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Resumo

O céancer é um processo multifasico que se desenvolve ao longo do tempo. Esta
doenca surge como uma consequéncia da desregulacdo do ciclo celular, resultando
numa perda progressiva da diferenciagdo celular e num crescimento celular
descontrolado. A origem deste fenbmeno € multifatorial, compreendendo varios
fatores, entre os quais, ambientais (produtos quimicos, exposi¢cdo a radiacdo UV,
radiacdo ionizante ou a luz solar), modo de vida (alimentacdo, consumo de bebidas
alcodlicas, uso de drogas ou de tabaco), assim como fatores genéticos e hereditarios.
As células cancerigenas divergem das células normais em varias caracteristicas,
como perda de diferenciacdo, aumento da capacidade de invasédo e diminuicdo da
sensibilidade a drogas. Além disso, podem ocorrer diferentes alteracdes
cromossOmicas, como a perda ou ganho de cromossomas, mudancas na ploidia ou
aberracdes estruturais. A grande maioria dos agentes anti-cancerigenos atua inibindo
as mitoses, interferindo com o metabolismo dos &cidos nucleicos ou promovendo
distarbios especificos nos processos bioquimicos, como a inibicdo de reacdes
enzimaticas chaves. O interesse em quimica de coordenacdo esta aumentando
continuamente com a preparacao de ligantes organicos contendo grupos doadores de
elétrons e ainda maior quando o ligante tem importancia biolégica. Benzazois
substituidos na posi¢do dois e seus derivados fazem parte da classe de compostos
bioldgicos ativos, possuindo um amplo espectro de atividades. Os nucleos benzazois
2-substituidos estdo associados com diversas atividades farmacoldgicas, tal como
antifingicas, antibacteriana, anticancer, antiviral, anti-inflamatéria. Complexos
metalicos destes ligantes tém sido alvo de varios estudos. Assim, este estudo visa a
sintese de novos complexos com ligantes benzazolicos, de forma a expandir a gama
de compostos com estas caracteristicas, e realizar experimentos de citotoxicidade em
diferentes linhas de células tumorais. As células foram incubadas com os compostos
em diferentes concentragfes, onde os trés complexos com 0s metais cobalto e zinco
obtidos apresentaram resultados propicios para a¢ao sobre tais células.
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Introducéo

Compostos 2-(2’-hidroxifenil)benzazoéis sdo moléculas fluorescentes (Figura 1)
que exibem grande deslocamento de Stokes e elevada estabilidade térmica e
fotofisica, devido ao mecanismo de transferéncia proténica intramolecular no estado
excitado (TPIEE). Estes compostos tém sido estudados como corantes laser (CAMPO
et al., 2000), como estabilizadores de polimeros da luz UV (RODEMBUSCH et al.,
2005), como novos materiais organicos (RODEMBUSCH et al., 2005) e, além disso,
tém sido incorporados em materiais poliméricos orgéanicos e inorganicos (COSTA et
al., 2001).
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Figura 1 - Compostos 2-(2’-hidroxifenil)benzazoéis

O mecanismo de TPIEE de 2-(2'-hidroxilfenil)benzoxazéis (HBO) foi estudado
em condicdes fisioldgicas utilizando absorcado e espectroscopia de emissao de estado
estacionario e inibicdo da TPIEE via coordenacdo de metal, mostrando uma
significativa mudanca de comprimento de onda. Tem sido proposto que HBO
apresentam mimetizacdo estrutural par base DNA na qual tautomerismo pode ser
iniciado em um tempo definido e posicionado com dupla DNA. A espécie HBO esta
também presente em um numero de ions metalicos quelatos sintéticos: um produto
natural bis(benzoxazol) (UK-1) também possuindo este grupo foi avaliado por
apresentar atividade anticancer e estudos ligando a um ion metalico indicam que UK-

1 é capaz de se ligar a uma variedade de ions metélicos biologicamente importantes.

As numerosas aplicacoes de HBO permitem compreender a sintese de
compostos da familia dos benzazois diferentemente substituidos e o estudo do efeito
do ion metal ligante, como também a avaliacdo da atividade vitroantitumoral dos
complexos metélicos. Embora a afinidade de ligagdo a ions metalicos, por si sé nao
prediz citotoxicidade dentro da série de 2-(2'-hidroxifenil)benzoxazois, a capacidade
destes compostos para se ligarem ao DNA na presenca de ions metalicos esta

correlacionada com a citotoxicidade. Com base nas considerac¢des sobre esta familia



de compostos, uma nova série de compostos que exploram a influéncia sobre a
ligacdo de ions metalicos e citotoxicidade de diferentes derivados, mantendo o nucleo

benzoxazol e 2-(2'-hidroxifenil) substituinte foram preparados.

O presente trabalho centra-se no estudo do efeito de diferentes ligantes
benzazdis sobre a atividade contra linhas de células cancerosas, bem como
correlacionar a ligacdo do metal com a citotoxicidade dos compostos benzazol,
estudando a afinidade dos analogos benzazéis por varios ions metélicos divalentes,
como Zn?*, Co?*, Cu?*, Cd?*, Mg?* e Ca?".

Material e Métodos

Os procedimentos de sintese e caracterizagcdo foram conduzidos no
Laboratorio 505 da Central de Laboratérios (Prédio 19) e no Centro de Pesquisa em
Produto e Desenvolvimento (CEPPED), ambos na Universidade Luterana do Brasil
(ULBRA /Canoas). Os ensaios citotoxicos foram realizados no Laboratério de Biologia

do Cancer do Prédio 22, também na Universidade Luterana do Brasil.

Sintese dos Ligantes Benzazois

Os compostos heterociclicos deste estudo foram sintetizados através de
reacdes de condensacao entre derivados carboxilicos aromaticos substituidos com
anilinas funcionalizadas em presenca de um agente de desidratacdo, conforme a

Figura 2:
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Figura 2 - Reacgdo de obtenc&o dos ligantes benzazéis




Em um balé@o foram adicionados o derivado carboxilico aromatico substituido
com a anilina funcionalizada em &acido polifosforico (APF). A mistura foi aquecida a
temperatura de 180°C e mantida por 4h sob agitacdo. Depois de resfriada a mistura
reacional foi vertida em agua gelada e o precipitado foi filtrado, neutralizado com uma

solucao de bicarbonato de sddio, lavado e seco.

Todas as reacdes de sintese foram acompanhadas por cromatografia em
camada delgada (CCD), empregando silica-gel sobre placas de aluminio, usando
gradientes de solventes adequados para cada etapa e observacado das manchas sob
luz ultravioleta. Para a purificacéo foi empregada a cromatografia em coluna de silica

gel via seca, utilizando diclorometano como eluente.

Os compostos foram caracterizados pelo emprego de técnicas
espectroscopicas. Para confirmagédo do produto obtido, empregaram-se as técnicas
de ponto de fusdo e RMN-1H. A avaliacdo de absorbancia foi realizada através de

espectrofotometria de varredura no UV/VIS entre 280 e 400nm.

Complexacdo com ions Metalicos

A complexacao com 0s metais consistiu na reacao do ligante benzazélico com

um sal inorganico do metal, resultando no complexo metalico M(HBO)z, conforme
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Figura 3 - Reacdo de complexacéo do ligante benzazol com sal metalico



O ligante benzoxazol foi solubilizado em um bal&do com diclorometano. O sal
metalico foi previamente solubilizado em um erlenmeyer com diclorometano e
adicionado gota a gota ao baldo sob agitacdo. A reacdo ocorreu em 24h e ao término
desta, verteu-se o conteudo do baldo em uma capsula de porcelana e deixou-se secar
ambiente. ApOs a secagem, adicionou-se a cipsula de porcelana diclorometano para
lavagem, retirando-se em seguida o solvente, deixando-se o precipitado apenas. Este
precipitado foi seco a vacuo para obtencdo do produto final. Os sais inorganicos

empregados foram dos ions metalicos Zn?*, Co?*, Cu?*, Mg?* e Ca?*.

Linhagem Celular e Ensaio Citotoxico

Foram utilizadas as linhagens celulares L929 (fibroblasto de camundongo,
adquirida do RJCB Collection, Rio de Janeiro, RJ, Brasil), HT-29 (carcinoma de
intestino humano, adquirida do American Type Culture Collection, EUA), H460
(carcinoma de pulmao humano, adquirida do American Type Culture Collection, EUA),
MCF-7 (carcinoma de mama humano, adquirida do American Type Culture Collection,
EUA) e U251 (glioblastoma multiforme humano adquirida do American Type Culture
Collection, EUA).

As células foram mantidas em frascos de cultura de 25 cm? com meio de cultura
Dulbecco’s contendo 10% de soro fetal bovino (v/v), a 37°C em atmosfera de 5% de
CO:2 e umidade de no minimo 95%. A citotoxicidade foi avaliada utilizando o ensaio
colorimétrico de MTT ((3-(4,5-dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium
bromide)). Culturas em triplicatas foram expostas por 24 h aos compostos em doses
seriadas variando de 0 a 100uL. ApdGs os tratamentos, as células forma incubadas
com 100uL de solugdo de MTT (5 mg/mL de MTT) em meio de cultura sem soro fetal
bovino e sem fenol, a 37°C por 4 horas. Ap0s a incubacdo, o sobrenadante foi
removido cuidadosamente e os cristais foram solubilizados em 200uL de DMSO e
guantificados em um leitor de microplacas (Multiskan, UNISCIENCE), em densidade

Otica de 540nm.



Tabela 1: Classificacdo de citotoxicidade de materiais com estratificardo dos niveis de
viabilidade celular em porcentagem segundo categorias de toxicidade dos materiais do
documento ISO 10993-5 (1999)

Viabilidade celular (%) *
Citotoxicidade Faixa
nédo-citotoxico (NT) >90
levemente citotdxico (LT) 80 a 89
moderadamente citotéxico (MT) 50a79
severamente citotoxico (ST) <50

*porcentagem em relag&o ao controle negativo (meio de cultura)

A citotoxicidade dos complexos metélicos de 2-(2'-hidroxifenil)benzazol foi
testada usando o ensaio na linha celular de cancer da mama, intestino, cérebro e a

linha celular do cancer de pulmao.

Resultados e Discusséao

Os ligantes benzazbis foram previamente avaliados e caracterizados para as
reacdes de complexacdo. Os complexos metalicos obtidos, além da caracterizagao,

foram avaliados quanto a citotoxicidade.

Ligantes Benzazdis

Através de reacdes de condensacédo entre derivados carboxilicos aromaticos
substituidos com anilinas funcionalizadas, obtiveram-se dois derivados 2-(amino-2’-
hidroxifenil)benzoxazol com rendimentos superiores a 70%. Todas as propriedades
fisicas e espectroscopicas (PF, UV, RMN) destes compostos foram avaliadas e
estavam de acordo com a estrutura. Para fins comparativos, as Figuras 4 e 5

apresentam os espectros de referéncia dos ligantes antes da complexacgéo:
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Figura 4 - Espectro de referéncia 2-(4’-amino-2’-hidroxifenil)benzoxazol
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Figura 5 - Espectro de referéncia 2-(5’-amino-2’-hidroxifenil)benzoxazol

Complexos Metalicos

Os sais inorganicos empregados foram dos ions metéalicos Zn?*, Co?*, Cu?*,
Mg?* e Ca?*.

As reacGes com os sais de Mg?* e Ca?* ndo ocorreram, pois durante o tempo
de reacdo néo se observou a formacao de produtos. O complexo formado com o cobre
nao pode ser avaliado quanto a citotoxicidade, pois ndo foi possivel solubilizar o

composto.



O complexo de cobalto, com ligante possuindo um grupo amino na posi¢ao 4’
do anel fendlico foi obtido com rendimento de 5,3%, na cor amarelo pélido. O
composto se mostrou soltivel em dimetilsulfoxido com ponto de fusdo em 305-310°C.
Ja o complexo de cobalto, com ligante possuindo um grupo amino na posi¢éo 5’ do
anel fendlico foi obtido com rendimento de 57,4%, na cor verde escuro. O composto
se mostrou soltvel em dimetilsulfoxido e pouco solavel em diclorometano com ponto
de fusdo em 325-330°C.

O complexo de zinco, com ligante possuindo um grupo amino na posi¢céo 5’ do
anel fendlico foi obtido com rendimento de 50,7%, na cor verde escuro. O composto
de mostrou soltvel em dimetilsulfoxido e pouco soluvel em diclorometano com ponto
de fusdo 315-320°C.

Para varredura no UV-VIS, os complexos foram solubilizados em DMSO. As
Figuras 6, 7 e 8 mostram os espectros obtidos para os dois complexos de cobalto e

complexo de zinco:
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Figura 6 - Espectro UV-VIS para o complexo de 4’ amino cobalto
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Figura 7 - Espectro UV-VIS para o complexo de 5 amino cobalto

5" Amino Zinco

Abs

280 300 320 340 360 380 400

mn

Figura 8 - Espectro UV-VIS para o complexo de 5 amino zinco

Linhagem Celular e Ensaio Citotoxico

Os compostos foram testados nas seguintes concentragées: 0, 2, 5, 10, 20, 30
e 50 pg/mL. A partir de 50 ug/mL néo foi possivel solubilizar por completo, ficando

deposito no fundo da placa.



Foram realizados 3 experimentos independentes, cada um em triplicata. A
citotoxicidade avaliada como ideal foi a de “Moderadamente citotoxico”, pois acima
disto ha a possibilidade de se atingir, além das células cancerosas, as células

saudaveis.

Tabela 2: Resultados de citotoxicidade para as linhagens celulares avaliadas

Levemente citotéxico | Moderadamente citotoxico Severamente citotoxico

4’ Coe 5 Zn (dose de 10 - 4’ Coe 5 Zn (dose de 50
L929
30 ug/mL ug/mL
HT-29 5" Co (dose de 10-30 | 5 Zne 4’ Co (dose de 10-30 | 5 Co, 5 Zn e 4’ Co (dose

ug/mL) ug/mL) de 50 ug/mL

4’ Co (dose de 10- 30 ug/mL)
H-460 5'Zn (dose de 50 ug/mL) 4’ Co (dose de 50 ug/mL
5’ Co (dose de 20- 50 ug/mL)

4’ Co (dose de 5

ug/mL) ,
; i 4’ Co (dose de 10- 50 ug/mL)
MCF-7 5 Zn (dose de 5-20 5’ Zn (dose de 30- 50 ug/mL)
ug/mL) 5’ Co (dose de 50 ug/mL)
5 Co (dose de 10-30
ug/mL)
4'Co (dose de 5a 20 4’ Co (dose de 30- 50 ug/mL) ;
U-251 ug/mL) 5 Co (dose de 50 ug/mL) 5" Zn (dose de 5a 50
5 Co (dose de 10 a 30 ug/mL)
ug/mL)

Observa-se que o0s trés complexos metalicos apresentaram resultados
positivos para citotoxicidade. O complexo 4’ amino cobalto apresentou resultado
satisfatorio em todas as linhagens celulares. O complexo 5’ amino cobalto apresentou
resultado satisfatério nas linhagens H-460, MCF-7 e U-251. O complexo 5 amino

zinco apresentou resultado satisfatério nas linhagens L929, HT-29, H-460 e MCF-7.

Conclusdes

Os resultados alcangcados demonstraram o efeito dos diferentes ligantes

benzazois complexados com metais divalentes sobre a atividade contra linhas de



células cancerosas. Obtiveram-se trés complexos com 0s metais cobalto e zinco que

apresentaram resultados propicios para agdo sobre tais células.
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