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RESUMO

Sintese, caracterizacao e atividade biologica de um complexo ternario de galio como
potencial agente antitumoral

O cancer constitui a segunda maior causa de mortes no mundo, figurando atras apenas
de doengas cardiovasculares. Mais de 200 tipos de cancer ja foram relatados, e o tratamento
que apresenta eficacia para um tipo, muitas vezes nao ¢ aplicavel a outros. Na terapia do cancer,
altas doses de agentes quimioterdpicos sdo frequentemente utilizadas, o que aumenta a
toxicidade e constituem um entrave no tratamento para muitos pacientes. Uma série de
compostos bioativos vém sendo estudados para avaliar sua eficicia frente a linhagens tumorais.
A fim de reduzir a toxicidade de tais compostos, uma estratégia ¢ a complexagdo com centros
metalicos que apresentam atividades terapéuticas. Este trabalho aborda a sintese, caracterizagao
e avalia¢do da atividade bioldgica de um complexo inédito de galio(IIl) coordenado a uma
antraquinona (alizarina sodica) e um ligante N,N-doador (bipiridina) como potencial agente
antitumoral. O complexo foi caracterizado por meio das técnicas de espectroscopia na regido
do ultravioleta-visivel, espectroscopia de absor¢ao atomica, FTIR e condutimetria. As técnicas
de caracterizacdo sugerem que trata-se de um complexo dinuclear, com dois centros metalicos
de galio(Il) ligados por meio da antraquinona, contendo um ligante bipiridina e dois ions
hidroxido coordenados aos centros metalicos, de formula [Gaz(OH)4(bpy)2(L1)]. H20 (1). O
estudo da interacdo entre 1 com DNA de timo de bezerro apresentou resultados promissores,
com uma constante de ligagdo DNA-complexo da ordem de 1,7 x 10% indicando que ocorre
interacdo entre o complexo e o DNA. Avaliou-se a concentragdo necessaria para inibir o
crescimento celular em 50%, Clso, em esferoides tumorais da linhagem Hs-578T (cancer de
mama triplo negativo). O complexo apresentou atividade citotoxica significativa, com valor de
Clsode 104 pg mL™"! ou 0,1214 pM. Além disso, o complexo também promoveu a dissociagdo
dos esferoides, sugerindo que, além de uma elevada atividade citotdxica, ele possa ser utilizado

como adjuvante para tornar mais efetivo o tratamento com outros fairmacos.



ABSTRACT

Synthesis, Characterization, and Biological Activity of a Gallium Ternary Complex as a
Potential Antitumor Agent
Cancer is the second leading cause of death worldwide, ranking only behind cardiovascular
diseases. Over 200 types of cancer have been reported, and treatments effective for one type
are often not applicable to others. In cancer therapy, high doses of chemotherapeutic agents are
frequently used, which increases toxicity and represents a major obstacle for many patients. A
variety of bioactive compounds are being studied to evaluate their efficacy against tumor cell
lines. To reduce the toxicity of such compounds, one strategy involves complexation with metal
centers that exhibit therapeutic activity. This work addresses the synthesis, characterization,
and biological activity evaluation of a novel gallium(Ill) complex coordinated to an
anthraquinone (sodium alizarin) and an N,N-donor ligand (bipyridine) as a potential antitumor
agent. The complex was characterized using ultraviolet-visible (UV-Vis) spectroscopy, atomic
absorption spectroscopy, FTIR, and conductometry. The characterization techniques suggest a
dinuclear complex, with two gallium(IIl) metal centers bridged by the anthraquinone,
containing one bipyridine ligand and two hydroxide ions coordinated to the metal centers, with
the formula [Ga2(OH)4(bpy)2(L1)]-H20 (1). The study of the interaction between compound 1
and calf thymus DNA yielded promising results, with a DNA-complex binding constant on the
order of 1.7 x 10%, indicating that an interaction occurs between the complex and DNA. The
concentration required to inhibit cell growth by 50% (ICso) was evaluated in tumor spheroids
of the Hs-578T cell line (triple-negative breast cancer). The complex showed significant
cytotoxic activity, with an ICso value of 104 ng mL™" or 0.1214 uM. Moreover, the complex
also promoted spheroid dissociation, suggesting that, in addition to high cytotoxic activity, it

may serve as an adjuvant to enhance the effectiveness of treatments with other drugs.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 - Distribuigdo proporcional dos dez tipos de cancer mais incidentes estimados para o

triénio 20232025 por sexo, exceto pele ndo melanoma............cceecveveereeiienieniennenienceeeee, 3
Figura 2 - Estrutura de uma célula eucariota............coceevuerieriirienieneeienieseeeeeesie e 5
Figura 3 - Estrutura dos complexos hexacloroplatinato(IV) de amonio (1); cis-

[diaminotetracloroplatina(IV)]  (2);  cis-[diaminodicloroplatina(Il)]  (3); e  trans-
[diaminodicloroplatina(Il)] (4). c..eeeoeeeieeiieeie ettt ettt ebeessaeebaesaaeenbeessneensaens 8
Figura 4 - EQUIlIDIios QUIMICOS ......cccviiiiiiiiieiiieieeiie ettt eseee et seeebeeseaeeseesaaeesseessaeensaens 10
Figura 5 - Estrutura das bases nitrogenadas presente no DNA: puricas: adenina (a) e guanina
(b), e das pirimidicas: citosina (¢) € timina (d)........ccceeervrieeriiieeiiie e e 10
Figura 6 - Adutos intrafita (a), interfita (b) e monofuncional, formados entre espécies oriundas
da cisplatina e bases nitrogenadas do DNA. .......ccccooiiiiiiiiiiiieeeee e 11

Figura 7 - Estruturas dos fAirmacos a base de platina aprovados para o uso clinico: carboplatina

(1), oxaloplatina (2), nedaplatina (3) loboplatina (4), heptaplatina (5) e miriplatina (6). ........ 14
Figura 8 - Novos complexos de platina em testes clinicos: BBR3464 (a), PtS6MSS (b), trans-
[PtCla(pyr)2] (c), etacraplatina (d) e fenantriplating (€).........ccceeeeveerveeiieerieeriierieeseeeee e 15
Figura 9 - Estruturas do nitrato de galio(III) (a) e cloreto de galio(IIT) (B). .....ccccveeveereeennnn. 17
Figura 10 - Captacdo e alvos intracelulares do gélio, via de transporte mediado pela Tf e
mecanismos de morte celular induzidos pelo GAlI0. ........oecuveeeiiieiiieeeieeee e 19
Figura 11 - Estrutura do maltoato de gélio (a) € KP46 (b)...cc.covviveriieeniieeeiieeeeeeee e 20

Figura 12 - Representagdo para a sintese do complexo 1, [Gax(OH)4(bpy)2(HL1)]. H20....... 24
Figura 13 - Espectro vibracional na regido do infravermelho (4000 a 400 cm™) de NaH,L1 28
Figura 14- Espectro vibracional na regido do infravermelho (4000 a 400 cm™) da bpy......... 28
Figura 15 - Espectro vibracional na regido do infravermelho (4000 a 400 cm™') de 1............ 29
Figura 16 - Espectros eletronicos em solugcdo de H>O:DMSO (1:1) de 1 e NaHL1 e bpy, nas
concentracdes 1 x 10 mol L! (esquerda) e 1 x 107 mol L' (direita). ........cococoveveverererennnnen. 30
Figura 17 - Espectro de absorgdo na regido do UV—Vis da solugdo 4,0 x 10* mol L' de 1 e
concentragdes de DNA variando de 0 a 6,1 x 10° mol L' em tampdo HEPES isotdnico —
Requadro: [DNA]/ (ga — &f) Versus [DNA]. ...ooieiieeeeeeeeeeee e 34
Figura 18 - Inibi¢do do crescimento celular em fun¢do da concentragao de 1 intracelular, apos

incubacdo das células Hs 578-T por 72 horas. .......cccueeviieriieiiieniiieiieeie et 36


file:///C:/Users/Usuario/Desktop/Gallium/Parte%20escrita/TCC_BEATRIZ%20DOS%20SANTOS%20CARDOSO-versão%20banca%20(Correções).docx%23_Toc204341635
file:///C:/Users/Usuario/Desktop/Gallium/Parte%20escrita/TCC_BEATRIZ%20DOS%20SANTOS%20CARDOSO-versão%20banca%20(Correções).docx%23_Toc204341635

Figura 19 - Inibi¢do do crescimento celular em fungao da concentragao de 1 intracelular, apos
incubagdo das células Hs 578-T por 72 horas. .......ccceecuveviieriieiiieeiieiecie et 37

Figura 20 - Curva resposta do ensaio para o0 compleXo L........cccccveeviieeniiiiencieenie e 39



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 - Alguns dados fisico-quimicos de reagentes e solventes utilizados ........................ 22
Tabela 2 - Concentracdo da solugdo usada para o complexo 1, na interagdo com o DNA, ¢ a
maior razao molar [Ct-DNAT:[1] atingida........cc.eevuieeiieiiiiiieiieeieeee e 25
Tabela 3 - Atribuicdo de frequéncias (cm™) na regido do infravermelho (4000—400 cm™) dos
ligantes NaH>L1, bpy e do complexo 1 ([Gax(OH)a(bpy)2(HL1)]. H20). ..oevvvvieiiiiiieeieee 27
Tabela 4 - Comprimentos de onda maximo e coeficientes de absortividades molares associados
as bandas de maior intensidade, na regido do UV—Vis (200—800 nm) dos ligantes, NaH>L1, bpy,
(s (X eT0) 1310) (55 o TS PRSPPI 31
Tabela 5 - Dados calculados/experimentais obtidos para a analise por absor¢ao atomica e
CONAUEMELIICA A€ L. ..ttt ettt sb et e b et e 32
Tabela 6 - Concentragdo da solugdo inicial do complexo, faixa de concentragdo de DNA e valor
da constante de afinidade complexo—DNA usados no estudo da interagdo de 1 com o ct—DNA
por espectroscopia de absor¢ao na regido do UV—=VIS.......ccoriiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeee e 33
Tabela 7 — Dados referentes aos resultados obtidos no ensaio MTT, variando a concentracao
de 1 entre 7,81-250,00 g ML ™. oo 35
Tabela 8 - Dados referentes aos resultados obtidos no ensaio MTT, variando a concentracao de
1 entre 31,25-1000 U ML ™. ..ot 37
Tabela 9 - Dados referentes aos resultados obtidos no ensaio MTT, variando a concentragao de

1entre 37,5-1200 pg ML oo 38



LISTA DE ABREVIATURAS E ESTRUTURAS

cisplatina — cis-diaminodicloroplatina(II) ou cisplatina — [Pt(NH3)2Cl»]

Cly, /) \\\\\\\N Hs
. W

Pt
cie” \NH3

bpy — 2,2’-bipiridina — C1oHsN>

N/ N
\_/ \_
DMF — Dimetilformamida — (CH3).NCHO
DMSO — Dimetilsulféxido — (CH3).SO
DNA — Acido desoxirribonucleico
EtOH — Etanol — C;HsOH
INCA — Instituto Nacional do Cancer José Alencar Gomes da Silva
IV — Infravermelho
UFMG — Universidade Federal de Minas Gerais
UV—Vis — Ultravioleta e visivel
Tr — Transferrina
RDR — Ribonucleotideo-redutase
RNA — Acido ribonucleico.
MTT — (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio)

NaH,L; - acido 3,4-dihidroxi-9,10-diox0-9,10-dihidroantraceno-2-sulfonico

OH

O 0)
I I l SO;Na
O



SUMARIO

TINTRODUQGAO ..o, 1
2.1 Cancer: Incidéncia e Estimativa de Casos no Brasil....................ccocooviiiiiniinnnnn, 2
2.2 Estrutura celular e o desenvolvimento de um tumor ................ccccoeeviiieniiienieeeniee e, 3

2.4 A Quimica Inorganica € 0 CANMCEY .............cceeevieiiieiiieiieeiieee et 6
2.4.1 Mecanismo de acdo da cisplatina ................coccoooiiiiiiiiiiiii e 9

2.5 Limitacoes no uso da cisplatina e desenvolvimento de novos quimioterapicos.... 12

2.6 O gilio como agente antineoPlASiCo ...............cccoviiiiiiiiiiiiiiicccecee 16
2.7 Mecanismo de acio e similaridade entre Ga(Ill) e Fe(III)...............cccoeeeevnnennn. 18
2.8 Compostos de galio como candidatos quimioterapicos.................ccoccoeeeenieennnen. 19
2.9 Antraquinonas e sua atividade bioldgica....................cccooiiiiiiiiiiiii 20
SMATERIALS ...ttt ettt ettt ettt esbae e e 22
3.1. Reagentes € SOIVENTES.............cocciiiiiiiiiiiiieiie ettt e ee e e 22
4 PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS......cocoiiiiiiiieteceeeeeeee e 23
4.2 Sintese do Complexo 1 ..........oooiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeee e e e 23
5 INSTRUMENTOS E METODOS............ooooiimiioieeeeeeeeeeeeeeeeee e 24
5.1 Espectroscopia vibracional na regido do infravermelho ..................................... 24
5.2 Espectroscopia de absorcao atdmica ...............occcoeviiiiiiiiiiiiienieeee e 24
5.2 Espectrofotometria na regiao do ultravioleta e visivel...................c....ccoooiinnnn 24
5.3 Analises condutimeEtricas ...............coouiiiiiiiiiiiii e 25
5.5 Determinacio da constante de afinidade DNA-complexo .............ccccccevvveeennnnnne. 25
5.6 Ensaio de viabilidade celular ... 25
6 RESULTADOS E DISCUSSAOQ ........ooiviiimieieeeeeeeeeeeeeee e 26
6.1 Espectroscopia Vibracional na Regido do Infravermelho..................................... 26
6.2 Espectroscopia Eletronica na Regido do Ultravioleta-Visivel............................... 29
6.3 Analise condutimétrica e absor¢ao atomica......................cccceeeeeiiniiieiiiiicienee, 31
6.4 Determinacio da constante de afinidade DNA-complexo .............cccccevvieeniennne 32
7 CONSIDERACOES FINAIS.........oooimiiiiiieieeeeeeeeeee e 40
S8 PERSPECTIVAS FUTURAS ... oottt 41

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ..o 41



1 INTRODUCAO

O cancer ¢ um problema de satde publica, sendo um dos principais responsaveis por
mortes em todo o mundo. Espera-se que até 2030, ocorram 25 milhdes de novos casos no
mundo, enquanto, no Brasil, a estimativa para o triénio 2023—2025 aponta para a ocorréncia de
703 mil novos casos (INCA, 2022). O cancer ¢ uma doenga caracterizada por um desvio nos
mecanismos de replicagdo celular, promovendo a replicagdo descontrolada das células. As
alteragdes provocadas tornam essas células incapazes de passar pelo processo de apoptose
(morte celular programada), dando origem a uma massa de tecido anormal (neoplasia).

Em fungdo da velocidade de replicagdo das células tumorais, ¢ primordial que o
diagndstico e o tratamento do cancer sejam precoces. No tratamento, o agente antineoplasico
induz o processo de apoptose nas células tumorais. No entanto, esse processo também afeta as
células sadias, e a toxicidade do tratamento prejudica os resultados dos pacientes (INCA, s.d).
A utilizacdo de complexos metéalicos como agentes antineoplasicos foi um grande avango, pois
possibilitou o aumento da sobrevida em varios pacientes com canceres (NEIDLE;
THURSTON, 2009).

A utilizagdo de metais para o tratamento de doengas pela humanidade data de cerca de 6
mil anos (REICHERT et al, 1999; COLOTTI et al, 2012). Ha registros que, por volta de 4.000
a.C, os egipcios utilizavam uma suspensao de finas particulas de ouro na preparagdo do “elixir
da vida”, que acreditavam ter o poder de curar todas as enfermidades (MONTANARI, 2000).
Virios metalofairmacos a base de ferro foram utilizados no Egito antigo, por volta de 1500 a.C,
e, na mesma ¢€poca, descobriu-se que o zinco apresentava atividade antimicrobiana, pois
acelerava o processo de cicatrizacdo (STOCHEL et al, 1998). No final do século XIX, Robert
Koch observou, em estudos com o bacilo da tuberculose, a acdo citotoxica dos sais de ouro
(RIBEIRO et al, 2011). Desde a descoberta de Koch, tém-se buscado cada vez mais por
compostos metalicos que apresentam a¢do farmacologica.

A busca por complexos metalicos com propriedades antitumorais teve inicio no fim da
década de 1960, com a descoberta da agao antitumoral da cisplatina por Rosemberg e Van Camp
(ROSENBERG et al, 1969). No inicio da década de 1970, a partir de testes clinicos, a cisplatina
demonstrou-se eficaz contra varios tipos de canceres, e, em 1978, foi aprovada para uso como
agente quimioterapico pela Food and Drug Administration (FDA) (JOHNSTONE et al, 2016).

Complexos de galio(IIl) e seus sais sdo utilizados como agentes antitumorais em funcao
das suas caracteristicas fisico-quimicas. O galio(III) possui raio atdmico similar ao ferro(Ill), o

que o torna capaz de mimetizar o ferro(Ill) em sistemas biologicos. No meio intracelular, o



galio(IIT) impede a a¢do da ribonucleotideo-redutase, uma enzima essencial para a sintese do
DNA (CHITAMBAR et al., 1988). Esse bloqueio inibe a sintese do DNA e, consequentemente,
a replicacao celular. Contudo, os compostos de galio apresentam toxicidade, além de serem
facilmente hidrolisados em meio intracelular, o que diminui a sua biodisponibilidade e afeta
significativamente seu efeito antineoplasico. Para contornar tais problemas, atualmente, busca-
se sintetizar novos complexos de galio, associados a substidncias que ja possuem agdo

antineoplasica, tais como as antraquinonas (MUELLER; STOPPER, 1999).

2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Cancer: Incidéncia e Estimativa de Casos no Brasil

Tumor ou neoplasia ¢ um termo geral que se refere ao crescimento anormal de uma parte
de um tecido, ou do tecido inteiro, ocasionado pela multiplicagdo de maneira desordenada das
células (SOUZA, 2011). Os tumores podem ser benignos ou malignos. Em tumores benignos,
a massa celular multiplicada encontra-se localizada, possui bordas bem definidas e € similar ao
tecido original. J4 em tumores malignos, também chamados de céncer, possuem bordas
irregulares, o que dificulta sua remogdo, e podem invadir tecidos e 6rgdos, se espalhando para
outras regioes do corpo, processo denominado metastase (INCA, 2022).

Atualmente, mais de 200 tipos de canceres ja foram descritos, e eles representam, desde
2010, a segunda maior causa de obitos no Brasil. Isso representa cerca de 20% dos 6Obitos de
causa conhecida que foram registrados em 2022, segundo dados do Global Cancer Observatory
(OMS, 2023). Por este motivo, a busca pela compreensdo e controle de tais doencas ¢ de
interesse cientifico, politico, socioecondmico e cultural (SOUZA, 2010).

Como estratégia de combate a doenca, a Lei n° 14.758, de 19 de dezembro de 2023,
instituiu a Politica Nacional de Prevencéo e Controle do Cancer no 4mbito do Sistema Unico
de Saude e do Programa Nacional de Navega¢ao da Pessoa com Diagnostico de Cancer. Ambos
sdo voltados para a prevencdo, diagnosticos precoces e até a assisténcia de elevada
complexidade, buscando reduzir a incidéncia de casos e a mortalidade (BRASIL, 2023).

No Brasil, as estimativas mundiais para o triénio 20232025 apontam para a ocorréncia
de 703 mil novos casos (INCA, 2022). Os tipos mais incidentes, a exce¢ao do cancer de pele
do tipo ndo melanoma, serdo os canceres de prostata no sexo masculino e mama no sexo
feminino. A Figura 1 faz uma estimativa dos tipos de cancer previstos por sexo para o triénio

2023-2025.



Figura 1 - Distribuigdo proporcional dos dez tipos de cancer mais incidentes estimados para o
triénio 20232025 por sexo, exceto pele ndo melanoma

Fonte: INCA, 2022.
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2.2 Estrutura celular e o desenvolvimento de um tumor

A célula é a menor unidade estrutural de um organismo. Ela ¢ capaz de se autorreplicar
e pode existir como uma unidade independente nos organismos unicelulares, como bactérias e
leveduras, ou como varias subunidades em organismos multicelulares, como as plantas e
animais. As células apresentam duas estruturas morfologicamente bem definidas: o citoplasma
e o nucleo (Figura 2). O citoplasma ¢ envolvido pela membrana plasmatica e o nucleo, pelo
envoltorio nuclear (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2008).

A membrana plasmatica ¢ a parte mais externa do citoplasma, que o separa do meio
extracelular. E formada por uma bicamada fosfolipidica, onde os grupamentos apolares
orientam-se para o centro da membrana, e os grupamentos polares se encontram nas duas
superficies da membrana. A principal funcdo da membrana plasmatica ¢ a de permeabilidade
seletiva, pela qual a concentragdo no meio intracelular ¢ mantida constante (GARTNER,
HIATT, 2007). As trocas entre a célula e o meio extracelular s3o mediadas pela membrana.
fons e pequenas moléculas atravessam a membrana plasmatica a partir de canais de proteinas.
Quando ndo ¢ dispendida energia nesse processo de transporte, o processo ¢ denominado
transporte passivo, que pode ser mediado por algumas proteinas carreadoras (no processo de
transporte facilitado) ou de maneira direta (difusdo passiva). O processo de transporte através
da membrana que dispende energia ¢ chamado de transporte ativo (JUNQUEIRA &
CARNEIRO, 2008).



O citoplasma ¢ o ambiente celular onde estdo presentes as organelas, o citoesqueleto e
inclusdes temporarias de substancias, tais como lipidios, pigmentos, carboidratos e proteinas.
O citoesqueleto ¢ uma rede de fibras responsaveis pelo formato das células, cuja funcao ¢
desempenhar a contracao celular e a motilidade das células e organelas. As organelas —
mitocondria, ribossomos e lisossomos, desempenham fungdes especificas e bem definidas
como produzir energia, mediar a sintese proteica e realizar a digestdo intracelular
(JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2008; SOUZA, 2011).

O ntcleo ¢ a estrutura que envia os comandos para as células, pois nele estdo contidos
0s cromossomos, estruturas formadas pelos genes que mediam a organizacdo estrutural e as
atividades desempenhadas pelas células no organismo. Toda a informagao genética esta contida
no nucleo, na molécula de DNA (4cido desoxirribonucleico). O processo de replicacio do DNA
durante a divisdo celular (mitose) ¢ primordial para o funcionamento das células, pois garante
que as informagdes genéticas serdo transmitidas para as células filhas. No nucleo também sao
sintetizados os acidos ribonucleicos (RNA), responsaveis pela sintese proteica no citoplasma
(JUNQUEIRA, CARNEIRO, 2008).

No processo de divisdo celular (mitose), espera-se que a replicagdo do DNA seja
altamente precisa, de modo a impedir mutacdes. Quando ocorrem erros no processo de
replicacdo do DNA, a cé¢lula aciona varios mecanismos a fim de reparar os erros antes que a
c€lula inicie o processo de divisdo. Em caso de danos irreparaveis, a célula pode entrar em
apoptose — processo de morte celular programada, para proteger o organismo de mutagdes
génicas. Quando esses mecanismos falham ou s3o inibidos, as células perdem suas
caracteristicas € um crescimento anormal € verificado. Fala-se em neoplasia, tumor ou cancer

(PATRICK, 2009).



Figura 2 - Estrutura de uma célula eucariota
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Fonte: adaptado de Smith, Marks, Lieberman (2007).

2.3 Causas, prevencio e tratamento contra o cincer

O desenvolvimento de um tumor pode ser desencadeado tanto por fatores genéticos
quanto por fatores externos de origens variadas. Os fatores genéticos correspondem a cerca de
10 a 20% dos casos, incluindo alteragcdes genéticas hereditarias, distirbios hormonais e
imunolégicos e o envelhecimento. Os fatores externos relacionam-se tanto aos riscos
ambientais quanto ao estilo de vida. A exposicao a radiagdo e a agentes quimicos sdo fatores
ambientais, e representam entre 80 e 90% dos casos. Além disso, alguns individuos sdo mais
susceptiveis a agdo de agentes externos carcinogénicos, em funcao de fatores genéticos — por
esta razdo, um individuo tende a desenvolver cancer, enquanto os demais nao desenvolvem a
doenca, mesmo quando expostos a um mesmo agente carcinogénico (INCA, 2020; SMITH,
MARKS, LIEBERMAN, 2007).

A partir do momento que ocorre a deteccdo de um tumor, o tratamento deve ser iniciado.
O INCA destaca quatro tipos de tratamentos convencionais, amplamente empregados: cirurgia,
radioterapia, quimioterapia e transplante de medula 6ssea (INCA, 2022). Além disso, outros

tratamentos também podem ser empregados: imunoterapia, terapia alvo e alguns tipos de



terapias hormonais. Em muitos casos de cancer, ¢ necessario combinar mais de uma estratégia
de tratamento (INCA, 2020).

A cirurgia busca remover o tecido canceroso, sendo a abordagem mais eficiente para a
remogao integra do tumor, principalmente nos estagios iniciais da doenca (INCA, 2020).

A radioterapia utiliza radiagdes ionizantes direcionadas ao tecido canceroso, buscando
destruir o tumor ou cessar seu crescimento. Nos casos em que ndo ha cura, a radioterapia ¢
utilizada como tratamento a fim de minimizar o tamanho do tumor, buscando reduzir dores,
hemorragia e outros sintomas, de forma a aliviar os sintomas do paciente (INCA, 2020). A
técnica ¢ frequentemente combinada com a quimioterapia.

A quimioterapia utiliza farmacos para o tratamento do cancer, buscando destruir as
células tumorais. Os farmacos podem ser administrados pelas vias intravenosa, intramuscular,
oral, topica e subcutanea. Muitos dos farmacos quimioterapicos sdo especificos para um tipo
de tumor, ndo apresentando eficacia no tratamento de outros tipos de canceres (INCA, 2020).
Contudo, a quimioterapia apresenta diversos desafios, com destaque a resisténcia intrinseca ou
adquirida do tumor ao farmaco, e a farmacocinética, que pode gerar subprodutos toxicos do
metabolismo dos farmacos, o que prejudica a satide do paciente (MARTINS, 2016).

Quando as células sanguineas sdo afetadas pela doenga o transplante de medula dssea
torna-se necessario. O transplante substitui a medula 6ssea doente por células de uma medula
ossea saudavel, para que ocorra a reconstituicdo da medula. Qualquer pessoa saudavel, com
idade entre 18 e 35 anos e sem historico de doengas prévias pode se tornar um doador de medula
Ossea, basta procurar o centro hematoldgico local, fornecer uma amostra sanguinea e realizar
seu cadastro (INCA, 2020). A prevencao da doenga engloba mudancas no estilo de vida, a partir
da adog¢do de habitos saudaveis, como a pratica de exercicios fisicos, dieta equilibrada, controle
do peso corporal e da pressdo arterial, além da realizacdo de exames periodicos, para detectar a
doenca em estagios iniciais. Um exemplo € a preven¢ao do cancer de colo de ttero, a partir da
vacinacdo de meninas com idade entre 9 e 13 anos, e a realizacdo do exame preventivo

Papanicolau (INCA, 2020; SOUZA, 2018).

2.4 A Quimica Inorganica e o cancer

A Quimica Bioinorganica ¢ uma ciéncia que converge as areas mais classicas da
Biologia e da Quimica (LIPPARD, BERG, 1994; SILVA, SILVA,2011). Este ramo da ciéncia
busca compreender a quimica inorganica da vida, a partir de estudos da fun¢do bioldgica de

elementos metalicos e seus compostos, bem como alguns elementos ndo metalicos (REDDY,



2003). A Quimica Bioinorganica estuda, além dos elementos essenciais e suas fungdes
bioldgicas, a introducdo de compostos metdlicos ndo essenciais em sistemas biologicos
(PAIXAO, 2013).

A Quimica Bioinorganica ganhou destaque no final do século XIX, a partir dos estudos
de Robert Kock, que demonstravam os efeitos citotoxicos dos sais de ouro, em especial o
dicianoaurato(I) de potassio (K[Au(CN):]) contra a tuberculose (BENITE et al, 2007).
Contudo, foi no final da década de 1960, a partir de estudos realizados por Barnett Rosemberg
e colaboradores com a cis-diaminodicloroplatina(Il), que os complexos metalicos ganharam
espaco como possiveis agentes antitumorais.

A cis-diaminodicloroplatina(Il), comumente denominada “cisplatina”, foi descrita pela
primeira vez por Reiset em 1844, e em 1845, Peyrone descreveu um outro composto, de mesma
formula molecular (KAUFFMAN et al, 2010). Somente em 1893, o quimico suico Albert
Werner, ao propor a teoria dos compostos de coordenagdo, postulou que estes compostos
fossem isomeros: o complexo de Reiset era correspondente a forma trans, € o de Peyrone ao
isomero cis (SANTOS et al, 2014). Os efeitos citotoxicos de compostos de platina s6 foram
descobertos mais de um século apds a sintese dos compostos de Reiset e Peyrone (FONTES,
CESAR & BERALDO, 2005).

Em 1965, Barnett Rosemberg e seus colaboradores realizavam estudos do efeito de
campo elétrico no crescimento de uma cultura de bactérias Escherichia coli. Para a realizacdo
deste estudo, um eletrodo de platina foi mergulhado no meio de cultura, e descargas elétricas
foram aplicadas. Observou-se, entdo, que ocorria a inibi¢do da divisdo celular, e as colonias de
Escherichia coli cresciam no formato de filamentos. Foi verificado que nesse processo ocorria
desprendimento de platina do eletrodo e que, este ion no meio de cultura, contendo cloreto de
amonio levava a formacdo de compostos de platina. Inicialmente foi proposto que esses
compostos, tais como o hexacloroplatinato(IV) de amonio, (NH4)2[PtClg], eram responsaveis
pelos efeitos observados (ROSENBERG, B., VAN CAMP, L. & KRIGAS, 1965).

Em 1966, Rosemberg e colaboradores sintetizaram o sal hexacloroplatinato de amdnio
e realizaram testes nas mesmas condi¢des do estudo inicial. Apos alguns dias em repouso e sob
exposicao a luz, observou-se maior eficicia na inibi¢ao do crescimento celular. Isto ocorre pois
o composto (NH4)2[PtCls], em meio aquoso, d4 origem ao ion [PtCle]*" que, quando exposto a
luz, sofre uma reagao fotoquimica, com substitui¢dao de dois ligantes cloretos por NH3z na esfera
de coordenacgao e consequente formacao de [Pt(NH3)2(Cl)4], além do composto [Pt(NH3)2(Cl)2]

nas formas dos isdmeros cis e trans. A figura 3 apresenta a estrutura destes compostos.



Figura 3 - Estrutura dos complexos hexacloroplatinato(IV) de amoénio (1); cis-
[diaminotetracloroplatina(IV)] (2); cis-[diaminodicloroplatina(Il)] (3); e trans-

[diaminodicloroplatina(Il)] (4).
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Fonte: adaptado de Vivas (2024).

Ambos os compostos foram testados, e observou-se que o isomero trans-[ Pt(NH3)>(Cl)z]
ndo inibiu o crescimento nem a divisdo celular. Tais conclusdes guiaram estudos posteriores,
realizados entre os anos de 1969 e 1970. Como o DNA ¢ responsavel pelo crescimento e
replicagdo celular, Rosembreg e colaboradores acreditavam que o isdmero cis inibia 0 processo
de replicagdo do DNA. Por esta razdo, o grupo passou a avaliar o efeito deste composto em
células tumorais, de modo a comparar se o efeito observado para a cultura de Escherichia coli
também ocorreria em células cancerosas. Rosenberg e colaboradores postularam que os
complexos de platina eram bons candidatos a serem utilizados como agentes antitumorais
(ROSENBERG, VAN CAMP, TROSKO, MANSOUR, 1969; ROSENBERG, VAN CAMP &
KRIGAS, 1970). A diaminocloroplatina(Il) foi administrada em camundongos portadores do
sarcoma- 180, um modelo de tumor utilizado em ensaios farmacolégicos (FONTES, CESAR &
BERALDO, 2005). O isdmero frans nao apresentou atividade de interesse farmacologico,
mostrando-se inativo. Porém, o isomero cis apresentou resultados excelentes, levando a
regressao total do tumor em 36 dias (NEVES, VARGAS, 2011).

No inicio da década de 1970, iniciaram os primeiros testes clinicos de fase 1 com a
cisplatina, primeiramente em pacientes terminais e, em seguida, em tumores localizados. Em
1978, a cisplatina foi aprovada pela Food and Drug Administration (FDA) para utilizagdao no
tratamento de canceres de testiculo e de ovario (WONG, GIANDOMENICO, 1999).

A descoberta da acdo antitumoral da cisplatina constitui um marco na Quimica
Medicinal, que, até entdo, dedicava-se somente ao estudo de compostos organicos e produtos
naturais. A inclusdo de complexos metéalicos como possiveis agentes terapéuticos passou a ser

uma possibilidade amplamente investigada e estudada, buscando a compreensao dos



mecanismos de interacdo dos metais com biomoléculas. Contudo, a complexidade dos
equilibrios quimicos que ocorrem em meio bioldgico, considerando as reagdes de oxirreducao,
substituicdao dos ligantes a depender do meio e reagdes de hidrdlise constituem um desafio na

elucidacao completa dos mecanismos de agao.

2.4.1 Mecanismo de acio da cisplatina

A cisplatina ¢ administrada como um agente injetavel, por via intravenosa ou intra-
arterial, conforme preconizado pela FDA. Ha relatos, também, do uso via intraperitoneal — uso
ndo aprovado pela FDA e considerado off-label (GOLD, RAJA, 2023). A morte celular por
compostos de platina envolve 4 mecanismos sequenciais diferentes: entrada e acumulagdo no
meio celular; equilibrio em condigdes fisiologicas para ativar os complexos; ligagdo com as
bases nitrogenadas do DNA, dando origem a uma série de adutos Pt-DNA; e os danos a
molécula de DNA (JOHNSTONE, SUNTHARALINGAM, LIPPARD, 2015).

Inicialmente, a proposta mais aceita era que a cisplatina entrava nas células pelo
processo de difusao passiva (WANG, LIPPARD, 2005). A concentracao elevada de ions cloreto
no meio extracelular (cerca de 1000 mmol L) minimizaria a liberagdo dos grupos cloreto
ligados a cisplatina, favorecendo sua entrada nas células (KLEIN, HAMBLEY, 2009). No meio
intracelular, a concentracdo de ions cloreto é muito inferior (cerca de 3 a 20 mmol L),
favorecendo a substituicdo dos ligantes cloretos ligados a platina por moléculas de agua e,
consequente formacdo de espécies mais reativas. A Figura 4 apresenta os equilibrios

estabelecidos pelas espécies derivada de cisplatina em meio aquoso.
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Figura 4 - Equilibrios quimicos
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Em meio intracelular, o alvo principal da cisplatina ¢ o DNA. Uma base nitrogenada,
um grupo fosfato e uma pentose (a desoxirribose) sdo os constituintes de blocos sequenciais,
que formam uma espécie de fitas, que se ligam umas as outras e formam uma macromolécula
com conformacdo de dupla hélice. Ao todo, quatro bases nitrogenadas participam da
constituicdo do DNA (figura 5): as puricas (adenina e guanina) e as pirimidinicas (citosina e

timina) (BATES, 2024).

Figura S - Estrutura das bases nitrogenadas presente no DNA: ptricas: adenina (a) e guanina

(b), e das pirimidicas: citosina (¢) e timina (d).
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O DNA apresenta carater nucleofilico, o que faz com que os cations oriundos da
hidrélise da cisplatina interajam fortemente com essa macromolécula. Esta ligagdo ocorre
majoritariamente na posicdo N7 das bases puricas (adenina ou guanina), formando adutos
DNA-Pt. O aduto mais estavel se forma quando a ligacdo covalente acontece entre as espécies
provenientes da cisplatina e a guanina, pois nesse caso, as ligacdes de hidrogénio estabelecidas
entre o oxigénio da guanina e o grupo -NHj3 ligado a platina serdo mais intensas (JAMIESON,
LIPPARD, 1999).

Os adutos formados podem ser do tipo monofuncional, intermolecular, interfita e
intrafita. Em adutos monofuncionais, a platina liga-se a uma unica base nitrogenada, sendo
uma espécie de aduto intermediario (DEANS, WEST, 2011). Os adutos intermoleculares
formam-se a partir da ligagdo da platina com uma base nitrogenada e com um aminoécido,
peptideo ou proteina. Este tipo de aduto pode impedir o processo de transcrig¢ao e replicagao do
DNA, ocasionando alguns efeitos citotoxicos (SALERNO et al, 2016). Nos adutos interfita, a
platina liga-se a duas bases nitrogenadas que estdo localizadas em fitas opostas do DNA,
formando arranjos do tipo 1,3-interfita (GONZALES et al, 2001; VIVAS, 2020). Em adutos
intrafita, a platina se liga a duas bases nitrogenadas presentes na mesma fita de DNA, podendo
dar origem a adutos do tipo 1,2 intrafita ou 1,3-intrafita (figura 6).

As ligacdes estabelecidas entre complexo-DNA levam a distor¢do da estrutura
helicoidal do DNA, causando danos que impedem que a molécula realize os processos de
transcricdo e replicacdo. Estes danos podem levar a morte celular, seja pelo mecanismo de

necrose ou apoptose (DE ALMEIDA et al, 2014).

Figura 6 - Adutos intrafita (a), interfita (b) e monofuncional, formados entre espécies

oriundas da cisplatina e bases nitrogenadas do DNA.
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Fonte: SOUZA (2011, p. 28).
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2.5 Limitacoes no uso da cisplatina e desenvolvimento de novos quimioterapicos

Hé dois problemas relacionados ao uso clinico da cisplatina: a resisténcia intrinseca ou
desenvolvida e os severos efeitos colaterais.

A resisténcia desenvolvida a cisplatina foi atribuida, segundo Amable, a trés
mecanismos moleculares distintos: aumento no reparo do DNA, alteragdo da concentragao de
cisplatina em meio intracelular e inativagdo citosdlica (AMABLE, 2016). A alteragao do
acumulo de cisplatina ocorre por duas vias celulares distintas: a diminuicdo no processo de
captagdo ou o aumento do processo da exportacdo — observou-se que células resistentes
apresentam baixos niveis de cisplatina (GATELY, HOWELL, 1993). A inativacdo citosolica
da cisplatina causa, consequentemente, a diminuigdo da reagdo com o DNA, produzindo menos
danos e possibilitando a resisténcia e sobrevivéncia das células cancerosas ao tratamento. A
forma primaria de inativagdo da cisplatina se da por meio da conjugacdo com a glutationa: o
grupo tiol, uma base macia, interage com a platina, um 4cido macio, formando uma ligacao
estavel e ativando um mecanismo de protecdo as células (SHRIVER, ATKINS, 2008). A
segunda forma ¢ por meio de ligagdo a metalotioneina, por um mecanismo similar: a
metalotioneina € uma proteina intracelular com residuos de cisteina, que contém grupos tiol,
através dos quais a platina se coordena (MAIA; DEMICHELLI, 2005).

Os efeitos toxicos da cisplatina incluem nduseas, vomitos, supressdo da medula dssea
(mielossupressao), neurotoxicidade e nefrotoxicidade, atribuidas justamente a interagcdes da
cisplatina com outras biomoléculas — proteinas e peptideos (como a glutationa) (SOUZA, 2018;
REEDIIK, 2003). Os efeitos colaterais podem ser minimizados por medidas clinicas
complementares, tais como a pré e pods-hidratacdes via intravenosa, utilizando manitol ou
dimetiltiouréia (REEDIJK, 2003; OUN et al, 2018; SOUZA, 2018).

Buscando o aumento da eficacia superando os problemas descritos, novos complexos
de platina foram sintetizados e avaliados quanto a sua capacidade antitumoral. Mais de 3000
compostos de platina ja foram avaliados quanto as suas atividades citotoxica (LEBWOHL,
CANETTA, 1998; WEISS, CHRISTIAN, 1993; VIVAS, 2024). Estes compostos foram
sintetizados tendo como referéncia a geometria quadrado planar da cisplatina, e tendo como
base dois requisitos: os grupos abandonadores, tais como o Cl-, devem apresentar labilidade
moderada (forca de ligacdo intermedidria com a platina(Il)), enquanto os demais ligantes
deveriam ser razoavelmente inertes, tais como aminas (SOUZA, 2018; VIVAS, 2024). Cinco
novos compostos analogos a cisplatina, chamados de farmacos de segunda e terceira geracao

(Figura 7), foram aprovados para uso clinico, sendo eles: a carboplatina (1); a oxaliplatina (2),
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disponivel apenas em alguns paises; a nedaplatina (3), lobaplatina (4) e heptaplatina (5),
disponiveis para uso apenas no Japao, China e Coréia, respectivamente (NEVES, VARGAS,
2011).

A carboplatina, aprovada pelo FDA em 1985, apresenta o mesmo espectro de atividade
da cisplatina com menos efeitos colaterais, mas ndo ¢ eficaz no combate as células resistentes
a cisplatina. (SOUZA, 2018). Carboplatina ¢ usada no tratamento de canceres de ovario e de
pulmao. A oxaliplatina, firmaco de terceira geragao aprovado pelo FDA em 2002, apresenta
auséncia de resisténcia cruzada com a cisplatina, além de um espectro de atividade mais amplo
que a carboplatina. (DEO et al, 2018). Oxaliplatina ¢ efetiva para o tratamento de cancer de
colon e canceres gastrointestinais, os quais a carboplatina e a cisplatina tem baixa eficacia, e
apresenta efeitos de nefrotoxicidade e mielossupressdo reduzidos (COMELLA et al, 2009;
SOUZA, 2021; DILRUBA, KALAYADA, 2016).

Maeda e colaboradores sintetizaram, em 1985, dezessete novos complexos lipossoluveis
de platina que foram suspensos em lipidol (um 6leo iodado usado como contraste em analises
radiologicas) e testados na linhagem celular de leucemia L1210 (MAEDA, UCHIDA, SASAKI,
1986). No entanto, somente em 2009, um destes complexos, a miriplatina (6), foi aprovada para
uso no tratamento de cancer hepatocelular no Japao. Este farmaco age inibindo o crescimento
celular, formando adutos Pt-DNA e levando a apoptose, como a cisplatina (HANADA et al,
2009).
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Figura 7 - Estruturas dos farmacos a base de platina aprovados para o uso clinico:
carboplatina (1), oxaloplatina (2), nedaplatina (3) loboplatina (4), heptaplatina (5) e

miriplatina (6).
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Fonte: adaptado de Hanada e colaboradores (2009).

Diversos grupos de pesquisa tém se dedicado ao estudo de complexos de platina(Il) com
estruturas distintas da cisplatina, que ndo seguem os requisitos basicos aplicados aos farmacos
de segunda e terceira geracdo: os chamados complexos de platina ndo tradicionais. O
desenvolvimento desses compostos visa aumentar a eficacia do tratamento, minimizando a
possibilidade de interagdo da platina com outros nucledfilos em meio fisioldgico, e,
consequentemente, reduzir os efeitos adversos e a tolerancia ao farmaco (JOHNSTONE;
SUNTHARALINGAM; LIPPARD, 2016). Estes complexos podem apresentar conformacgao
trans e/ou estruturas polinucleares (GIBSON, 2019). Tais compostos ainda ndo foram
aprovados para uso como medicamentos, mas ja se encontram em estudos de fase clinica.
Dentre estes, destacam-se compostos polinucleares, sintetizados por Nichollas Farrel e
colaboradores, a exemplo do complexo trinuclear denominado BBR3464. Este composto
apresentou eficacia superior a cisplatina mesmo em dosagens menores para osteossarcomas

(SOUZA, 2021).
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Uma outra estratégia empregada ¢ a sintese de complexos de platina(IV), com
configuracio octaédrica d° de spin baixo, além de poderem ser mais soliveis em 4gua e estaveis
em meio acido que os complexos de platina(Il) (SOUZA, 2018; SOUZA, 2021). Tais
caracteristicas possibilitam que estes farmacos sejam administrados por via oral, e eles ja se
encontram em testes clinicos de fases I, II e III, em terapias combinadas para o tratamento de

cancer de prostata (NDAGI, MHLONGO, SOLIMAN, 2017; TANAKA et al, 2011).

Figura 8 - Novos complexos de platina em testes clinicos: BBR3464 (a), Pt5S6MSS (b), trans-
[PtCla(pyr)2] (c), etacraplatina (d) e fenantriplatina (e).
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Viarios grupos de pesquisa tém estudado o potencial antineopldsico de complexos
envolvendo outros centros metalicos, com o objetivo de superar os obstaculos encontrados para
os complexos de platina. Metais como galio, ruténio, cobre, indio, ouro, iridio, 6smio e
complexos de lantanideos (ou terras-raras) vem sendo estudados para aplicagdes médicas
(MJOS, ORVIG, 2014). Em fungdo das diferentes configuragdes eletronicas, os metais podem
se ligar a compostos bioativos, e apresentar baixa toxicidade, capacidade de vencer a resisténcia
celular e seletividade para células cancerosas, compostos metalicos com nucleo diferente da

platina tém se mostrado como promissores agentes antineopldsicos (VIVAS, 2024).

2.6 O galio como agente antineoplasico

O galio ¢ o elemento quimico de nimero atdmico 31, que pertence ao grupo 13 da tabela
periddica, de coloracao branca prateada. Foi descoberto por Pau-Emile Boisbaudran em 1875
na Franca. Os ions de galio(Ill) hidrolisam facilmente dentro de uma ampla faixa de pH,
incluindo o pH fisiologico e formam espécies mono e polinucleares de hidroxido de galio(III)
(CHITAMBAR, 2016). Como os demais elementos pertencentes ao grupo 13 (boro, aluminio,
indio, talio e nihdnio), o galio possui trés elétrons de valéncia, tendendo a formar ions com
carga 3+. Em fung¢do da alta densidade de carga e do baixo raio idnico, o galio(Ill) apresenta
nuvem eletronica pouco polarizavel, e uma razao raio/carga muito significativa, por esta razao,
¢ classificado como um 4acido duro pela teoria de Pearson. Em funcao de tais caracteristicas,
possui maior afinidade por ligantes contendo atomos doadores duros, como oxigénio e
nitrogénio (GREEN, WELCH, 1989; ROSARIO, 2021).

Os compostos de galio sdo de grande interesse na clinica médica. Eles apresentam
eficacia no tratamento de disturbios de reabsorcao Ossea, além de atividade anti-inflamatoria,
antimicrobiana e imunossupressora (CHITAMBAR, 2017; SOUZA, 2018). As propriedades
terapéuticas do galio foram descobertas em 1950, a partir dos estudos de Dudley e
colaboradores referentes ao efeito de radiogalio ("?Ga) em osteossarcomas. Observou-se que
altas concentracdes do isotopo se depositavam em areas proximas ao tumor, o que despertou o
interesse do uso do isotopo para o diagnodstico de tumores (DUDLEY, IMIRIE, 1950;
CHITAMBAR, 2012; VIVAS, 2024). Estudos posteriores envolvendo alguns radionuclideos
de galio demonstraram que o radioisétopo ®’Ga era uma ferramenta eficaz para o diagndstico
por imagem de tumores 0sseos e de outros tipos de tecido. Este iso6topo € utilizado atualmente
em exames do tipo PET-CT (tomografia por emissdo de positrons computadorizada)

(EDWARDS, C. L.; HAYES, 1970; EDWARDS CL, 1969). Outro radiois6topo de grande
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interesse em exames diagndsticos é o ®*Ga, pois apresenta eficicia como radiomarcador em
tecidos tumorais e tempo de meia-vida curto, o que possibilita que os exames de imagem sejam
realizados repetidas vezes para a obtencao de imagens mais limpas e precisas ¢ fornecam um
diagnostico mais assertivo (DUAN, IAGARU, 2022).

Em um estudo realizado na década de 1970 sobre as possiveis atividades biologicas dos
metais do grupo 13, observou-se que sais de galio, ao serem aplicados em tumores em
camundongos, acumulavam-se e provocavam apoptose (HART, ADAMSON, 1971;
ADAMSON, CANELLOS, SIEBER, 1975; BERNSTEIN, 1998;). Ao final da década, o nitrato
de galio passou por testes clinicos e foi aprovado para o tratamento de neoplasias em todo o
mundo (FOSTER et al, 1986). Desde entdo, complexos e sais de galio vém sendo estudados em
ensaios in vitro, in vivo, clinicos e pré-clinicos.

Nitrato de gélio(IIl) e cloreto de galio(IIl) (Figura 9) sdo utilizados no tratamento de
neoplasias do tipo linfomas, canceres de bexiga e osteossarcomas. Estes compostos ndo sao
mielossupressores € ndo provocam resisténcia cruzada, e sdo candidatos como agentes
terapéuticos quando outros quimioterapicos ndo forem efetivos, e em pacientes cuja contagem
sanguinea esteja baixa (BERNSTEIN, 1998; CHITAMBAR, 2017; SOUZA, 2018; VIVAS,
2024).

Figura 9 - Estruturas do nitrato de gélio(IIl) (a) e cloreto de galio(III) (B).

. \N/O \/\/
ce /\/\

(a) (b)

Fonte: adaptado de Chitambar (2018)

O gélio ¢ o segundo metal a ser introduzido no tratamento do cancer, mas as toxicidades
intrinsecas e a baixa biodisponibilidade de seus sais sdo empecilhos no tratamento a base desses
quimioterapicos. Por isso, a busca por complexos de galio(Ill) frente a seus sais tém tido
destaque em pesquisas nos ultimos anos. A grande vantagem do uso de complexos ¢ o fato de

os ligantes protegerem o ion metalico, minimizando a ocorréncia de hidrdlise.
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2.7 Mecanismo de acio e similaridade entre Ga(III) e Fe(III)

O galio(Ill) nao apresenta funcdes bioldgicas, e ndo existem dados fisioldgicos que
sugiram vias metabolicas descritas no organismo humano. Algumas de suas propriedades
fisico-quimicas, como afinidade eletronica, raio idnico, eletronegatividade, geometria de
coordenacao, relacdo carga/raio e afinidade por bases duras, sdo muito similares ao ferro(III).
Tais propriedades justificam os efeitos farmacologicos do galio(Ill) (CRUMBLISS;
BANERJEE, 2021).

Em fungdo dessas similaridades, o galio(IIl) tem a capacidade de mimetizar o ferro(III)
em sistemas biologicos, interagindo com diversas proteinas que dependem da agdo do ferro.
Em meio aquoso, o ferro é encontrado, normalmente, em dois estados de oxidacio: Fe** (d°) e
Fe*" (d°), e seu potencial redox entre esses dois estados, E° = 0,771 V, in vivo permite que o
ferro desempenhe uma gama extensa de atividades relacionadas ao metabolismo, que sdo
finamente reguladas a fim de evitar efeitos citotoxicos (SHRIVER, ATKINS, 2008; ROSARIO,
2021). Porém, como o galio(IIT) ndo € capaz de ser reduzido a um estado divalente, ao interagir
com as proteinas, ocorre a inibicao da atividade das mesmas, interferindo nas suas fungdes
biologicas (FIRMINO et al, 2019).

O transporte de galio(Ill) em meio intracelular ocorre por endocitose mediada pelo
receptor de transferrina para se ligar a um receptor especifico (TfR). A transferrina (Tr) ¢ uma
beta-globulina ndo heme, que media o transporte de ferro no plasma. A constante de ligagao
Tr-Fe ¢ mais elevada em relagado a ligagao Tr-Ga, mas apenas cerca de 25-50% da Tr esté ligada
ao ferro(Ill), o que permite que ocorra a ligacdo Ga-Tr (SOUZA, 2018; JAKUPEC, KEPPLER,
2004). As células tumorais apresentam a caracteristica de superexpressao de receptores da Tr,
pois elas possuem uma demanda maior pelo ferro para viabilizar o seu crescimento. Por esta
razao, o galio ¢ capaz de se acumular em tais células. A figura 10 ilustra o comportamento do

galio(IIT) em meio biologico (CHITAMBAR, 2012).
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Figura 10 - Captagdo e alvos intracelulares do galio, via de transporte mediado pela Tf e

mecanismos de morte celular induzidos pelo galio.
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Fonte: Chitambar (2016).

No meio intracelular, o galio também pode inibir o processo de duplicagdo do DNA a
partir da interrupcao da atividade da ribonucleotideo-redutase (RDR). O galio(IIl) substitui o
ferro(IIl) em um radical tirosila presente na subunidade R2 da RDR. Em func¢do da proliferacao
acelerada das cé€lulas tumorais, a enzima RDR encontra-se muito ativa nessas células, e por
1sso, € um alvo potencial do galio (CHITAMBAR, 2012; VIVAS, 2024). Estudos de Sun e
colaboradores, 2023, apontam que o galio ¢ capaz de atuar em diversos processos celulares,

induzindo apoptose em algumas linhagens celulares.

2.8 Compostos de galio como candidatos quimioterapicos

Os sais de gélio sdo de extrema importancia na clinica médica. Assim como o nitrato de
gélio, o cloreto de galio apresenta atividade antitumoral, mas existem limitagdes quanto ao seu
uso. Em meio fisioldgico, galio(Ill) sofre hidrdlise, e no plasma sanguineo, forma-se o ion
tetrahidroxigalato(IIl), e a concentragdo de galio nao excede 1 uM. Acredita-se que o
tetrahidroxigalato(III) seja o responsavel pela nefrotoxicidade dos sais de galio (SOUZA, 2018;
BERNSTEIN, 1998; COLLERY et al, 2002).
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Por esta razdo, diversos complexos de galio contendo ligantes quelatos tém sido
sintetizados, buscando aumentar a biodisponibilidade do galio e possibilitar a administracao
oral destes compostos. Ainda em testes de triagem clinica, alguns complexos ja se mostraram
bastante promissores: fris(3-hidroxi-2-metil-4H-piran-4-onato)galio(IIl), o maltolato de gélio,
e tris(8-hidroxiquinolinato)galio(IIl) ou KP46 (Figura 10). Existem também vérios compostos
de galio coordenados com tiossemicarbazonas, que também apresentam atividade antitumoral

(BERNSTEIN et al., 2000; SILVA, 2007; VIVAS, 2024).

Figura 11 - Estrutura do maltoato de galio (a) e KP46 (b).
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Fonte: adaptado de Bernstein e colaboradores (2000).

2.9 Antraquinonas e sua atividade biologica

As quinonas sdo uma familia de metabolitos secundarios de extrema importancia para
vegetais superiores (gimnospermas € angiospermas), liquens, algas e bactérias. A partir de
estudos farmacologicos, uma série de propriedades bioldgicas das antraquinonas ja foram
descritas, com destaque para atividade antimicrobiana e inibidora da repara¢do celular
(CORREA, 2014). Com relacio as suas estruturas moleculares, as quinonas sdo compostos
dicetonicos, caracterizados por esqueletos carbonicos com estruturas aromaticas. Elas sdo
subdivididas de acordo com o sistema aromatico: benzoquinonas — contendo um anel benzénico
(Figura 11 (a)); naftoquinonas — contendo um anel naftalénico (Figura 11(b)) e antraquinonas
— contendo um anel antracénico ou angular (Figura 11 (¢)). Em fun¢do de sua estrutura

ressonante, as antraquinonas possuem coloragao intensa, e sao utilizadas industrialmente como
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corantes naturais. A alizarina, como exemplo, (Figura 11(d)) ¢ utilizada desde a antiguidade

para a obtengdo de pigmento vermelho (DE MELO et al, 2006).

Figura 11 - Estrutura geral das benzoquinonas (a), naftoquinonas (b), antraquinonas (c) e

alizarina (d)

() (b)
© (d)

Fonte: Corréa (2014).

Uma propriedade bioldgica que desperta grande interesse € a acdo citotoxica das
antraquinonas, 0 que permite seu uso como agente antineopldsico. Acredita-se que a
citotoxicidade das antraquinonas esteja relacionada a sua planaridade, o que permite a
intercalagdo ao DNA e a inibi¢do da enzima topoisomerase (TIAN, WANG, LI, HOU, 2020).

As dihidroxiantraquinonas compreendem o grupo mais importante das antraquinonas,
por sua ampla utilizacdo na industria de corantes e como principio ativo de varios fairmacos
(CHEUK et al, 2015). 1,4-dihidroxiantraquinona ou quinizarina, ¢ uma estrutura constituinte
do esqueleto base de diversos farmacos antineoplésicos, tais como doxorrubicina,
daunorrubicina e adriamicina (CORREA, 2014).

Apesar de possuirem diversos efeitos biologicos, as antraquinonas sao compostos
cardiotdxicos, nefrotoxicos e hepatotdxicos, o que limita seu uso como agentes antineoplasicos.
Estudos em andamento tem buscado minimizar os efeitos toxicos em humanos (ZHAO,

ZHENG, 2023).
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A estratégia de coordenar antraquinonas a compostos metalicos que também apresentem
acao antitumoral busca a formag¢ao de compostos com elevado efeito citotdxico frente as células
cancerosas, buscando melhorar o tratamento de pacientes oncologicos. Tendo em vista tais
pontos, este trabalho foi desenvolvido buscando aliar as propriedades antineoplédsicas de uma
antraquinona: o acido 3,4-dihidroxi-9,10-diox0-9,10-dihidroantraceno-2-sulfonico (NaHL1)

com o cation metalico galio(Ill), a fim de formar um composto com maior biodisponibilidade

e elevado efeito terapéutico.

3 MATERIAIS

3.1. Reagentes e solventes

Todos os solventes e reagentes empregados neste trabalho sdo de grau analitico e ndo

foram submetidos a nenhum procedimento de purificacdo prévia. Em todas as sinteses utilizou-

se agua deionizada. Detalhes sobre a marca e o lote de cada reagente e solvente utilizados estao

disponiveis na Tabela 1.

Tabela 1 - Alguns dados fisico-quimicos de reagentes e solventes utilizados

Reagentes / Solventes

Formula Quimica

Marca / Lote

, CH3;COOH Sciavicco /

Acido Acético
MM = 60,05 g mol! (31834A)1608010

. CH3;CH,OH

Alcool Etilico (Etanol) Sciavicco / 1408074
MM = 46,07 g mol!
C14sH7NaO7S

Alizarina Sodica (NaHzL ) Vetec / 0506781
MM = 342,26 g mol!
CaCl..2H.O

Cloreto de calcio dihidratado

MM = 147,01 g mol’!

Vetec / 1204022

Cloreto de potassio

KCl
MM = 74,55 g mol!

Sicalab/ S. D.

Cloreto de magnésio

MgCl.6H,0
MM = 203,30 g mol!

Synth / 215756

Cloreto de sodio

NaCl
MM = 58,44 g mol™!

Vetec / 0503990
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CHCI;

Cloroférmio Synth / S.D.
MM = 119,38 g mol!

DNA de timo de bezerro - Sigma / SLBW1517
CH;0H )

Metanol Fmaia / BQ82309
MM = 32,04 g mol™!

Nitrato de galio(III) Ga(NO3)3.xH0 Sigma - Aldrich /

hidratado MM = 255,74 g mol’! MKCP6401

. . . . C10H8N2
2,2’-bipiridina Vetec / DCBD2031V

MM = 156,18 g mol’!

Dimetilsulfoxido

(CH3)2S0
MM = 78,13 g mol-1

Neon / CAS N° 67-68-5

N,N-dimetilformamida

HCON(CHs3):
MM = 73,09 g mol-1

Neon / CAS N° 68-12-2

4 PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

4.2 Sintese do Complexo 1

Para a sintese do complexo 1, uma solugdo de bpy (0,094 g, 0,6 mmol, dissolvidos em

5 mL de EtOH) foi adicionada lentamente e sob agitacdo a uma solugdo de Ga(NOs3)3.xH>O

(0,155 g, 0,6 mmol, dissolvidos em 5,0 mL de EtOH). A mistura foi mantida sob agitacdo e

refluxo por 2 horas, seguida da adi¢do lenta e sob agitagdo de uma solugdo de alizarina sodica,

NaH.L; (0,1371 g, 0,4 mmol, dissolvidos em 10 mL de dgua destilada e acidificada com cerca

de 1 mmol de acido acético glacial). A mistura foi mantida sob refluxo e agitacao por mais 2

horas. O sistema foi armazenado sob refrigeracdo por 7 dias e, em seguida, filtrado. O precitado

obtido vermelho carmim foi lavado com dgua destilada e EtOH gelado, submetido a secagem

em temperatura ambiente e armazenado em dessecador.

Rendimento: 42,86 %
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Figura 12 - Representacdo para a sintese do complexo 1, [Ga2(OH)4(bpy)2(HL1)]. H2O
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Fonte: Autoria propria.

5 INSTRUMENTOS E METODOS
5.1 Espectroscopia vibracional na regido do infravermelho

Os espectros de absor¢do na regido do infravermelho para o complexo e seus ligantes
foram registrados em um equipamento Shimadzu, modelo 6 IRPrestige 21, localizado no
Campus Gameleira do CEFET-MG. O método utilizado foi de reflectincia total atenuada
(ATR) abrangendo a faixa de 4000 a 400 cm.

5.2 Espectroscopia de absor¢ao atomica

A porcentagem de galio no complexo foi determinada com auxilio do espectrofotometro

de absor¢do atomica Hitachi — modelo Z8200 do Departamento de Quimica da UFMG.
5.2 Espectrofotometria na regiao do ultravioleta e visivel

Os espectros eletronicos foram registrados em um espectrofotometro duplo feixe

Shimadzu UV-26001 no Campus Gameleira do CEFET - MG. As analises foram realizadas em
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cubetas de quartzo com 1,0 centimetro de caminho 6ptico. Os complexos foram dissolvidos em

uma mistura de solventes contendo DMSO:H>0O, na proporg¢ao 1:1.
5.3 Analises condutimétricas

A condutividade do complexo 1 foi determinada utilizando um condutivimetro portatil
da marca SCHOTT, modelo Handylab LF1. Foi preparada uma solu¢cdo do complexo na
concentragdo de 1 x 107 mol L' em DMF (A = 1,42 uS/cm). A analise foi realizada apos a
calibragdo do equipamento com uma solucao padrdo de cloreto de potassio (A = 1024 uS/cm)

a temperatura de 25 °C.

5.5 Determinacido da constante de afinidade DNA-complexo

A interagdo de 1 com DNA de timo de bezerro (cz—DNA) foi investigada por
espectroscopia de absor¢do na regido do UV—Vis. A solugdo, em DMSO, do complexo foi
ressuspendida em tampao HEPES isotonico ((HEPES] =20 mmol L'!; [NaCl] = 132 mmol L™!);
[KCI] = 3,5 mmol L!; [CaClz] = 1,0 mmol L!; [MgCl>] = 0,5 mmol L'!; pH 7,2). A solugio de
ct—DNA, também preparada em tampao HEPES isotonico, teve sua concentracdo em DNA por
nucleotideos determinada com base no espectro UV—Vis utilizando a Lei de Lambert—Beer em
A =260 nm (¢ =6600 L mol ' cm™). A solugio de 1 foram adicionadas concentragdes crescentes
de ct—DNA e os espectros registrados. A Tabela 2 apresenta a concentragado inicial de complexo
e a maior razao molar [c-—DNA]:[1] alcangada. A faixa de concentragdes de DNA utilizada
sera detalhada na discussao dos resultados. A absorbancia do DNA foi subtraida pela adi¢ao de
quantidades iguais de ct-—DNA na solu¢do do complexo e na solucdo referéncia.

Tabela 2 - Concentracdo da solucao usada para o complexo 1, na interacdo com o DNA, e a
maior razao molar [cz-DNA]:[1] atingida

Complexo Concentragao do Razao maxima entre
complexo [ct-DNA]:[1]
[Ga2(OH)4(bpy)2(L1)]. H20 4,0 x 10" 3:5

5.6 Ensaio de viabilidade celular

Os ensaios de citotoxicidade, método MTT, foram realizados no Laboratério de

Biologia Celular, grupo de pesquisa da professora Luciana Maria Silva, auxiliados pela discente
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Lorrayne Guimardes Martins, na Fundag¢do Ezequiel Dias (FUNED). Em uma placa de 96
pogos, a ressuspensdo celular contendo a linhagem Hs 578 T (carcinoma mamario triplo
negativo) foi semeada na concentragio de 1x10* células por poco em meio enriquecido com
CSC (células-tronco do cancer).

As solugdes estoques foram preparados a partir da diluicdo de solugdes concentradas
dos complexos (1 x 102 mol L") em DMSO. As solugdes concentradas foram diluidas em dgua
de modo que a concentragio de DMSO nao ultrapassasse 1%, obtendo-se novas solugdes
estoque na concentragdo 1 x 10 mol L. Testes controle de solvente foram realizados a partir
da incubagdo das células com solucao de 1% de DMSO, e verificou-se que o crescimento ¢ a
viabilidade celular ndo foram afetados. Testes controle de morte foram realizados a partir da
incubacdo das células com solugdo de 3% de perdxido de hidrogénio. Testes controle de vida
foram realizados. As placas foram incubadas em estufa, a 37 °C com 5% de CO., por 72 horas.
As placas foram observadas ao microscopio para demonstrar a formagdo de cristais de
formazan. Apds a aspiragdo do meio de cultura contendo MTT, foram adicionados 50 pL de
DMSO. As absorbancias foram medidas a 550 nm usando um espectrofotdmetro Reader
Synergy H1 Hybrid Reader (Biotek). Os calculos foram realizados em planilha construida no

software Excel.
6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Espectroscopia Vibracional na Regido do Infravermelho

O complexo e seus ligantes foram avaliados por espectroscopia vibracional na regido do
infravermelho, a fim de identificar os sitios de coordenacdo. Os espectros obtidos para os
ligantes livres: NaHoL1 e bpy e para o complexo sdo mostrados nas figuras 13, 14 e 15,
respectivamente. A Tabela 3 apresenta as atribuicdes de algumas frequéncias, em cm™!, das
bandas caracteristicas dos grupos funcionais dos compostos. As atribuigdes foram feitas
baseando-se nos trabalhos de Vivas (2024), Alves (2025), Souza (2018), Justino e
colaboradores (2023).

A banda em 1635 cm™! observada no espectro de NaH,L1 foi atribuida aos estiramentos
axiais da ligagdo 9C=0, e a banda em 1654 cm’!, atribuido ao estiramento da ligagio 10C=0.
A formacdo de uma ligagdo de hidrogénio intramolecular entre o grupo 9C=0 e a primeira
hidroxila, 1-OH, bem como o ambiente ligante, justificam o aparecimento de duas bandas. O
estiramento assimétrico do grupo —SOs pode ser observado em 1165 cm™!, e o estiramento

simétrico, em 1066 cm™ (JUSTINO et al, 2023). No espectro da bpy, a banda em 1450 cm™,
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apesar de conter estiramentos C-C dos sistemas aromadticos, apresenta contribuicdo mais
significativa do estiramento C=N. A bpy exibe também uma banda em 3062 cm!, decorrente
do estiramento C-H (SOUZA, 2018).

No espectro do complexo 1, observa-se 2 bandas caracteristicas do estiramento C=0,
em 1643 cm™ e 1518 cm™'. A banda em 1643 cm™' foi atribuida a vibracdo da carbonila livre, e
a banda em 1518 cm™, a carbonila coordenada. O deslocamento para menor frequéncia
observada para a carbonila coordenada ocorre em funcdo da ligagdo estabelecida com o ion
metalico, que enfraquece a ligacio C=0. A coordenagdo ao grupo —SO; foi atribuida ao
deslocamento das bandas referentes aos estiramentos simétrico e assimétrico S=0,
respectivamente: 1165 cm™ para 1154, e 1066 cm™ para 1018 cm™. A presenca de grupos
hidroxido e de H>O de hidratagdo podem ser evidenciados pela banda alargada centrada em
3350 cm™! atribuida ao estiramento H-O. J4 as bandas em torno de 3100 cm™ foram atribuidas

ao estiramento C—H presentes nos anéis aromaticos, seja da quinona, seja da bpy.

Tabela 3 - Atribuicio de frequéncias (cm™) na regido do infravermelho (4000—400 cm™) dos
ligantes NaH,L1, bpy e do complexo 1 ([Ga2(OH)4(bpy)2(HL1)]. H20).

Frequéncia dos estiramentos em cm!
Composto
v (OH) v (C=0) v (C=N) v (SO3) v (C-H)
1654 1165
NaH>L;
- 1635 - 1066
bpy - - 1450 - 3052
1643 1154
1 3350 1446 3100
1518 1018




28

Figura 13 - Espectro vibracional na regido do infravermelho (4000 a 400 cm™") de NaH,L1
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Figura 14- Espectro vibracional na regido do infravermelho (4000 a 400 cm™) da bpy
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Figura 15 - Espectro vibracional na regido do infravermelho (4000 a 400 cm™) de 1
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Fonte: autoria propria.

6.2 Espectroscopia Eletronica na Regido do Ultravioleta-Visivel

A fim de investigar o comportamento de 1 em solucdo, foram registrados os espectros
de absorcdo na regido do UV-vis dos ligantes livres e do complexo. As amostras foram
preparadas nas concentragdes 1 x 10# mol L™ e 1 x 10°mol L' e analisadas em varreduras na

faixa de 200-800 nm. Os resultados obtidos sdo apresentados na Figura 16.
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Figura 16 - Espectros eletronicos em solu¢ao de HO:DMSO (1:1) de 1 e NaH>L1 e bpy, nas
concentracdes 1 x 10 mol L! (esquerda) e 1 x 10 mol L™! (direita).
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Fonte: autoria propria.

Ligantes nitrogenados como a bpy exibem bandas muito intensas em torno de 270 nm,
que podem ser atribuidas a transi¢des do tipo 1 — n* (BRATERMAN; SONG; PEACOCK,
1992; SILVA et al., 2011). Tais transi¢cdes destacam-se por seus altos coeficientes de

absortividade molar, uma vez que as regras de sele¢do de Laporte e de spin sdo obedecidas.

Observa-se, para a antraquinona livre, uma banda em torno de 426 nm, associada a
transicdes m — m*, uma banda em torno de 329 nm associada a transi¢cdes do tipo n — w*, e
uma banda intensa em torno de 260 nm associada a transi¢des do tipo n — o*. Tais bandas,
considerando o efeito solvatocromico que ocorre em DMSO, sdo relatadas também por Rakovic¢
e colaboradores (2014). As bandas observadas nas antraquinonas sdo bastante sensiveis,
podendo sofrer deslocamentos batocrdmicos ou hipocromicos, associados tanto a
desprotonacao dos grupos fendlicos quanto a coordenacdo a ions metéalicos (PEREIRA et al,

1993).

A andlise da Figura 16, revela uma banda de absor¢ao de 1 em 485 nm, evidenciando
um deslocamento batocromico em relagdo a antraquinona livre. Esse deslocamento corrobora
com a desprotonacao do ligante e sua coordenagdo ao centro metélico. A banda em 260 nm foi

atribuida a transferéncia de carga do ligante para o centro metalico. Em relagdo a bpy, observa-
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se, no complexo, o efeito hipercromico em relacdo ao ligante livre. Este efeito pode ser
interpretado como um aumento do coeficiente de absortividade molar (g), relacionado a uma
maior deslocalizacao de elétrons em 1 em relagdo ao ligante livre (WAKSMAN et al, 2016;
SANTOS et al, 2021). A hipercromia observada ¢ um indicio da complexacao da bpy ao centro
metalico. O comprimento de onda maximo associado as transi¢des eletronicas nos ligantes
livres e em 1, bem como os coeficientes de absortividade molar para cada uma das transigdes
sao mostrados na tabela 4.
Tabela 4 - Comprimentos de onda méximo e coeficientes de absortividades molares

associados as bandas de maior intensidade, na regido do UV—Vis (200—800 nm) dos
ligantes, NaH2L1, bpy, e do complexo.

Composto A mivimo ‘

(nm) (L mol! cm™)

230 5,84x10°

by 280 7,94x10°

260 1,62x10*

NaHxL 334 2,59x10°

426 2,47x10°

220 5,60x10°

260 1,08x10*

! 311 2,74x10°

485 2,06x10°

6.3 Analise condutimétrica e absor¢ao atomica

A Tabela 5 apresenta os resultados encontrados para as medidas condutimétricas e teor
de galio do complexo 1. O valor obtido para a analise condutimétrica evidenciam que este
complexo ¢ um nao eletrdlito (GEARY, 1971). Além disso, o teor de galio obtido apresenta

desvio inferior a 1%, corroborando com a estrutura proposta.



32

Tabela 5 - Dados calculados/experimentais obtidos para a andlise por absor¢do atdmica e
condutimétrica de 1.

Complexo % Ga Exp. A/ uScm’!
(%Ga Calc.)
[Ga2(OH)4(bpy)2(HL1)]. H2O 16,58 24.9
MM = 856,12 gmol! 16,29

6.4 Determinacido da constante de afinidade DNA-complexo

Investigou-se a interacdo de 1 com o c¢z-DNA por espectroscopia de absor¢do na regido

do UV—Vis, uma vez que o DNA ¢ considerado o alvo intracelular primario dos antitumorais.

O espectro de absor¢do na regido do UV—Vis da solucdo do complexo, na auséncia e
presenca de concentragdes crescentes de ct——DNA, ¢ apresentado na Figura 17. A Tabela 6

apresenta a concentragao inicial de 1 e a faixa de concentragdo cz——DNA usada no experimento.

A adi¢do crescente de ct—DNA provocou um efeito hipocromico (A = 489 nm),
indicando que houve a formagdo de complexos ternarios com o DNA. A forca de ligagao
estabelecida entre 1 ¢ o DNA foi avaliada a partir do calculo da constante de ligagao,

determinada conforme a equagao:

[DNA] _ [DNA] | 1

€a—€f ¢ep—&f K(ep—gf)

Onde:

[DNA] = concentrag¢io, em mol L™, de DNA por nucleotideo;
€, = razao entre a absorbancia e concentracao do complexo;
&r= coeficiente de absortividade molar do complexo livre;

€p = € o coeficiente de absortividade molar do complexo em sua forma totalmente ligada.

O valor da constante K pode ser obtido a partir da razao inclinacao / intercepto, obtidos

pelo grafico de [DNA] / (ea— &f) versus [DNA].

O valor da constante de ligagio 1-DNA foi de 1,7 x 10* Sdo descritos na literatura

valores de constante de afinidade [complexos de gélio][DNA] dessa ordem de grandeza
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(BECKFORD et al, 2016; SOUZA, 2018). Um complexo de galio(IlT) descrito por Alves
(2025), contendo a alizarina sddica e fenantrolina como ligantes, teve constante de afinidade
[complexo][DNA] igual a 1,61 x 10° Estudos realizados por Segura (2014) demonstraram que,
complexos com estrutura similar, que contém bipiridina ou fenantrolina na esfera de
coordenagdo, respectivamente, apresentam atividades bioldgicas distintas, sendo que os
complexos contendo fenantrolina costumam apresentar maiores valores de constantes de

afinidade, quando comparados aqueles que contém bipiridina na esfera de coordenacao.

Tabela 6 - Concentracao da solucao inicial do complexo, faixa de concentracao de DNA e
valor da constante de afinidade complexo—DNA usados no estudo da interagdo de 1 com o
ct—DNA por espectroscopia de absor¢ao na regido do UV—Vis

Faixa de Valores das
Concentragdo do concentragdo do Constantes de
Complexo complexo /mol L' | ct—-DNA /mol L™! ligacdo

complexo—DNA
[Ga2(OH)4(bpy)2(HL1)]. H20 4 %10 0-6,1x107 1,7 x 10*
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Figura 17 - Espectro de absor¢io na regido do UV—Vis da solu¢do 4,0 x 10*mol L' de 1 e
concentracdes de DNA variando de 0 a 6,1 x 10~ mol L! em tampao HEPES isotonico —
Requadro: [DNA] / (ea — &f) versus [DNA].
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Fonte: autoria propria.

6.5 Ensaio de viabilidade celular

Estudou-se o efeito do complexo 1 na viabilidade celular. Esse estudo foi realizado pelo
método MTT, que baseia-se na capacidade de células viaveis reduzirem o sal de tetrazolio MTT
(3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio brometo) a um produto insolivel de coloragdo
roxa, o formazan, através da acdo de enzimas mitocondriais, em especial a enzima succinato
desidrogenase (FOTAKIS, TIMBRELL, 2006). O estudo foi realizado utilizando esferoides
tumorais da linhagem Hs 578-T. A utilizagdo de esferoides neste ensaio permite uma avaliagdo
funcional mais préxima de tumores reais in vivo (BROCHADO et al., 2023). Apenas uma

replicata bioldgica foi utilizada e outras duas replicatas de células-modelo.

Foram construidas curvas para avaliar o comportamento de 1 na linhagem Hs 578-T.

Em cada concentracdo, verificou-se um efeito distinto. Inicialmente, o comportamento foi
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avaliado variando a concentragdo de 7,81-250,00 pg mL!. Os dados oriundos desta analise

estdo compilados na Tabela 7.

Tabela 7 — Dados referentes aos resultados obtidos no ensaio MTT, variando a concentragao

de 1 entre 7,81-250,00 pg mL.

Complexo 1 C.V. C.M. C.S.
Amostra /
Controles .
Controle | Substancia | Solvente
7,81 | 1563 | 31,25 | 62,50 | 125,00 | 250,00 | T L (conc) | (cone)
0,39 033 | 0,17 | 0,15 | 0,17 | 0,19 0,23 0,08 0,25
Abssso
(replicatas) | _0.36 024 | 0,22 | 0,17 | 0,18 | 0,19 0,28 0,10 0,26
0,30 023 | 0,19 | 0,18 | 020 | 0,18 0,26 0,07 0,24
Abssso 035 | 027 | 020 | 0,17 | 018 | 0,19 0,26 0,08 0,25
meédia
SD 0,05 0,06 | 0,02 | 0,02 | 002 | 001 0,02 0,01 0,01
% 153,12 | 129,74 | 67,40 | 58,44 | 6545 | 72,86 | 100,00 32,34 97,01
Sobrevida | 139,48 | 93,12 | 86,10 | 64,68 | 69,35 | 75,19 | 100,00 37,40 100,13
(replicatas) | 11571 | 91,17 | 75,58 | 70,13 | 78,70 | 68,96 | 100,00 2727 94,29
%
Sobrevida | 136,10 | 104,68 | 76,36 | 64,42 | 71,17 | 72,34 | 100,00 32,34 97,14
média

Estes dados foram tratados no programa Dr Fit, a fim de calcular a ICso. Nessa faixa de

concentragdo, o complexo 1 ndo apresentou um valor de ICso. No entanto, observa-se uma boa

curva dose-resposta (Figura 18), e um comportamento homogéneo entre as replicatas. Além

disso, a analise grafica permite observar que a viabilidade celular foi afetada, mesmo em baixas

doses do composto, provocando morte celular de cerca de 36 % das células. E valido ressaltar

que o contato célula-célula mais intenso favorece a formacdo de um microambiente protetor,

por estarem aderidas umas as outras ou a matriz extracelular. Este microambiente protege as

células internas da indugdo de apoptose, dificultando a acdao de agentes citotoxicos (Nunes et

al., 2019).
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Figura 18 - Inibi¢do do crescimento celular em fungdo da concentracao de 1 intracelular, apos
incubagao das células Hs 578-T por 72 horas.
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Fonte: autoria propria (Dr Fif)

Um estudo variando a concentragio de 31,5-1000 pg mL™! também foi realizado. Os
dados referentes a este ensaio estdo compilados na Tabela 8. Nessa faixa, também nao foi
possivel calcular a ICso de 1. No entanto, também se observa uma boa curva de dose-resposta
nessa faixa de concentracdo (Figura 19). Algo interessante a ser notado ¢ que menores
concentragdes de 1 induzem valores maiores de morte celular, dando indicios de que outros
mecanismos devem ser estudados para avaliar diferentes mecanismos de acao do complexo,

como ensaios de migracdo e capacidade de inibicdo no crescimento (BARROS, 2024).
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Tabela 8 - Dados referentes aos resultados obtidos no ensaio MTT, variando a concentracao
de 1 entre 31,25-1000 pg mL™".

Complexo 1 (ng/mL) C.V. C.M. C.S.
Amostra /
Controle | Substancia | Solvente
Controles | 3, 55| 62,5 | 125 | 250 | 500 | 1000
de vida | CM (conc) (conc)
0,24 | 0,26 | 0,20 | 0,20 | 0,19 | 0,20 0,23 0,08 0,25
Abssso
0,24 | 0,23 | 0,20 | 0,23 | 0,17 | 0,16 0,28 0,10 0,26
(replicatas)
0,30 | 0,25 | 0,23 | 0,20 | 0,22 | 0,25 0,26 0,07 0,24
Abssso média | 0,25 0,25 10,21 | 0,21 | 0,19 | 0,20 0,26 0,08 0,25
SD 0,04 | 0,02 | 0,020,021 0,02 0,04 0,02 0,01 0,01
91,95 {101,69|79,09|79,09|75,19|77,92| 100,00 32,34 97,01
% Sobrevida
85,32 | 89,61 |77,14(89,22167,40163,90| 100,00 37,40 100,13
(replicatas)
115,71 98,18 90,00 |76,75(83,77|96,62| 100,00 27,27 94,29
% Sobrevida
cdi 97,66 | 96,49 |82,08|81,69|75,45|79,48| 100,00 32,34 97,14
média

Figura 19 - Inibi¢do do crescimento celular em fun¢ao da concentracdo de 1 intracelular, apos
incubagao das células Hs 578-T por 72 horas.

Resposta

120}

110

100¢

90

80}
70}

60

T

10

Fonte: autoria propria

100

Hg/mL

1000



38

Avaliou-se a atividade de 1 em concentra¢des acima de 1000 pg mL™' numa faixa de
37,5-1200 pg mL!. Nessas condi¢des, o valor de Clso para o complexo foi de 104 pg mL™!
(0,1214 uM). Nessa mesma linhagem, na conformagao de esferoides, Sandhu e colaboradores
(2012) relatam que a ICso para a doxorrubicina varia entre 0,2-2 uM. O resultado obtido ¢
bastante promissor, a0 se comparar com a substancia referéncia na literatura. No entanto, a
curva dose-resposta do experimento na faixa estudada (Figura 20) requer a realiza¢do de uma

nova replicata de forma a melhorar a exatidao e precisao dos testes.

Tabela 9 - Dados referentes aos resultados obtidos no ensaio MTT, variando a concentragao
de 1 entre 37,5-1200 pg mL™".

Complexo 1 (ng/mL) C.V. C.M. C.S.
Amostra /
Controles .
37,50 | 75,00 150,00 300,00 | 600,00 | 1200,00 | COMtrole | Substancia | Solvente
de vida | CM (conc) (conc)
008 |012] 0,14 | 018 | 0,16 | 0,10 0.23 0,08 0.25
Abssso 0,15 |013] 0,12 | 0,13 | 0,10 | 0,10 0,28 0,10 0.26
(replicatas)
014 | 014 0,10 | 0,14 | 0,13 | 0,09 0,26 0,07 0,24
Abssso 016 |0,13| 0,12 | 0,15 | 0,13 | 0,10 0,26 0,08 0.25
meédia
SD 0,04 |0,01] 002 | 003 | 0,03 | 0,01 0,02 0,01 0,01
31,95 [47.53| 54,16 | 69,35 | 60,78 | 37,40 | 100,00 32,34 97,01
%
Sobre"vida 58.83 |50,65| 46,36 | 51,43 | 38,96 | 40,52 | 100,00 37,40 100,13
(replicatas) | 55 2y 15494 38.96 | 52,99 | 50.26 | 3351 | 100,00 2727 94,29
%
Sobrevida | 48,70 [51.04| 46,49 | 57,92 | 50,00 | 37.14 | 100,00 32,34 97,143
média
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Figura 20 - Curva resposta do ensaio para o complexo 1
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Fonte: Software Dr Fit (Source Forge).

O cancer de mama triplo negativo apresenta progndstico bastante desfavoravel:
mulheres com esse progndstico e sem comprometimento linfonodal apresentam sobrevida, num
periodo de 10 anos, de 61,6%, frente a 70,1% observados em outros subtipos de cancer de mama
(FAYER, GUERRA, CINTRA, 2016). A agressividade do cancer de mama triplo-negativo
torna o tratamento mais complexo, e até entdo, ndo existe um tratamento especifico para este
subtipo, pois tumores dessa classe ndo expressam os receptores de estrogénio e progesterona
(RE e RP). Isso impossibilita o uso de terapias-alvo, que € o protocolo em outros subtipos de
cancer de mama (XIONG, WU, YU, 2024). Os problemas descritos tém estimulados grupos de
pesquisa a investigarem compostos que apresentem mecanismos capazes de dissociar esse tipo

de tumor.

Em todas as concentragdes avaliadas, o complexo 1 promoveu a dissociacdo dos
esferoides apds 72 horas de incubagdo. Estudos mais especificos (como a microscopia confocal)
precisam ser realizados para confirmar o mecanismo exato de 1. Contudo, ¢ valido ressaltar que
uma droga capaz de dissociar esferoides da linhagem tumoral Hs 578-T € promissora, pois esse

efeito ¢ um indicio de que o composto atua interferindo na arquitetura tridimensional tumoral.
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Edmondson (2014) e Nunes (2019) relatam que esferoides dessa linha representam um modelo
agressivo e mesenquimal, com uma forte adesdo entre as células e elevada expressao de genes
relacionados a resisténcia a drogas e evasao da apoptose. Ao induzir a dissociacao das células
do esferoide, o composto interrompe o processo de sinalizagao mediada por proteinas, como as
integrinas, impedindo assim a ativag@o de vias pro-sobrevivéncia, o que reduz a resisténcia a
farmacos (DAMIANO et al, 1999). Além disso, o processo de fragmentacdo dos esferoides
aumenta a area superficial de penetracdo de outros quimioterapicos, o que torna 1 promissor e
passivel de ser avaliado em novos modelos como um composto com potencial adjuvante em

terapias combinadas.

7 CONSIDERACOES FINAIS

Neste trabalho, um complexo terndrio de galio binuclear inédito contendo uma
antraquinona (alizarina sodica, NaH:Li) e um ligante N,N-doador (bipiridina, bpy) foi
sintetizado e caracterizado por espectroscopia de absor¢do atdmica, FTIR, condutimetria e
espectroscopia de absor¢do na regido do UV-Vis, sendo a estrutura proposta representada por
[Gax(OH)4(bpy)2(HL1)]. H20. Os deslocamentos observados no espectro de absor¢do na regiao
do IV para as bandas do complexo em relagdo aos ligantes livres possibilitaram propor o sitio
de coordenagdo do ligante ao centro metalico. Na estrutura proposta os grupos carbonila e
hidroxila vizinhas da antraquinona se coordenam a um galio(IIl), enquanto os oxigénios do
grupo sulfonico se coordenam a outro atomo de galio(Ill), de forma a obter um complexo
dinuclear. Dois outros sitios de coordenac¢do de cada um dos atomos de galio sao ocupados pela
bpy. A esfera de coordenagao do ion gélio se completa com os grupos hidroxidos. Essa proposta
corrobora com as medidas condutimétricas que evidenciaram tratar de um complexo neutro. Os
deslocamentos batocromicos observados no espectro de absor¢do na regido do UV-Vis do

complexo em relagdo ao ligante livre evidenciaram a presenga de 1 em solucdo.

A interagdo entre o complexo e DNA de timo de bezerro foi estudada por titulagdo
espectrofotometria de absor¢do na regido do UV-Vis e a atividade do complexo frente a
linhagem celular Hs 578-T foi verificada. A constante de intera¢io encontrada (K = 1,7 x 10%)
e os dados oriundos da atividade do complexo na linhagem cancerosa (Clsp = 104 ug mL™! ou
0,1214 puM) mostraram resultados promissores, quando comparados com outros estudos

reportados na literatura.
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8 PERSPECTIVAS FUTURAS

Este trabalho tem como perspectivas futuras ampliar a caracterizagdo do complexo 1, a
partir das técnicas de determinacao do teor de CHN, ressonancia magnética nuclear, analise
termogravimétrica e espectrometria de massas. Além disso, novos sistemas de cristalizagdo vém

sendo estudados, de modo a obter monocristais de 1 e caracteriza-los por difracao de raios X.

Em funcao dos dados promissores obtidos nos estudos de citotoxicidade, a microscopia
confocal (para a visualizagdo da organela celular onde 1 atua) e ensaios de migragdo estdo em
andamento, a fim de verificar possiveis mecanismos de agdo de 1 frente a linhagem Hs 578-T.
O complexo também sera avaliado em outras linhagens, para verificar a citotoxicidade frente a

outras células tumorais.

Adicionalmente, um novo complexo inédito de galio(IIl) contendo alizarina e bipiridina
em sua estrutura também foi sintetizado, parcialmente caracterizado e avaliado frente a

linhagem Hs 578-T. Estudos para completar sua caracterizagdo encontram-se em andamento.
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