplatina. Os complexos
Pt-ftalato e Pt-mesaconato apresentaram uma acéo de aproximadamente 30%
apenas para as células da linhagem UM-SCC-22b. Para as outras duas

linhagens os resultados néo foram maiores que 15%.

Durante a andlise dos dados, foi possivel descobrir que um erro de calculo
acabou por resultar na utilizacdo de uma concentracédo de 5-FU, como controle
positivo, de 307 pmmol.Lt ao invés de 40 ummol.Lt. Como néo foi possivel
repetir esses experimentos, a analise feita ser& comparativa considerando o

valor de 307 ummol.L?! para a 5-FU.

A concentracdo usada do complexo Pt-5-FU foi de 35 e 70 pmmol.L* e
essas concentracdes causaram a morte de aproximadamente: UM-SCC-1 = 28%
e 60%; UM-SCC-1la = 20% e 40%; e UM-SCC-22b = 17% e 64%,
respectivamente. Comparando com os resultados da 5-FU: UM-SCC-1 = 54%;
UM-SCC-11a = 32%; e UM-SCC-22b = 51%, é possivel observar que
concentracbes quase dez vezes menores dos complexos conseguiram

apresentar boa atividade antitumoral.

O complexo de Pt-5-FU tera de ser testado novamente para identificar sua
acdo antitumoral e sua seletividade quando testada com células normais. Os
resultados obtidos poderiam ser agrupados em gréaficos e, através de uma
regressao linear, seria possivel encontrar um valor estimado para o ICso, mas tal

valor seria simplesmente uma suposic¢ao.

4.3. TESTES DE MUTAGENICIDADE (AMES)
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As Tabelas 8, 9 e 10 indicam a média do nimero de revertentes/placa (M),
o desvio padrdo (DP) e o indice de mutagenicidade (IM) dos diferentes
tratamentos com os complexos metalicos Pt-5-FU, Pt-ftalato e Pt-mesaconato,
respectivamente, nas linhagens de S. typhimurium, na auséncia e na presenca

de ativacdo metabdlica.

De acordo com os resultados obtidos, o complexo Pt-5-FU se mostrou
altamente mutagénico, pois induziu um aumento estatisticamente significativo no
namero de colbnias revertentes comparado ao controle negativo, em todas as
linhagens utilizadas, sendo possivel observar que nas maiores concentracoes,
os indices de mutagenicidade alcancaram valores até 6,0. A mutagenicidade s6
nao foi evidenciada na linhagem TA97a nos experimentos com ativacao

metabdlica.

Resultados semelhantes foram observados apds o tratamento com o
complexo Pt-ftalato, que também se mostrou mutagénico em todas as linhagens,
tanto nos experimentos com S9 quanto sem S9 (Tabela 9), sendo que na
linhagem TA100 sem ativacado metabdlica (-S9), os indices de mutagenicidade

na maior concentragdo avaliada (300 pg/placa) também ultrapassaram 6.

Ja o complexo Pt-mesaconato foi o Unico complexo que ndo se mostrou
mutagénico nas condic¢des testadas, pois ndo induziu um aumento consideravel
no namero de colbnias revertentes em relacdo ao controle negativo, tanto nos
experimentos quanto na ativacdo metabdlica. Dessa maneira, todos os indices
de mutagenicidade obtidos foram menores que 2,0 em todas as concentracdes
e linhagens utilizadas, sendo que o maior valor encontrado foi de 1,5 nas

concentracdes de 75 e 100 pg/placa na linhagem TA97a (Tabela 10).
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Tabela 8. Atividade mutagénica expressa pela média e desvio-padrdo do numero de
revertentes/placa e o indice de mutagenicidade (IM - valor entre parénteses) nas linhagens TA98,
TA100, TA102 e TA97a de S. typhimurium tratadas com o complexo metalico Pt-5FU, em vérias
doses, com (+S9) ou sem (-S9) ativacdo metabdlica

Pt-5Fu Numero de colbnias revertentes(M £ DP)/ placa e IM
Tratamentos TA 98 TA 100 TA 102 TA 97a
ug/placa - S9 +S9 - S9 +S9 - S9 +S9 -S9 + 59
86 + 235+ 333+ 160+ 214+
0.0% 16+3 23+6 1164 12 18 29 o5 13
58 + G+ 53 + 344 + 194 + 475 + 442 + 232+ 239+
3,12 (3.6) 4** 54x* 22%* 31** 40 30* 21

(2.3) @0 (23 (20 13 @5 @1y
58+ 554+ 276+ 548+ 507+ 320+ 284%

77 £ 7%

6,25 (4.8) 4** 46** 20%* 27 25* 24 30
' (2,6) (4,8) (3,2) (2,3) (1,5) (2,0) (1,3)
96 + 73 + 511+ 386 + 633 + 783 318+ 261+

12,5 11**(5 0) 19** 30** 36** 31** 21* 22%* 12
' (3,2) (4,4) (4,5) (2,7 (2,4) (2,0) 1,2)
06 + 5+ 131 + 311 + 417 + 925 + 1110+ 281+ 228+

18,75 (6_0) 14 47** 18** 44** 45%* 11* 42
' (5,8) (2,7) (4,9) (3,9 (3,3) (1,8) (1,1)
100 + 69 + 286 + 518+ 1011+ 1374+ 267+ 265=%

25 1262 & 167 23% 30 35 30* 15
’ (3.0) (2,5) (6,0) (4,3) (4.1) 17 12
cr 524+ 1633+ 1157+ 1194+ 1634+ 2288+ 1802+ 1032
33 110° 62° 83° 92d 118° 78°  +94e

*P < 0,05 (ANOVA); *P < 0,01 (ANOVA); MxDP = média e desvio padrdo; IM = indice de
mutagenicidade; aControle Negativo: tampdo fosfato (pH 7,4) (100 pL/placa); Controle Positivo
(C+): b4-nitro-o-fenilenodiamino (10,0 pg/placa — TA97a e TA98); cAzida Sddica (1,25 pg/placa —
TA100); dMitomicina C (0,5 pg/placa — TA102) em auséncia de S9, e e2-aminoantraceno
(1,25 ug/placa) na presenga de S9 para todas as linhagens.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Tabela 9. Atividade mutagénica expressa pela média e desvio-padrdo do numero de
revertentes/placa e o indice de mutagenicidade (IM — valor entre parénteses) nas linhagens
TA98, TA100, TA102 e TA97a de S. typhimurium tratadas com o complexo metalico Pt-
mesaconato, em varias doses, com (+S9) ou sem (-S9) ativacdo metabdlica

Pt- Numero de colbnias revertentes(M £ DP)/ placa e IM
mesaconato
Tratamentos TA 98 TA 100 TA 102 TA 97a
uglplaca  -S9  +S9  -S9  +S9 -S9O +S9 °S9 +S9
00°  22+2 28+3 112 * 8162* 2315; 333 + 29 12%* 211‘;’—'
125 23+3 2042 111%1“ 74+9 275+ 342 +28 1?? 22295’:
- 26+1 30+4 11131 87+9 230+ 325427 172?)1 2221'
L2 @) 4y @O 11w 10 iy 4y
50 23+8 31+5 1213éi gfsi 229+ 375+ 16 21121 Z‘ﬁi
R T B It I A N ¢ R Y
s 27+5 2061 OLF LT os1s 3eexas  CRpE 30T
2 @Oy wy HED G as @
100 24+3 30+4 1(152 * 8151’—’ 208+ 363 +17 ngf 231’%1'
&n A g @ MEIY @D a5 @y
o 406+ 1115+ 1157+ 1194+ 1634+ 2288+ 1802+ 1032+

68 56 62 83 92 118 78 94
*P < 0,05 (ANOVA); **P < 0,01 (ANOVA); M+DP = média e desvio padrdo; IM = indice de
mutagenicidade; aControle Negativo: tampao fosfato (pH 7,4) (100 uL/placa); Controle Positivo
(C+): b4-nitro-o-fenilenodiamino (10,0 ug/placa — TA97a e TA98); cAzida Sddica (1,25 pg/placa —
TA100); dMitomicina C (0,5 pg/placa — TA102) em auséncia de S9, e e2-aminoantraceno
(1,25 pg/placa) na presenga de S9 para todas as linhagens.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Tabela 10. Atividade mutagénica expressa pela média e desvio-padrdo do numero de
revertentes/placa e o indice de mutagenicidade (IM — valor entre parénteses) nas linhagens
TA98, TA100, TA102 e TA97a de S. typhimurium tratadas com o complexo metalico Pt-ftalato
em varias doses, com (+S9) ou sem (-S9) ativacdo metabdlica

Pt-ftalato Numero de colbnias revertentes(M £ DP)/ placa e IM
Tratamentos TA 98 TA 100 TA 102 TA 97a

pg/placa -S89 +S9 -S9 +S9 - S9 +S9 -S9 +S9
a 116 86 + 235+ 333+ 160 + 214 +

0.0 22x2 23+6 Ty 12 18 29 25 12
285 £ 130 379 442 + 213+ 266 £

37,5 28 i2)5 3& 2)2 42 206 19 33 14 22
’ ’ (2,5) (1,5) (1,6) (1,3) (1,3) (1,2)
43 + 7% 46 £ 416 * 159 + 426 * 615 + 228 + 276 £

75 (1.9) 2%* 39** 21* 29* 46* 11 28
’ (200  (3,6) (1,9) (1,8) (1,8) (1,4) (1,3)
59+ 597+ 243+ 456 + 666 + 233+ 353%
ki 47 28** 35* 39** 27* 39*
(26) (52) (29) (1,9) (2,0) (1.5  (1.6)
105 + 69 + 728+ 244 + 977 + 935+ 295+ 383t
225 1% ( 4‘7) 19** 24+ 20** 51** 55** 21* 28*
’ 3.1  (63) (2,8) (4,2) (2,8) (1,8) (1,8)
123 + 73+ 758+ 248+ 1090+ 1085+ 337+ 420+
300 ek (5‘5) 11 43** 16** 33** 45%* 39** 11
’ (3.2) (65 (29 (4,6) (3.3) 21 (20
o 406 + 1633 1157+ 1194+ 1634+ 2288+ 1802+ 1032%
68 +110 62 83 92 118 78 94
*P < 0,05 (ANOVA); **P < 0,01 (ANOVA); M+DP = média e desvio padrdo; IM = indice de
mutagenicidade; aControle Negativo: tampao fosfato (pH 7,4) (100 uL/placa); Controle Positivo
(C+): b4-nitro-o-fenilenodiamino (10,0 ug/placa — TA97a e TA98); cAzida Sddica (1,25 pg/placa —
TA100); dMitomicina C (0,5 pg/placa — TA102) em auséncia de S9, e e2-aminoantraceno
(1,25 pg/placa) na presenga de S9 para todas as linhagens.

82 £ 2%

150 3.7)

Fonte: Elaborado pelo autor.
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5. CONCLUSOES

Foram obtidos compostos de platina e vanadio com acidos mono- e
dicarboxilicos e aminoacidos. Foram utilizados os seguintes ligantes: acido
glutamico, acido ftalico, acido mesacobnico, acido oroético e 5-fluorouracil. Tais
compostos foram caracterizados utilizando técnicas espectroscoépicas,
termogravimétricas, analise elementar e difratometria de raio-X. Os compostos
tiveram sua atividade antitumoral in vitro testada e apresentaram algum grau de
atividade antitumoral. No caso dos complexos de vanadio com acido glutamico
e acido oradtico, os resultados sdo promissores, pois indicam um consideravel
grau de seletividade. Os complexos de platina, apesar de serem
comprovadamente mutagénicos pelos resultados obtidos no teste de Ames, néo
tiveram, com excecdo do composto Pt-5-FU, atividade antitumoral consideravel.
Os compostos foram testados em linhagens celulares de cancer de boca, de

hipofaringe, de laringe, de mama, de figado e colorretal.

Os complexos de vanadio com acido glutamico e acido orotico
apresentaram indices de seletividade variando entre, aproximadamente, 1,5 e 9;
com ICso indo de 7,9 a 44,56 pmol.L't. VOSO4 apresenta um ICso muito menor

em células normais de, no minimo, 1,5 vezes maior para as linhagens tumorais.

O teste de Ames mostrou a capacidade dos complexos Pt-5-FU e Pt-
ftalato de induzir mutacGes génicas que podem induzir a uma ac¢ao antitumoral
in vitro. Tal acdo s6 foi verificada no complexo Pt-5-FU em testes feitos com
linhagens de células de canceres da regido bucal, hipofaringe e de laringe. Nao
foi possivel identificar as causas da acdo mutagénica sem a atividade antitumoral

e estudos posteriores deverédo elucidar tais fatos.

Devido a esses bons resultados com os complexos de vanadio, trés novos
complexos de acido orético na forma aniénica com vanadio (VI), molibdénio (V1)
e tungsténio (VI) foram obtidos e parcialmente caracterizados. Com base nas
andlises elementares e termogravimétricas, os complexos foram formulados
como VO2(oro), KMoO2(oro) e WO2(0oro)z.
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