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RESUMO

Abbott, M.P. - Modificagdes Oxidativas em Proteinas em Presenga de Complexos de
Cobre(ll). 2007. (130 p.) Tese (Doutorado) - Programa de Pés-Graduagdo em Quimica.
Instituto de Quimica, Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo.

Neste trabalho alguns complexos diiminicos de cobre(ll) com ligantes do tipo base de
Schiff, j& estudados em nosso laboratério, além de um novo complexo de zinco foram
sintetizados e caracterizados por analise elementar, espectroscopias UV/Vis, Infravermelho e
de Ressonéncia Paramagnética Eletronica (EPR). Estudos sobre a reatividade destes
complexos de cobre(ll) frente a oxidagao de carboidratos por oxigénio molecular foram entao
realizados. Estes estudos envolveram varias etapas, com variacdo das concentragbes do
catalisador, do substrato e do tampao e variagdo do pH, verificando-se a influéncia de cada
um destes fatores na cinética de reacao. Para tentar entender a interacdo da albumina bovina
(BSA) com os complexos diiminicos de cobre(ll) estudados, foram realizados experimentos
utilizando-se a técnica de dicroismo circular e espectroscopia eletronica. A estabilidade
termodindmica relativa dos varios compostos foi assim determinada, estimando-se os
respectivos valores das constantes de estabilidade. Experimentos sobre a atividade oxidante
destes complexos frente a albumina bovina, causando danos oxidativos a proteina, também
foram efetuados, determinando-se a formagdo de grupos carbonil na proteina, que foram
monitorados espectrofotometricamente, através da obtencao das correspondentes dinitrofenil-
hidrazonas, pela reagdo com dinitrofenil-hidrazina (DNPH). Através da técnica de EPR, foram
realizados estudos para a deteccao e identificacdo de espécies radicalares na interacdo da
albumina com os complexos de cobre(ll) em presenca de peroxido de hidrogénio, com o uso
de um captador de spin apropriado. Estudos sobre as possiveis interagcdes dos complexos de
cobre(ll) com a albumina humana (HSA) e com o plasma sanguineo foram realizados através
das técnicas de EPR e SDS-PAGE. Além disso, a reatividade dos complexos de cobre(ll)
frente a glutationa, um agente redutor presente em alta concentracdo no citosol, foi
investigada através de experimentos de fluorescéncia. Finalmente, a influéncia dos complexos
iminicos de cobre(ll) sobre a respiragdo mitocondrial foi investigada, ja que estes complexos
se mostraram indutores eficientes de apoptose frente a diferentes células tumorais. Para este
estudo utilizou-se um oxigrafo para monitorar o consumo de oxigénio durante a respiragao

mitocondrial, em presenga dos complexos de cobre estudados.

Palavras-Chaves: cobre; ligantes bases de Schiff; processos oxidativos; albumina;
espécies reativas de oxigénio; métodos espectroscopicos.



Abstract

Abbott, M.P. — Oxidative Modifications in Proteins in the Presence of Copper(ll) Complexes.
2007. (130 pp.) Ph.D. Thesis — Graduate Program in Chemistry. Instituto de Quimica,
Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo.

In this work some copper(ll) complexes with Schiff base ligands, already
studied in our laboratory, have been prepared, as well as a new similar zinc
complex. After being characterized, especially by spectroscopic techniques (UV/Vis,
IR, and EPR), these complexes had their reactivity as catalysts for the oxidation of
carbohydrates by molecular oxygen verified. The influence of different factors on the
kinetics of reaction, such as variation of the catalyst concentration, substrate
concentration, buffer concentration and pH of the solution, was investigated. In order
to understand the possible interactions of the copper(ll) complexes studied with the
protein albumine, studies using CD and electronic spectroscopies were carried out
by adding the copper complexes to bovine serum albumine (BSA), and determining
the corresponding relative stability constants for each complex. The activity of such
copper complexes as oxidant agents toward the protein was also verified, with the
formation of carbonyl groups in the protein observed by monitoring
spectrophotometrically the corresponding dinitrophenylhydrazones, after reaction
with dinitrophenylhydrazine (DNPH). By using EPR spectroscopy and an appropriate
spin scavenger, reactive oxygen species were detected and identified as a result of
the oxidative damage to the protein occurring in the presence of the copper
complexes and hydrogen peroxide. Interactions of the human serum protein (HSA)
and human plasma with the copper complexes studied were verified by EPR and
SDS-PAGE techniques. Additionally, the reactivity of these complexes toward the
reductive agent glutathione, present in the citosol at high concentration, was
investigated by fluorescence measurements. Finally, the influence of the complexes
in the mitochondrial respiration was verified, since those compounds are able to
induce efficiently apoptosis in the presence of different tumoral cells, monitoring the

oxygen consumption with a selective oxygen electrode.

Keywords: copper; Schiff base ligands; oxidative processes; albumine; reactive
oxygen species; spectroscopy.
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1. Introducao

1.1. O cobre no meio biolégico

O organismo apresenta um mecanismo homeostatico, por meio do qual
mantém as concentracdes dos elementos tracos em niveis praticamente constantes
no organismo. Quando o elemento € essencial, sua atividade benéfica cresce com a
concentragao, até atingir um nivel de saturagdo, determinado por esse organismo.
Nesse nivel todo o excesso € eliminado, contudo, quando por alguma raz&o a
concentragdo se eleva a ponto de tornar o mecanismo de defesa ineficiente, o
carater toxico se manifesta [1-3].

A toxicidade dos metais € um problema extremamente complexo [1,2].
Relaciona-se com pelo menos trés tipos de influéncia: bloqueio de grupos funcionais
essenciais a atuacao de uma biomolécula, deslocamento de outros metais presentes
no sistema e modificagdes na conformacéao de sitios ativos e na estrutura quaternaria
de proteinas.

A importancia do cobre como elemento essencial aos seres vivos pode ser
avaliada pelo grande numero de proteinas e enzimas dependentes desse metal,
participando de inumeros processos biologicos, onde desempenham fungdes
variadas [4]. Na enzima Cu,ZnSOD, o cobre tem papel antioxidante, catalisando a
dismutacao de radicais superoxido, enquanto nas oxidases, como tirosinase, catecol
oxidase, amina oxidase ou galactose oxidase, catalisa a oxidagdo de varios
substratos pelo oxigénio molecular, levando a formagao de produtos carbonilicos
(aldeidos, quinonas, etc.) e perdéxido de hidrogénio. Em todas estas enzimas,
participa de ciclos cataliticos envolvendo os estados de oxidag&o Cu(l) e Cu(ll). Em
sistemas-modelos apresenta alta reatividade frente a espécies paramagnéticas
(radicalares) como ions superéxido O,"-, *NO, radical fenoxil, o-semiquinona, etc. [5].

O corpo humano contém cerca de 80 mg de cobre, e apenas cerca de 107°M
destes ions estdo livres no organismo, ou seja, sem estar ligado a uma proteina
carreadora ou aminoacido. Isto significa menos de 1 cobre livre por célula [6]. O teor
meédio recomendado pelo conselho de nutrigdo dos EUA para uma dieta correta é de

1,0 a 3,0 mg, ingerido provavelmente coordenado a aminoacidos ou pequenos
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peptideos [7]. O cobre pode ser encontrado em carnes, frutos do mar, em muitos
vegetais e cereais. Os teores minimos em varios fluidos s&o, em pg/100 mL: soro
(72), plasma (75), eritrécitos (71), fluido espinhal (6), saliva (10) e fluidos digestivos
(63) [8].

O cobre também é encontrado em muitos tecidos, em teores minimos
diferentes. O cérebro e o coragao contém mais cobre, cerca de 360 ug/g de residuo
de tecido, em relagao a todos os demais, com excegao do figado, que contém cerca
de 700 ug/g, e é o responsavel pelo armazenamento de cobre no organismo.

A absorcao do cobre € limitada no estdmago e intestino delgado. O transporte
de cobre para a mucosa intestinal € um processo mediado por varios fatores.

Uma vez que o cobre entra na corrente sanguinea, ele fica ligado a uma
variedade de proteinas e compostos de baixo peso molecular. Mais do que 90% do
cobre no plasma sanguineo esta presente incorporado a ceruloplasmina. O restante
5 a 10% esta coordenado a albumina e aminoacidos. Estudos detalhados revelaram
que o composto de cobre encontrado no soro esta na forma principalmente de um
complexo 1:2 de Cu-Histidina [9]. Um outro estudo revelou a presenca de Cu-
Histidina formando um complexo ternario com a albumina [10,11]. O sitio primario de
ligacao de cobre com a albumina é bem caracterizado, € pentacoordenado utilizando
um nitrogénio amino-terminal, o grupo carboxil da cadeia lateral do acido aspartico,
dois nitrogénios provenientes de peptideos e um nitrogénio imidazdlico do residuo de
histidina, na terceira posicao [12].

Existem pelo menos dois caminhos de transporte do cobre através da
membrana celular. O primeiro caminho envolve a liberacdo de cobre através da
ceruloplasmina [13,14]. O cobre é reduzido na superficie redutora da célula e entra
na célula através de uma proteina transportadora, independente de energia. A
natureza desta proteina e o seu exato papel ndo estdo bem estabelecidos [15]. O
segundo caminho esta relacionado ao cobre nao incorporado a ceruloplasmina, mas
sim, ao cobre ligado a histidina, albumina e outros complexos de baixo peso
molecular [7].

Uma proteina transportadora com alta afinidade por cobre (Ctr1) esta presente

na membrana celular, e transfere cobre ao citoplasma, onde pequenas proteinas
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especificas, denominadas chaperonas, conduzem ions metalicos a enzimas de cobre
citosolicas ou organelas. A chaperona Hah1 transfere o cobre a duas ATPases
homologas, a ATP7A e a ATP7B localizadas no complexo de Golgi, que se
encarrega de entregar cobre a proteinas do caminho de secre¢do, ou movendo-se
através da membrana citoplasmatica para excretar o excesso de cobre da célula
[16,17].

Particularmente complexa é a distribuicdo do cobre na mitocéndria. O metal é
entregue a esta organela pela chaperona Cox17, localizada no citosol e no espago
intermembrana da mitocéndria. A Cox17 parece ser fundamental na inser¢do do
cobre na enzima mitocondrial citocromo ¢ oxidase, que na sua forma ativa possui
trés ions de cobre. A citocromo ¢ oxidase € o complexo IV da cadeia de transporte
de elétrons, e mutagdes da Cox17 resultam em disfungdes na cadeia respiratoria.
Além disso, duas proteinas mitocondriais chamadas SCO1 e SCO2 participam da
transferéncia do metal da Cox17 a citocromo ¢ oxidase. O complexo sistema do
transporte e da entrega de cobre a mitocéndria inclui ainda a bomba ATP7B (ou
ATP7A), cuja funcdo na organela ainda ndo estd bem estabelecida, parece estar
envolvida na saida do cobre da mitocéndria, controlando entdo a concentracdo do
cobre intramitocondrial [16,19]

O cobre esta entédo, distribuido em todas as organelas celulares incluindo o
nucleo, as mitocéndrias, os lisossomas, o reticulo endoplasmatico e o citosol [20]. As
proteinas de cobre estdo assim localizadas em todo o compartimento celular:
superoxido dismutase no citosol e possivelmente nos peroxissomas [21], lisil oxidase
no complexo de Golgi e em organelas secretérias [22] e metalotioneina no citosol,
nucleo e lisossomas [23]. Deste modo, o trafego intracelular de cobre desempenha
um papel vital na distribuicdo de cobre para as proteinas de cobre.

O fluxo de cobre no organismo pode ser alterado em pequenas quantidades
sem grandes danos, porém, grandes alteragcées podem provocar disturbios graves e
até mesmo doencgas, como por exemplo, a doenca de Wilson e a sindrome de
Menkes. A doencga de Wilson envolve a acumulagao patoldgica de cobre no figado e
no cérebro sendo letal se ndo tratada [24]. A sua terapia envolve a administracdo de

agentes quelantes especificos ao cobre, em particular a D-penicilamina [25]. A
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sindrome de Menkes envolve o armazenamento insuficiente de cobre, e é causada
por uma disfungado hereditaria no transporte intracelular de cobre, gerando uma falta
sistémica deste elemento no organismo. Caso a sindrome nao seja tratada a tempo
por suplementagcdo de cobre, uma degradacéo rapida e eventualmente fatal ocorre

no sistema nervoso central [26].

1.2. Oxidacgao e glicacao de proteinas

A oxidacado de proteinas € um processo bastante complexo, definido como a
modificacdo covalente de uma proteina [27], induzida diretamente por espécies
reativas de oxigénio ou nitrogénio [28,29], ou indiretamente pela reacdo de produtos
secundarios do estresse oxidativo [30]. Dentre os diferentes agentes capazes de
causar a oxidagao de proteinas, destacam-se: o perdoxido de hidrogénio (H20;) [31],
o acido hipocloroso (HOCI) [32], oxigénio singleto [33], xenobidticos (como paraquat,
tetracloreto de carbono e acetaminofeno), metais de transigdo (especialmente, ferro
e cobre) [34,35], luz UV, radiagédo y em presencga de oxigénio, 0zénio, enzimas 6xido-
redutases, neutroéfilos ativados e ainda produtos da oxidacao de lipidios, carboidratos
ou aminoacidos [36, 37].

O termo glicagdo refere-se a glicosilagdo nao-enzimatica de proteinas,
correspondendo a processos naturais ou fisiologicos, através de reacdes
denominadas de Maillard, em que grupos carbonil de carboidratos, como a glucose,
se condensam a grupos amino em proteinas, formando bases de Schiff,
principalmente na sua forma glicosilamina ciclica, embora esquematicamente sejam
ilustradas pela forma aciclica, mais reativa. Estas bases de Schiff sofrem, em
seguida, rearranjos aos chamados produtos de Amadori, como a frutosamina,
representando os chamados produtos iniciais de glicagao [38]. Estes compostos de
Amadori, por sua vez, sdo degradados a compostos a-dicarbonilicos, como glioxal,
metilglioxal ou 3-deoxiglucosona, que s&o ainda mais reativos frente a proteinas,
dando os chamados produtos finais de glicagdo avangada (AGEs = advanced
glycation end products) [39] ou, em presenca de ions metalicos, como cobre ou ferro,

podem ser oxidados pelo oxigénio molecular a acidos carboxilicos, como férmico,
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acético, glicdlico, gluconico, etc. Reagdes de Maillard ou de glicagédo levariam entao
a formacédo de pigmentos castanhos denominados melanoidinas, e/ou compostos
fluorescentes e a interligacdo de proteinas por ligacbes cruzadas inter- e
intramoleculares (protein-protein crosslinking), através de interagbes entre grupos
amino de aminoacidos, peptideos ou proteinas, com acgucares redutores [40]. Estas
reacbes ocorrem também na manipulacdo, cozimento ou armazenamento de
alimentos como, por exemplo, ao assar massas ou carnes, sendo responsaveis por
mudangas no aroma, sabor, coloracdo ou textura desses alimentos [41]. No

Esquema 1 sdo mostradas estas reacoes.

Esquema 1 - Glicagdo ndo-enzimatica de proteinas ou reagao de Maillard

(I?(I)H(I)H (I)H(I)H
ProNH + HC-G—CHR ~ —>= Pro~N=C-C—CHR
proteina carboidrato base de Schiff
H H 9 Cu)H
Pro-NH, + R'C—CR B Pro—N—C -C—CHR

a-oxoaldeidos

produto de Amadori
/\Pro-NHZ l M™/ 0,

"Advanced Maillard product”

ou "advanced glycation end product" H Q
AGE

H 2 1l
Pro—N—C -C-OH

CML = N°®-(carboximetil)lisina,
para Pro = lys

Este processo de glicagdo é particularmente aumentado em condigbes
patolégicas, como em diabetes [42], quando a concentragdo de agucares € alta, e
pode ser monitorado principalmente em proteinas de longa vida, como colageno ou
lente cristalino. Neste caso, tem sido mais usado o termo glicoxidag&o, ja que ocorre
através de etapas envolvendo espécies muito reativas, como radicais livres de
oxigénio ou nitrogénio, formadas por acdo de ions metdlicos ou peroxinitrito,
diretamente sobre a proteina e/ou produtos de sua glicacdo [43]. In vitro, a

incubacao de proteinas com glicose leva também, através da formacgao de bases de
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Schiff e produtos de Amadori, a geragdo dos AGEs, caracterizados por
fluorescéncia, coloragdo castanha e ligacéo cruzada intra- e intermoleculares com
proteinas.

Ha controvérsias se o estresse oxidativo € um processo primario ou secundario
na degradacao de proteinas [44]. Alguns processos ocorrem através de compostos
carbonilicos formados em etapas nao-oxidativas e, assim, a glicagdo parece advir
também de um estresse carbonilico, em vez de unicamente por um estresse
oxidativo. De fato, nas diabetes e na uremia, ha um aumento acentuado nos
produtos de glicoxidagdo e de lipoxidagdo, mas também nos produtos de reagdes
entre proteinas e compostos dicarbonilicos formados por mecanismos nao-oxidativos
(que nao requerem oxigénio para ocorrer). A inativacdo acentuada de diversas
proteinas (glutationa redutase, lactato desidrogenase e gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenase) foi verificada em presenca de metilglioxal ou glioxal, independente
da presenga de oxigénio, ions metalicos, SOD ou catalase, indicando que o processo
nao é mediado apenas por espécies radicalares [45]. O processo global parece
envolver trés componentes: a reagao de adicdo nao-oxidativa do agucar com a
proteina (glicagdo) e duas etapas oxidativas, a glicosilagao autoxidativa em que
radicais gerados a partir dos carboidratos ou agucares interagem com a proteina e a
autoxidagéo da proteina glicada (proteina ligada ao agucar, produzida na glicagéo).
As duas ultimas reagdes sao, mais recentemente, denominadas glicoxidagéo.

A glicoxidagdo envolve a oxidagao da glicose via intermediarios dicarbonilicos e
de acucares ligados a proteinas (adutos enaminol ou produtos de Amadori).
Processos de formacdo de AGEs e processos oxidativos interagem
sinergisticamente para produzir modificagdes deletérias aos tecidos, com possivel
envolvimento de metais com propriedades redox [46]. Estudos recentes mostraram
que glicose aumenta a oxidacao de lipoproteinas (LDL) catalisada principalmente por
ions cobre, em pacientes diabéticos (com hiperglicemia). Essa atividade da glicose
esta ligada a sua capacidade de redugao do cobre coordenado a LDL; ela parece

nao ter efeito nas etapas de oxidacao independentes do metal [47].
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1.3. O papel do cobre em processos oxidativos no meio biolégico

Cobre € um metal essencial para fungdes importantes no meio bioldgico,
presente no sitio ativo de inumeras enzimas participantes do metabolismo do
oxigénio [48]. Na enzima Cu,Zn SOD, o cobre tem papel antioxidante, catalisando a
dismutacao de radicais superdxido, enquanto nas oxidases, como tirosinase, catecol
oxidase, amina oxidase ou galactose oxidase, catalisa a oxidagdo de varios
substratos pelo oxigénio molecular, levando a formagado de produtos carbonilicos
(aldeidos, quinonas, etc.) e peréxido de hidrogénio [49]. Em todas estas enzimas,
participa de ciclos cataliticos envolvendo os estados de oxidagéo Cu(l) e Cu(ll).

Entretanto, ions de cobre podem também participar de etapas redox
envolvendo espécies reativas de oxigénio, as chamadas reagdes tipo-Fenton,
capazes de causar danos oxidativos a inumeros substratos bioldgicos: carboidratos,
lipideos, proteinas e acidos nucléicos [50]. Esta caracteristica & fortemente
dependente do ambiente em que os ions de cobre estdo inseridos, isto €, do ligante
ao qual estd coordenado, e tem sido utilizada no desenvolvimento de
metalofarmacos [51]. Em sistemas-modelos apresenta uma alta reatividade frente a
espécies paramagnéticas (radicalares) como ions superéxido O,7, 'NO, radical
fenoxil, o-semiquinona, entre outros [52].

O papel relevante que ions de cobre parecem desempenhar na peroxidacao
lipidica ja é bastante conhecido [53]. Lipoproteinas de baixa densidade (LDL)
coordenam ions de cobre(ll) e sdo capazes de reduzi-los a ions cobre(l), tendo sido
proposto que esta € uma das etapas limitantes da velocidade na oxidagdo destas
proteinas. Estudos muito recentes indicam que a atividade redox do cobre
coordenado a albumina humana (sitio terminal, motivo Asp-Ala-His), monitorada pela
oxidagdo de ascorbato, € bastante aumentada e acompanhada de rearranjos
conformacionais profundos, além da oxidagdo do grupo Cys-34, quando acidos
graxos nao-esterificados se ligam a proteina [54].

Inimeros relatos sobre o papel preponderante desempenhado por ions
metalicos, especialmente o cobre, na glicagcdo e glicoxidagdo de proteinas tém

mostrado resultados conflitantes. fons de cobre mediam a decomposicdo de
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compostos de Amadori, formados a partir de proteinas ou peptideos glicados,
originando glucosona, arabinose e um N“formil peptideo, R-NH-CHO [55, 56]. A
prépria glucosona ou a arabinose formadas poderiam ocasionar novo processo de
glicoxidagao da proteina, facilitado em presenca de ions cobre.

Por outro lado, evidéncias de que uma dieta deficiente em cobre pode
ocasionar aumento da glicagao de proteinas também tém sido descritas na literatura
[57]. Estudos recentes mostraram que a concentracdo de hemoglobina glicada, Hb
A+, e frutosamina, um composto de Amadori, formados no inicio da glicagdo de
proteinas € maior em ratos submetidos a dietas pobres em cobre (0,4 mg Cu/kg
ragdo balanceada), se comparado a ratos submetidos a uma dieta normal (6,4 mg
Cu/kg de racao balanceada).

Adicionalmente, espécies radicalares parecem ser participantes ativos no

processo de glicoxidacdo. A principal espécie radicalar em sistemas biologicos
oxigenados € o radical superoxido (O, + H' = HO,) formado na cadeia
transportadora de elétrons de mitocéndrias, cloroplastos e reticulo endoplasmatico.
Embora este radical seja relativamente nao-reativo, em comparacdo com outras
espécies, no meio bioldgico ele pode ser convertido em ROO" (peroxil), RO (alcoxil),
ou HO (hidroxil), muito mais reativos, especialmente este ultimo. Também pode
reagir com o éxido nitrico, ‘NO, dando o chamado peroxinitrito, (O=NOO™ + H' =
O=NOOH). Radicais hidroxil podem se originar nas chamadas reagbes tipo-Fenton,
em que ions metalicos participantes de ciclos redox sido reduzidos pelo radical
superoxido e posteriormente reoxidados pelo produto de sua dismutagao, o peroxido
de hidrogénio [58]. ions metalicos de importancia bioldgica, notadamente o ferro e o
cobre, sdo capazes de clivar peréxidos organicos (ROOH) quando nas suas formas
reduzidas (Cu' ou Fe"), com formacdo de outros radicais (RO° ou ROO)que
propagam a reagao em cadeia, até a geragao de produtos finais estaveis, em etapas
de terminagdo da reagdo em cadeia, dando origem ao chamado estresse oxidativo,

conforme mostrado no Esquema 2.
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Esquema 2 - Etapas de estresse oxidativo envolvendo ions metalicos e

espécies reativas de oxigénio

LM™ + 0,7 —— LMD+ 0,
LMD+ 2H" + 0,7 — 3 LM™ + H,0,
2H" + 20, —» O+ Hy0O, (atividade SOD)

LM™ + H,0, —» M"Y+ HO, 4+ HT
LMD 4 H,0, —» LM"™ + HO' +HO (reagao tipo-Fenton)

ROOH +LM™™ g |M™ + RO +HO
LM™ + ROOH ——» LM™Y" + RO, +H*

2 RO —» ROOR (ou ROH, R'O, etc..) (etapas de terminagao)

onde M =FeouCu

Mostrou-se que a formagéo de N°-(carboximetil)lisina (CML) a partir de produtos
de Amadori é mediada por radicais hidroxil [56]. A incubacao de albumina altamente
glicada, contendo altos teores de produtos de Amadori (mas ndo CML), com ions de
ferro(ll) levou a formagédo de CML, que foi acentuada em presenca de peroxido de
hidrogénio.

Também a ocorréncia de ligagbes cruzadas (cross-linking) em peptideos B-
amiléides depositados, contendo AGEs e acumulando ions de cobre ou ferro, foi
observada. Estes depésitos in vivo estédo relacionados ao Mal de Alzheimer [59, 60].
Estudos em que peptideos B-amildides sintéticos foram incubados com glucose ou
frutose mostraram a formagédo de oligbmeros, com alta massa molecular e com
ligacbes cruzadas, e que é acelerada em presenca de quantidades micromolares de
cobre ou ferro [61]. A formacdo de AGEs neste sistema pode ser inibida por

antioxidantes ou por quelantes capazes de inativar o ciclo redox do metal.
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Assim, diferentes ligantes coordenados a ions de ferro ou cobre podem interferir
de maneira diferenciada em suas propriedades cataliticas, através de diferengas nos
potenciais redox, estabilizando mais a forma reduzida ou a oxidada. Poder-se-ia,
portanto, modular as propriedades do metal utilizando diversos ligantes. No caso do
cobre, € mais provavel a formacao da espécie [LCu-OH] [62], ja que danos
oxidativos sitio-especificos tém sido verificados, indicando a formacao de tal espécie
‘engaiolada”, em vez de radicais hidroxil “livres”, embora em presenga de agentes
redutores, como ascorbato ou glutationa, estes radicais livres tenham sido
detectados [63].

Na oxidacdo de proteinas, catalisada por metais de transicéo, a localizagao do
ion ativo é extremamente importante e residuos, como His, Lys, Cys ou Met,
capazes de coordenar esses ions metalicos, especialmente de cobre, podem sofrer
reagdes localizadas (site-specific reactions). Isto foi observado, por exemplo, na
oxidagao da enzima Cu,Zn SOD, em que grupos His foram oxidados a 2-oxo-His,
com concomitante redugcédo e mobilizagado do cobre [64].

Outra fonte destas espécies radicalares ou de espécies com reatividade
semelhante a espécies radicalares, in vivo e/ou in vitro, é a oxidacao catalisada por
ions metalicos de grande variedade de biomoléculas, incluindo agucares e aminas.

A oxidacdo catalisada de agucares e de produtos da glicacdo de proteinas
catalisada por ions metalicos pode gerar radicais que iniciam e propagam os danos
oxidativos as proteinas. Proteinas glicadas podem coordenar até 3 vezes mais cobre
que a proteina normal [65]. Durante a incubagao de proteinas com glucose ja foi
demonstrada a formagcao de uma série de produtos oxidados, como hidroperéxidos
de aminoacidos alifaticos, L-dopa, ditirosina, produtos da hidroxilagdo de fenilalanina,
etc.

Glioxal e arabinose, por exemplo, principais produtos da autoxidacdo da
glucose, podem formar N°-(carboximetil)lisina (CML) e participar da geragdo de
pentosidina fluorescente, respectivamente [27, 66].

Metilglioxal e 3-deoxiglucosona (vide Esquema 3), que sdo observados in vivo,
podem participar de reagdes autoxidativas contribuindo para o escurecimento de

proteinas em reagdes de Maillard. A inibicdo da interligacdo de proteinas (como no
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colageno) foi observada sob atmosfera de nitrogénio ou em presenca de agentes
quelantes, confirmando a importancia de eventos oxidativos e catalisados, isto é,

oxidagdes catalisadas por ions metalicos em presenga de oxigénio molecular.

Esquema 3 - Compostos a-dicarbonilicos, usualmente formados em reagdes de glicagao.

@) o) OH o)

O 0 OH O

glioxal metilglioxal 3-deoxiglucosona

Glioxal e metilglioxal sdo metabdlitos fisiolégicos. Glioxal € formado lenta e
expontaneamente na degradacgao oxidativa da glucose [67], ou de proteinas glicadas
[68], e ainda na peroxidacao lipidica. Metilglioxal, além de ser formado na
degradacdo enzimatica e ndo-enzimatica de proteinas glicadas, € liberado no
metabolismo da aminoacetona, um metabdlito da glicina e metionina [69].

Ambos estes compostos sao detoxificados pelo sistema glioxalase | e Il,
enzimas de zinco que tém glutationa como cofator, e estdo presentes no citosol de
todas as células, sendo convertidos a glicolato e D-lactato, respectivamente [70].
Juntamente com a 3-deoxiglucosona, sdao acumulados em células submetidas a
estresse oxidativo (por exemplo, tratadas com H;O, 30 mM ou 1-cloro-2,4-
dinitrobenzeno 75 uM). Esse acumulo de glioxal, metilglioxal e outros a-oxoaldeidos
pode levar a modificagcdo do DNA, dando lugar a mutagénese e apoptose, além de
modificacbes de proteinas, com sua consequente degradagao e inibicdo de enzimas
[71].

1.4. A Albumina

A albumina tem sido uma das proteinas mais estudadas devido a sua
estabilidade, baixo custo e utilidade. Esta proteina foi reconhecida como principal

componente do sangue antes de 1839. Pesquisas anteriores referem-se a proteina
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como albumem derivado do latim albus apds a cor branca dos precipitados
floculentos produzidos por varias proteinas.

A albumina é a proteina mais abundante no sistema circulatério com
concentragdo sanguinea tipica de 5g/100mL contribuindo em 80% da presséo
osmatica sanguinea, além disso, a albumina é a responsavel pela manutengdo do
pH do sangue [72].

Esta proteina pode ser considerada um quelante fisioldgico. E sintetizada no
figado tendo meia vida de 21 dias. A albumina também tem a fungéo de atuar como
um transportador ndo especifico para uma variedade de moléculas e ions como o
horménio estrogénio, drogas como as sulfonamidas, penicilina, aspirina ou
cortisonas, acidos graxos livres e metais como Ca, Mg, Cu e Zn, entre outros [73].
Esta diversidade ocorre porque a albumina possui varios sitios passiveis de ligagao
em sua molécula.

Esta proteina é constituida de 585 aminoacidos arranjados em uma unica
cadeia polipeptidica, contendo 17 pontes dissulfeto entre os residuos de cisteina e
um grupo SH livre (Cys 34). A molécula pode ser dividida em trés dominios de
estrutura similar com 9 algas. Pelo Esquema 4 pode-se observar a sequéncia de
aminoacidos e das pontes dissulfeto para a albumina bovina. Através desse
esquema, notamos a presenga das 9 algas organizadas nos 3 dominios, semi-
autbnomos, mas homoélogos. Este esquema foi proposto com base no alinhamento
vertical das sequéncias Cys-Cys que ocorrem nas algas duplas. Os triangulos pretos
mostrados no Esquema 2 representam os sitios de clivagem especifica para produzir
os respectivos fragmentos. A albumina é constituida de uma Unica cadeia

polipeptidica e, portanto, ndo € composta por subunidades [74].
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Esquema 4. Sequiéncia de aminoacidos e de pontes dissulfeto para albumina bovina.
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Adaptado de Theodore Peters, Jr., Adv. Protein Chem., 17, 161-245, 1985.

Em geral, as albuminas de mamiferos possuem um baixo conteudo de
triptofano e metionina e um alto conteudo de cisteina e de aminoacidos carregados
como os acidos aspartico e glutdmico, além da lisina. A albumina bovina apresenta
dois triptofanos (Trp 134 e Trp 212) o que a diferencia da albumina humana que
apresenta apenas um triptofano (Trp 214). Além disso, a diferenca entre a BSA e a
HSA no sitio N- terminal resume-se a um aminoacido, sendo Asp-Thr-His para a BSA
e Asp-Ala-His para HSA. Comparativamente existe uma sequéncia homodloga de
76% entre as albuminas bovina e humana.

A molécula de albumina em solucdo pode ser considerada uma elipse de 41A x

141A, na forma de um charuto grosso, o volume do seu interior ndo é preenchido
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somente pela cadeia peptidica constituinte da proteina, mas também por moléculas
de agua que sao afetadas pela proximidade da proteina [75].

A albumina possui uma distribuicdo de carga assimétrica em sua estrutura
primaria. A pH neutro, Peters [74] calculou uma carga total de -10, -8 e 0 para os
dominios |, Il e Ill, respectivamente para a albumina humana, sendo que uma
distribuicdo semelhante esta presente em outras albuminas. Portanto, a carga
negativa € bem alta no sitio N-terminal e menor no dominio C-terminal
proporcionando, entdo, uma molécula com assimetria elétrica ou de cargas.

Dados de cristalografia mais recentes sugerem que a forma correta para
albumina é a de um coragdo que se aproxima de um tridngulo equilatero de 80 A de
lado e 30 A de profundidade. Uma visdo geral da propriedade de ligagdo da

albumina esta ilustrada na Figura 1.

Figura 1. Principais sitios de ligagdo da albumina.

A posicao de sitios de ligagdo para marcadores farmacéuticos importantes
como diazepan, ibuprofeno, aspirina e warfarina e para marcadores endogenos
como triptofano e bilirrubina também é mostrada. Em termos de metais temos dois
sitios importantes, a cisteina 34 (Cys 34), que é considerada sitio de ligagdo para
metais pesados como ouro e mercurio, € o sitio amino-terminal importante para o
cobre(ll) [76].

Tanto a albumina bovina quanto a humana apresentam uma sequéncia N-

terminal X-Y-His que constitui um forte sitio fisiolégico de coordenagao para ions de
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cobre(ll). Este sitio é estavel, pois, os 4 nitrogénios do tri-peptideo amino-terminal
formam uma forte coordenagao quadrado planar com o metal.

Além do sitio N-terminal, estudos indicam que existe um segundo sitio ndo
especifico de coordenacgao para ions cobre(ll) [77]. Este segundo sitio foi descrito
como sendo multi-metal, ja que Zn(ll), Ni(ll) e Cd(Il), também sado capazes se
coordenar. Outros estudos mostraram que em pH alto (~9,0) um segundo ion de
cobre(ll) se liga a proteina numa conformagao tetragonal, através de uma ligacéao
tiolato, provavelmente pela deprotonagéo da Cys-34 [78].

A albumina é sem duvida uma molécula extraordinaria, de multiplas fungdes e
aplicagdes. Ainda que a fungdo exata da albumina seja questionada, muitos dados
ainda suportam a nog¢ao de que o papel principal da albumina no sistema circulatoério
€ auxiliar no transporte, metabolismo e distribuicdo de ligantes exdgenos e

enddgenos.

1.5. Complexos de cobre com ligantes iminicos

As bases de Schiff constituem uma classe de compostos organicos que
possuem o grupo imina (RR'C=N-R”), formado pela condensagéo do grupo amina
primario de uma molécula com o grupo aldeido ou cetona de outra. A reagédo da
sintese da imina é reversivel, envolvendo um intermediario carbinolamina, e a

eliminacdo de moléculas de agua [79-84], como esquematizado na Figura 2.

Figura 2. Exemplo da formagéo da base de Schiff ou imina.

As iminas formam muito facilmente complexos de coordenagao estaveis, com a
maioria dos metais de transigido, reagindo rapidamente e sendo isoladas do meio
reacional sem grandes dificuldades. A estabilidade térmica e a facilidade de formar
complexos metalicos em diferentes estados de oxidagao possibilitam a utilizagcao

destes compostos em diversos processos cataliticos [85] e também em estudos
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bioinorgéanicos [86]. Iminas contendo grupos usuais no meio biolégico, como imidazol
ou piridina, tém sido muito estudadas como ligantes de metais essenciais em
compostos miméticos do sitio ativo de metaloproteinas [87,88].

Em nosso laboratério, diferentes complexos de cobre, ferro ou manganés com
ligantes do tipo base de Schiff tém sido estudados [89], com a finalidade de verificar
a estrutura e a reatividade desses compostos em processos cataliticos,
especialmente aqueles envolvendo oxidagcdo de substratos especificos, por
oxidantes presentes no meio bioldgico (oxigénio ou peréxido de hidrogénio).

Estudos mais recentes em nosso laboratério sobre complexos de cobre com
ligantes iminicos derivados de oxinddis mostraram que estes s&o bons agentes
citotoxicos frente a diferentes células tumorais, com potencial aplicagdo como
agentes antitumorais [90]. Ja foi verificado em estudos anteriores que estes
complexos catalisam a oxidacdo de carboidratos e podem causar danos oxidativos
apreciaveis as proteinas HSA e BSA, num processo modulado pelo ligante [91].

Particularmente, tem grande interesse a isatina (2,3-dioxoindolina) que € um
oxindol enddégeno encontrado em fluidos, no cérebro e em tecidos periféricos de
mamiferos. Apresenta uma extensa gama de efeitos biologicos, incluindo acéo
antibacteriana, fungicida, antiviral e antiproliferativa e também atividade pré-
apoptotica [92]. Sua concentragdo no sangue excede 1 uM, enquanto as
concentragdes em tecidos variam de 0,1 a 10uM. Isatina tem um largo espectro de
efeitos metabdlicos e de comportamento, aumentando o estresse e sendo
anxiogénico em baixas doses e sedativo em altas doses [93]. Além disso, a isatina
exibe um interessante equilibrio ceto-endlico que pode influenciar seus modos de
coordenacédo, dando origem a complexos catidnicos ou neutros, com variadas formas
estruturais e diferentes reatividades [94].

Alguns complexos de cobre(ll) e outros metais de transigdo com isatina, ou
seus derivados, foram descritos na literatura [95-98]. Compostos com ligantes do
tipo quinolina-hidrazonas derivados da isatina foram sintetizados, e suas
propriedades espectroscopicas e magnéticas foram investigadas [99, 100]. Mais
recentemente, complexos de cobre(ll)com isatina-tiosemicarbazona (relacionados

com a droga antiviral metilsazona) foram preparados por métodos de condensagao
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usuais ou eletroquimicamente, sendo caracterizados por diferentes técnicas
espectroscopicas [101-105]. Este tipo de complexos foi identificado como causador

de significativa inibigdo de células humanas leucémicas [106].

1.6. O cobre e o processo apoptético

Sabe-se que o cobre € um metal de transi¢cdo que devido a sua atividade
redox atua como cofator em inUmeras enzimas e proteinas, desempenhando um
papel fundamental no metabolismo celular. Por outro lado, também esta envolvido
em processos de dano celular, que podem gerar inumeras doengas e até a morte
celular, por necrose ou apoptose [107, 108].

A morte celular programada, chamada apoptose [109-111], é caracterizada
por um imediato encolhimento celular diminuindo o contato entre as células. As
organelas do citoplasma, tais como ribossomos, mitocondrias, etc, permanecem
intactas, sugerindo que a célula desempenha sua atividade metabdlica por um tempo
consideravel. Como a membrana celular permanece intacta as organelas ndo saem
da célula, e, portanto, ndo é observado processo inflamatoério. O DNA (ou cromatina)
se condensa principalmente perto das membranas, chegando a deixar as células
com formatos pontiagudos. Juntamente com a condensacgao ocorre a fragmentacgéo
nuclear e posterior fragmentacéo celular gerando os chamados corpos apoptoticos.
Estes fragmentos podem ou ndo ter fragmentos do nucleo original. Estes fragmentos
podem ser removidos por macréfagos ou podem ser fagocitados por células

epiteliais.

Existem essencialmente trés situagcdes em que se pode esperar que ocorra a
apoptose:

a) Suicidio celular utilitario: a morte de uma unica célula ocorre para o bem da

maioria. Neste caso, células perfeitamente saudaveis sdo instruidas pelo
ambiente em que se encontram a se autodestruir, pois existem células demais
presentes, ou € necessario mais espaco para reposicionamento ou
reorganizacdo dos tecidos. Isto ocorre extensivamente durante o

desenvolvimento embrionario, ou em tecidos adultos no processo de
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cicatrizagao, por exemplo. Uma observacédo importante nesta situagcao é que
envolve a remogao de células saudaveis, nao existe nenhuma indug¢ao a dano
e, portanto, ndo ocorre mecanismo de reconhecimento ou resposta a danos;

b) Senescéncia: as células reconhecem que estdo velhas e iniciam a
programagao da sua morte. Outro mecanismo estudado é que, nos tecidos,
outras células reconhecem o envelhecimento de uma célula e sinalizam para
que ocorra o inicio da apoptose;

c) Dano celular: as células podem detectar niveis muito baixos de dano a
estruturas vitais como DNA ou membranas e, em vez de tentar reparar o
dano, cometem suicido. Reparar o dano leva a um risco de cometer algum

erro ou mudar o DNA, o que poderia dar origem a uma mutacgao.

A apoptose pode ser chamada de morte programada da célula e este tipo de
morte celular € bem mais complexo do que a necrose [112,113], ja que envolve
processos controlados e programados para cada célula individual. A Tabela 1

apresenta as principais diferencas entre necrose e apoptose.

Tabela 1.Diferengas gerais entre necrose e apoptose

Apoptose Necrose
Afeta células isoladas Afeta clusters celulares
Nao ha resposta inflamatoria Ocorre inflamacéao
Membrana celular intacta Ocorre ruptura da membrana celular
Encolhimento celular Inchamento celular
Perda de contato entre as células Modificacbes nas membranas
Estrutura das organelas é mantida Perda da estrutura das organelas
Condensacéao do citoplasma e do DNA | Aumento da mitocOndria
Fragmentacéo do nucleo Ruptura celular imediata
Remocao por fagocitose Remocgao por macréfagos

A apoptose pode se dar por duas vias: o caminho extrinseco, onde receptores
especificos para morte celular localizados na membrana celular s&o ativados, e o
caminho intrinseco, onde a mitocondria esta primariamente envolvida. Acredita-se
que os principais fatores causadores da apoptose sdo desequilibrio no estado redox
da célula, o que envolve disfuncbes na mitocondria, e producdo de ROS, com

consequente geragao de estresse oxidativo [114].
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Considerando que em um sistema celular o valor do pH é constante, o estado
redox depende essencialmente do equilibrio entre trés pares redox: o sistema
nicotinamida/dinucleotideo fosfato, NADP*/NADPH, que tem o potencial mais
negativo e, assim, constitui fonte principal de elétrons para os outros sistemas; o
sistema tioredoxina, Trxq.q/TrXoxid, € O Sistema glutationa, GSSG/2GSH, considerado
o principal sistema tamp&o redox celular, por estar presente em maior quantidade
com relagao aos outros, apesar de seu potencial ndo ser o menor [115]. Alterando-se
o equilibrio redox deste ultimo par (GSSG/2GSH), pode-se alterar todo o
funcionamento celular, pois a glutationa representa um cofator de muitas reagdes
essenciais a célula.

A morte celular € quase sempre associada a um ambiente oxidante, ao
contrario do crescimento, que € associado a um ambiente redutor [116, 117].
Numerosas espécies pré-oxidantes sdo capazes de induzir a apoptose aumentando
a concentracdo de ROS e outras espécies oxidantes, que entdo iniciam uma cascata
de sinalizadores de morte bastante complexa, envolvendo proteinas como caspases
(proteases de cisteina) [118], p38, p53 e p21, e proteinas kinases (JNK) [119], entre
outras proteinas capazes de regular o ciclo celular.

Fica claro que a participacdo da mitocéndria na apoptose é extremamente
importante [120]. Muitos estudos mostraram que durante a apoptose a disfungao
mitocondrial parece ser, principalmente, o resultado de uma permeabilizacao
especifica da membrana externa para moléculas grandes, incluindo a citocromo c . A
perda da citocromo ¢ da membrana interna para a membrana externa resulta no
prejuizo da respiragdo mitocondrial, bloqueando o transporte de elétrons entre o
complexo Il (citocromo c redutase) e o complexo IV (citocromo ¢ oxidase) da cadeia
respiratéria. Além disso, quando liberada, a citocromo ¢ promove a ativacdo da pro-
caspase-9 que ativa a caspase-3, e 0 subsequente co-envolvimento de outras
caspases na cascata de reagdes, que resulta nos fendtipos apoptoticos observados
na célula [121, 122].

Os danos provocados por ROS sdo causados principalmente pela alta
reatividade destas espécies frente a oxidacdo de cadeias hidrocarbénicas dos acidos

graxos insaturados, dos residuos de aminoacidos de proteinas, de carboidratos e de
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bases nitrogenadas dos acidos nucléicos. Os danos oxidativos causados por ROS
levam, em casos extremos, a alteracdes e ao comprometimento da funcéo de todas
as estruturas e macromoléculas celulares, com consequente morte celular [123-127].
Apenas em baixas concentragdes as espécies reativas de oxigénio sao reconhecidas
como mensageiras no processo de tradugdo de sinal celular, por duas maneiras:
fosforilagdo de proteinas ou mudanga de grupos tidis nas proteinas [128, 129].

A geragao desequilibrada de ROS no meio e suas consequéncias celulares,
como a apoptose, podem ser causadas pela presenca de metais em excesso na
célula, como o cobre. Uma das conseqliéncias de altos niveis de cobre nas células é
0 aumento da taxa de formacgao de espécies reativas, como ROS, levando a danos
oxidativos, com destruicdo da bicamada lipidica, alterando funcdes protéicas e
génicas. lons de cobre também podem participar da ativacdo da apoptose, embora
seu mecanismo de agao nao seja bem conhecido [21]. Recentemente, foi identificada
uma proteina celular que se liga ao cobre, a Prion proteina (PrP°), que regula o nivel
de peroxido de hidrogénio intracelular, prevenindo a apoptose induzida por cobre
[130, 131]. O cobre se liga a Prion em um sitio majoritario de Cu(ll), identificado no
N-terminal, e esta proteina tem uma participagao direta no metabolismo do cobre no
cérebro. Embora a fungao fisiolégica fundamental desta proteina ndo esteja bem
definida, sabe-se que sua deficiéncia resulta em fendtipos neuronais sensiveis ao
estresse oxidativo induzido por O," e H,0,. Este fato mostra que o organismo tem
mecanismos de intenso controle do cobre, especialmente em células neuronais, para
evitar a apoptose indesejada em células saudaveis por agéo deste elemento.

A necessidade de busca por terapias anti-tumorais mais baratas e simples
teve como consequéncia o aumento da pesquisa por drogas pro-apoptéticas
baseadas em complexos metalicos, além da possibilidade de elucidar a acdo dos
metais no organismo, através do estudo de complexos estaveis [132, 133].

Os complexos de cobre tém sido os mais estudados com o objetivo de se
projetar novas drogas antitumorais, elucidando o papel dos complexos na indug&o da
apoptose. Complexos de Cu?* e Zn** com prodigiosina foram sintetizados com o
objetivo de se avaliar a clivagem do DNA mediada por cobre [134-136]. Compostos

naturais, presentes no cha verde, como o Galato de epigalocatequina, mostraram
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atividade de inibicao de proliferacdo de células do adenoma de préstata humana
(PCA) bastante aumentada na presenca de ions cobre(ll) [137]. A amicacina, um
antibiotico aminoglicosideo, teve sua atividade danosa ao DNA aumentada ao ser
complexada a cobre(ll), indicando que a ligagdo com o metal pode gerar ROS, que
seriam as responsaveis pelo aumento da sua atividade [138]. Estes e outros
resultados semelhantes levaram a estudos cada vez mais intensos neste campo.
Apesar do mecanismo de acdo do cobre nas células tumorais ainda ser obscuro,
alguns pesquisadores créem que a apoptose ndo € devida a danos oxidativos
mediados por cobre em proteinas. Concluem que certos tipos de ligantes organicos
agem se coordenando ao cobre presente naturalmente em células tumorais,
formando um potente inibidor de proteasoma e indutor de apoptose, nas
concentragdes de cobre encontradas nestes tecidos [139].

Diversos complexos de cobre(ll) tiveram deste modo suas atividades
biolégicas avaliadas, especialmente relacionadas a danos ao DNA e a apoptose
[140-143]. Particularmente, alguns destes complexos podem gerar eficientemente
ROS, durante a catalise de substratos endogenos, que subseqientemente atacam
biomoléculas, disparando o estresse oxidativo [144-146]. Este estresse oxidativo
conduzido por espécies parcialmente reduzidas de oxigénio pode ser amplificado
pela reatividade do cobre [147-149], levando a injuria de moléculas essenciais como
proteinas, lipideos e DNA, sendo um importante estimulo para a apoptose [123]. A
partir destes estudos fica claro que alguns complexos de cobre podem interferir no
ciclo celular em diferentes niveis, causando a apoptose (0 que é muito interessante
quando se trata de células tumorais), mas o mecanismo de seu modo de agao
permanece ainda sem elucidagéo.

Todos estes fatores estimulam estudos biolégicos intensos de alguns
complexos iminicos de cobre(ll) como causadores da apoptose celular [150]. Por
esta razdo, também nos interessamos pelo estudo de compostos iminicos, contendo
grupos imidazol, piridina, pirazina ou indol, que apresentam atividade catalitica frente

a substratos biolégicos, com implicagdes bioldgicas.
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2. Objetivos

O objetivo principal deste trabalho foi a investigacdo da reatividade de
complexos de cobre(ll) com ligantes diiminicos em processos oxidativos,
especialmente na oxidagcado de proteinas. Inicialmente, sabendo-se que a oxidagao
de carboidratos inicia a glicoxidagdo de proteinas e que ions metalicos como cobre
podem estar envolvidos neste processo, complexos de cobre(ll) com ligantes do tipo
base de Schiff, com propriedades redox diversificadas e moduladas pelo ligante,
foram preparados e utilizados para o estudo cinético da oxidagcado de carboidratos
simples, como glucose, frutose e galactose, afim de se determinar a eficiéncia destes
complexos como catalisadores deste processo.

Adicionalmente, a interacdo destes complexos de cobre com a proteina
albumina (HSA e BSA) foi investigada, principalmente através de técnicas
espectroscopicas (CD, EPR, UV/Vis) e de SDS-PAGE, para verificagdo do sitio
preferencial de coordenagao ou inser¢cao do metal. A estabilidade termodinamica
relativa destes compostos foi determinada, através das respectivas constantes de
estabilidade, comparadas a da espécie cobre-albumina [Cu-BSA].

A deteccdo e a identificacdo de possiveis danos oxidativos as proteinas e
outras biomoléculas, com consequente formagao de grupos carbonilicos, clivagem
e/ou geragcdo de radicais livres, pela acdo dos complexos de cobre, tanto em
presenga como na auséncia de peroxido de hidrogénio, também foram investigadas.
Para estes estudos as técnicas espectroscopicas de UV/Vis, EPR e SDS-PAGE
foram utilizadas.

Por fim, estudos sobre a influéncia dos complexos de cobre(ll) estudados na
respiragdo mitocondrial foram realizados com o objetivo de elucidar melhor a
participagcdo do metal e do ligante no processo de apoptose, ja que muitos destes
compostos mostraram anteriormente atividade pré-apoptotica, dependente do

ligante, com geragao de espécies reativas de oxigénio.
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3. Parte Experimental

3.1. Reagentes:

Os reagentes utilizados nas varias sinteses foram obtidos da Merck ou da
Sigma/Aldrich Chemical Co. A agua para preparo de todas as solugdes foi
deionizada em aparelho Barnstead, modelo D 4700. O sistema deionizador é
composto por um conjunto de 4 filtros cilindricos, contendo resina para captura de

ions e carvéo ativado para captura de material organico.

3.2. Métodos e Instrumentacgao:

e Analise Elementar:

A andlise elementar de C, N e H dos complexos sintetizados foi realizada pela
Central Analitica do IQ-USP, em um ELEMENTAR ANALYZER CHN modelo 2400 da
Perkin Elmer, que permite a determinagao de porcentagens de carbono, nitrogénio e

hidrogénio, com erro absoluto entre 0,3 e 0,5.

e Espectroscopia Eletrénica:
Os espectros de absorg¢ao na regiao do visivel e ultravioleta foram obtidos em um
espectrofotdmetro UV/Visivel, modelo 1650 PC da SHIMADZU, utilizando-se cubetas

de quartzo, de caminho 6ptico de 1,00 cm.

e Espectroscopia no Infravermelho:

Os espectros de absorgdo na regido do infravermelho foram obtidos em um
espectrometro MB 102, da ABB Bomem, por reflectancia, na regiao de 4000 a 400
cm”, a partir de pequenas porcdes dos complexos sintetizados, triturados e

homogeneizados com KBr anidro.
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e Consumo de oxigénio:

O consumo de oxigénio durante as reagbes de oxidagdo de carboidratos na
presenca de complexos de cobre, foi monitorado através de um oxigrafo da marca
GILSON (MedicalElectronics Inc. USA), que permite a verificagdo do oxigénio
consumido no meio reacional. Este equipamento é composto por uma cela de
volume igual a 1,8 mL, que esta conectada a um eletrodo sensivel ao oxigénio, o
chamado eletrodo de Clark (Pt, com referéncia interna de Ag/AgCl), envolto por uma
membrana de poliestireno e com uma gota de solugao saturada de KCI entre o
eletrodo e a membrana, para passagem da corrente elétrica. A cela possui uma
tampa com pequeno orificio para evitar a troca gasosa com o meio e possui também
um pequeno agitador magnético, além de ser termostatizada por a um banho que
mantém a temperatura constante.

Ja nos experimentos de determinagéo da influéncia dos complexos de cobre(ll)
na respiragao mitocondrial utilizou-se um instrumento semelhante, o oxigrafo DWA1

Oxygen Electrode Chamber, da Hansatech Instruments, operando a 37°C.

e Dicroismo Circular:

As medidas foram efetuadas em um espectropolarimetro JASCO J-720, no
intervalo de 300 a 650 nm, utilizando-se uma cela de quartzo esférica, de 1,00 cm de
caminho Optico. Nestas medidas, adi¢des de solugdo do complexo de cobre
estudado eram adicionadas a uma solugdo da proteina albumina, sendo o

espectropolarograma registrado em seguida.

e Ressonancia Paramagnética Eletronica:

Os espectros de EPR foram registrados em um espectrémetro EPR da BRUKER,
modelo EMX, operando na banda X (v = 9,33 GHz), com poténcia de 20mW e
modulacédo de frequéncia de 100 kHz. Para as medidas de deteccdo de espécies
radicalares em solugdo, utilizou-se tempol (38uM) como padrédo e 5,5-
dimetilpirrolina-N-6xido (DMPQO) como captador de spin. Para as medidas
envolvendo o metal cobre, utilizou-se DPPH para calibragdo do campo magnético (g
= 2,0036).
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e Analise de Perdxido de Hidrogénio:

As solugdes de perdxido de hidrogénio foram analisadas pelo método do
vanadato, que € um método indireto e consiste na obtencédo de um peroxo estavel de
vanadio(V), VO(O,)", de coloragéo avermelhada. Esta espécie é resultante da adigéo
de solugbes de peroxido de hidrogénio a uma solugdo de vanadio, em meio
fortemente acido (H.SO4 0,5 M).

A equacgao quimica para o processo € a seguinte:
VO3 + Hy0, + 2H" — VO(0,)" + 2 H,O

A analise é realizada espectrofotometricamente, com Amax entre 450 e 460 nm e

absortividade molar ¢ = 360 M cm™.

e SDS-PAGE
Os experimentos de SDS-PAGE unidimensional foram realizados utilizando-se o
equipamento mini-VE Vertical Electrophoresis System, da Amersham Biosciences. O

gel de poliacrilamida a 12% foi corrido por 3 horas, a 100mV e 25mA.

e Medidas de Fluorescéncia:
Para realizacdo destes experimentos utilizou-se um espectrofluorimetro SPEX-
fluorolog 2 e cubetas de quartzo com caminho éptico de 1,0 cm, velocidade de

varredura de 1 nm/s, com fenda de 0,5 nm para excitagdo e 2,0 nm para emissao.

¢ Determinagao da formagao de grupos carbonil

Danos oxidativos a albumina bovina foram estimados pela formacao de grupos
carbonil, monitorados através da obtencdo das correspondentes dinitrofenil-
hidrazonas, pela reagdo com dinitrofenil-hidrazina (DNPH). Os respectivos espectros
de absorgao na regido do visivel foram obtidos em um espectrofotbmetro UV/Vis
modelo 1650 PC da SHIMADZU, utilizando-se cubetas de quartzo de caminho 6ptico
de 1,00 cm. Estes derivados hidrazonas sao estaveis, apresentando forte coloracao

amarela ou laranja, podendo ser estimados espectrofotometricamente em A = 360-

37



390 nm. O valor de absortividade molar (¢ = 2,2 x 10* M'cm™) foi utilizado para

quantificar a formagao de grupos carbonil.

3.3. Sinteses

Foram sintetizados varios complexos de cobre(ll) do tipo diiminico, anteriormente
estudados em nosso laboratério, além da sintese de um novo composto de zinco,

baseados em método geral descrito na literatura [151].

e Complexos de Cobre:

a) [Cu(apzhist)OH]CIO4

Em um baldo de fundo redondo, foram adicionados 4 mmols (736 mg) de
histamina di-hidrocloreto dissolvidos em 50 mL de metanol a 2 mmols (740 mg) de
perclorato de cobre(ll) hexa-hidratado dissolvidos em 10 mL de agua deionizada. O
pH da solucao foi ajustado de 3 para 9 com uma solugao saturada de bicarbonato de
sodio e, nessa etapa, a solugao azul claro foi escurecendo até azul marinho. Foram
adicionados entdo 2 mmols (244 mg) de acetilpirazina previamente destilada,
dissolvidos em 15 mL de metanol, gota a gota. Apés uma hora de reacdo a solugao
resultante foi levada para o freezer e mantida a -4°C por aproximadamente 1 hora. O
precipitado roxo obtido foi filtrado e lavado com agua deionizada e metanol gelados,

e posteriormente seco em dessecador a vacuo. O rendimento foi de 77%.

b) [Cu(apyhist)OH]CIO4

Em um baldo foram adicionados 4 mmols (736 mg) de histamina di-
hidrocloreto dissolvidos em 50 mL de metanol a 2 mmols (740 mg) de perclorato de
cobre(ll) hexa-hidratado dissolvidos em 10 mL de agua deionizada, sob agitagéo. O
pH da solucado foi ajustado para 9 com uma solugdo saturada de bicarbonato de
sédio, sendo que nessa etapa foi observado um escurecimento gradual da solugao
azul claro até azul marinho. Foram adicionados, em seguida, 2 mmols (0,207 mL) de
acetilpiridina dissolvidos em 15 mL de metanol, gota a gota. Apés uma hora de

reacado a solugao resultante foi levada para o freezer e mantida a -4°C por
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aproximadamente 1 hora. O precipitado violeta obtido foi filtrado e lavado com agua
deionizada e metanol gelados, sendo depois seco em dessecador a vacuo. O

rendimento foi de 69%.

c) [Cu(apyhist)H,0](Cl0,).

Em um balédo, 4 mmols (736 mg) de histamina di-hidrocloreto dissolvidos em
50 mL de metanol foram adicionados a 2 mmols (740 mg) de perclorato de cobre(ll)
hexa-hidratado dissolvidos em 10 mL de agua deionizada, sob agitacdo. O pH da
solugéo foi ajustado de 3 para 6 com uma solugéo saturada de bicarbonato de sédio
e, nessa etapa, a solugao azul claro foi escurecendo até azul escuro. Foram entao
adicionados 2 mmols (244 mg) de acetilpirazina dissolvida em 15 mL de metanol,
gota a gota. Apdés uma hora de reagdo a solugcdo resultante foi levada para a
geladeira, sem nenhum precipitado aparente. Apds 6 dias, cristais verde escuro
brilhantes foram observados, filtrados e lavados com agua deionizada e metanol

gelados, e entdo secos em dessecador a vacuo. O rendimento foi de 52%.

d) [Cu(isaepy)2](CIOa).

Dissolveu-se 10 mmol de isatina em 25 mL de etanol e 25 mL de
diclorometano. Adicionou-se entdo, lentamente, 10 mmol de 2-(2-aminoetil)piridina a
solugdo de isatina e, em seguida, ajustou-se o pH para 5,5 com HCI concentrado,
mantendo-se a solugéo resultante sob agitagdo constante durante 24 horas. Apds
esse periodo houve a formacdo de um solido amarelo claro. Adicionou-se entao,
lentamente, 5 mmol de perclorato de cobre(ll) hexa-hidratado dissolvidos em 5 mL
de agua destilada, ajustou-se o pH em 7,5 com solugdo saturada de NaOH e
manteve-se a solugao resultante sob agitacdo por 12 horas. Formou-se um fino
precipitado marrom, que foi filtrado e lavado com etanol e éter etilico gelados. Secou-

se o composto obtido em dessecador a pressao reduzida. O rendimento foi de 68%.
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e) [Cu(isami)(H.0)]CIO,

Dissolveu-se 4 mmol de isatina em 30 mL de etanol e diclorometano (10%),
sendo o pH ajustado para 5 com HCI concentrado. Adicionou-se em seguida uma
solugdo de 4 mmol de 8-aminoquinolina em 10 mL de etanol e manteve-se a
agitacdo por 20 horas, a temperatura ambiente. Adicionou-se entdo 4 mmol de
perclorato de cobre(ll) hexa-hidratado dissolvidos em 5 mL de agua destilada e
imediatamente formou-se um precipitado marrom claro. Manteve-se a agitagdo por
mais 4 horas e o balao foi colocado na geladeira por 24 horas. Filtrou-se e lavou-se
com etanol e éter etilico gelados. Secou-se o composto final obtido em dessecador,

sob pressao reduzida. O rendimento foi de 74%.

e Complexo de zinco:

[Zn(isaepy)Cl.]

Dissolveu-se 10 mmol de isatina em 35 mL de etanol e 35 mL de
diclorometano. Adicionou-se, lentamente, 10 mmol de 2-(2-aminoetil)piridina,
dissolvida em 5 mL de etanol a solugdo de isatina e, em seguida, ajustou-se o pH
para 5,5 com HCI concentrado, e manteve-se sob agitagcdo constante durante 24
horas. Apds esse periodo observou-se a formacdo de um sélido amarelo claro.
Adicionou-se lentamente 5 mmol de cloreto de zinco dissolvido em 5 mL de agua
destilada, ajustou-se o pH em 7,5 com solugédo saturada de NaOH e manteve-se a
agitacado por mais 3 horas. Formou-se um fino precipitado laranja, que foi filtrado e
lavado com etanol e éter etilico gelados. Secou-se o composto obtido em
dessecador a pressao reduzida. O rendimento foi de 78%.

3.4. Reatividade dos complexos de cobre(ll) frente a oxidagao de
carboidratos por oxigénio molecular

Para estes estudos foram escolhidos trés carboidratos, frutose, glucose e
galactose, e trés complexos de cobre(ll), [Cu(apyhist)OH]’, [Cu(apyepy)OH]" e
[Cu(isaen)]’, para atuarem como catalisadores na oxidagdo pelo oxigénio molecular.

Este ultimo composto foi utilizado como pardmetro de comparagao para os outros
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dois complexos, ja que em estudos anteriores em nosso laboratorio [152], foi um dos
mais reativos dentro da série de catalisadores entao estudados.

Foram preparadas solugdes de concentragao 0,5 mM de cada complexo em
tampao carbonato 150 mM e solugdes de concentragao 1,0M de cada carboidrato.

Nestes estudos foi utilizado um oxigrafo GILSON, que é um equipamento que
permite o0 monitoramento do consumo de oxigénio durante uma reagao. O tampao, o
catalisador e o substrato foram adicionados na cela do oxigrafo, nesta ordem, em
volumes precisos para obter-se a concentragao final desejada. O tempo de aquisi¢ao
de cada curva variou entre 15 e 30 minutos, a temperatura foi mantida sempre
constante a 25,0°C, controlada por um banho termostatizado, e o pH foi mantido em
12 pelo uso do tampao carbonato 150 mM, exceto quando houve variagdo do pH,
dando prosseguimento ao estudo.

Estes experimentos foram divididos em etapas, sendo que em todas elas o
oxigrafo foi calibrado sempre com o agente redutor ditionito de sédio, para obter o
fundo de escala (zero % de oxigénio dissolvido), antes de ser efetuada qualquer
medida. Todas as medidas foram feitas pelo menos em duplicatas, sendo que
algumas foram repetidas mais vezes.

Na primeira parte, variou-se a concentracdo do catalisador (complexo de
cobre(ll)), mantendo-se a concentracdo dos carboidratos constante em 1,0M e
utilizando tampao carbonato 150 mM, pH=12,0 e temperatura de 25,0°C, e o tempo
de corrida foi de 30 minutos. Neste caso, monitorou-se a reacdo de cada catalisador
[Cu(apyhist)OH]", [Cu(apyepy)OH]" e [Cu(isaen)H.O]’, com cada um dos trés
substratos: frutose, glucose e galactose.

Na segunda etapa, o carboidrato escolhido para o estudo foi a galactose e,
entdo, variou-se sua concentracdo, mantendo-se constante a concentragdo do
catalisador em 0,1 mM, utilizando tamp&o carbonato 150 mM, pH=12,0 e
temperatura de 25,0°C. O tempo de medida foi de 15 minutos e os catalisadores
usados foram os mesmos da etapa anterior, isto €&, [Cu(apyhist)OH]",
[Cu(apyepy)OH]" e [Cu(isaen)H,0]".

Para dar continuidade ao estudo escolheu-se como catalisador para esta nova

fase apenas o [Cu(apyhist)OH]", e o carboidrato continuou sendo a galactose. Agora,
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variou-se a concentragdo do tampao carbonato, mantendo-se constante a
concentragdo do catalisador em 0,1mM e do substrato (carboidrato) em 1,0M. A
temperatura foi mantida constante em 25,0°C e o pH=12,0.

Na ultima etapa o catalisador e o substrato utilizados foram respectivamente
[Cu(apyhist)OH]" e a galactose, e variou-se o pH utilizando-se tamp&o carbonato 150
mM, para pH=12,0; pH=11,0 e pH=10,0, e tampao fosfato 150 mM para pH=9,0 e
pH=8,0. A concentracdo do catalisador foi mantida constante em 0,1mM e a
concentragao do substrato (carboidrato) em 1,0M. A temperatura foi também mantida

constante em 25,0°C.

3.5. Interagcdo dos complexos de cobre(ll) com biomoléculas

3.5.1. Estabilidade termodinamica: medidas de Dicroismo Circular

Para as medidas de estabilidade termodinamica foram utilizados os seguintes

complexos de cobre(ll):

e [Cu(isaen)H.O]"

e [Cu(isapn)]*

e [Cu(isami)H.0]"

* [Cu(isaepy)]”*

e [Cu(apyhist)H,0]**
e [Cu(H0)s**

Foi determinada a constante de estabilidade termodinamica relativa para cada
complexo de cobre(ll) separadamente, utilizando albumina bovina (BSA) como

ligante competitivo, baseado em estudos semelhantes.

Foram adicionados em uma cela esférica de quartzo solucdo de BSA 0,7 mM e
tampéo fosfato 10 mM com pH = 7,3 e o primeiro espectro foi registrado no intervalo
de 350 a 650 nm. Em seguida, foram sendo adicionadas quantidades crescentes de
complexo de cobre e, depois de cada adicdo, um novo espectro foi registrado. O

mesmo procedimento foi repetido para cada complexo de cobre(ll) estudado.
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Utilizou-se como controle o aqua-complexo, [Cu(H20)4?*, que corresponderia ao

maximo de metal inserido na proteina, em cada caso.

A capacidade de competicdo entre as bases de Schiff e a albumina bovina na
coordenacédo de ions cobre(ll) foi comparada para determinar a correspondente

constante de estabilidade relativa, levando-se em conta os seguintes equilibrios:

Cu(l)L == Cu(ll) +L
Cu(ll) + BSA == [Cu(ll)BSA]
Cu(ll)L + BSA == [Cu(Il)BSA]

Sendo a constante B definida para cada complexo de cobre(ll) como se segue:

Keunssa _ [Cu(Il)BSA].[L]

Brel =
| KeuanL [BSA][Cu(I)L]

onde:

[L] = [Cu(I)BSA]
[Cu(I)L] = [Cu(Il)]o — [Cu(Il)BSA]
[BSA] = [BSAJ, — [Cu(Il)BSA]

Utilizando os espectros de [Cu(H20)4]** como referéncia, uma curva analitica
foi construida, do sinal de CD versus concentragao de cobre inserida na proteina, e,

assim, foi possivel calcular o valor de [Cu(ll)BSA] obtido para cada composto, pois:
y=ax+b
onde: y = amplitude em cm da banda CD observada e x = [Cu(Il)BSA]

Para cada ponto teremos um valor de y que fornecera um valor de P, €
assumindo que log K = 16,2 para [Cu(Il)BSA] [153, 154], obteremos um valor médio

de log K para cada composto de cobre(ll).

43



3.5.2. Estudo espectrofotométrico dos complexos de cobre(ll) na presenga de
BSA

Para avaliar melhor e complementar os dados obtidos com os experimentos
de dicroismo circular (CD), monitorou-se por espectroscopia UV/Vis os complexos de

cobre(ll) titulados com quantidades crescentes de albumina bovina.
Para este estudo foram utilizados os seguintes complexos de cobre(ll):

e [Cu(isaen)H0]"

e [Cu(isapn)]*

e [Cu(isami)H,0]"

* [Cu(isaepy)]”*

e [Cu(apyhist)H,01**
e [Cu(H20)*

As condigdes utilizadas foram: [CuL] = 0,15 mM; [BSA] = 0,7 mM; Tampao fosfato
50mM pH =7,3 e T= 25,0°C.

Em uma cubeta de quartzo com 2,0 mL de solugdo do CuL estudado foram feitas
adigbes de 100, 200, 400, 800 e 1000 uL de solugdo de BSA. Apds cada adigao o

respectivo espectro foi registrado.

3.5.3. Interagdao dos complexos de cobre(ll) com plasma sanguineo e albumina
humana: Medidas de EPR

Medidas de EPR foram feitas para verificar a interacdo dos complexos de

cobre(ll) com albumina humana e plasma sanguineo.
Para estes estudos foram utilizados os seguintes complexos de cobre(ll):

e [Cu(isaen)H.0]"
e [Cu(isapn)]*
e [Cu(isami)H.0]"
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e [Cu(isaepy)a*
e [Cu(apyhist)H,0]**
e [Cu(H,0)4*"

Condicbes experimentais:

[HSA] = 0,6 mM; [CuL] = 300 uM; Tampéao fosfato 50 MM pH=7,3e T = 77K.
Plasma sanguineo apos 12 horas de jejum

Todas as medidas foram feitas seguindo o mesmo procedimento.

Em um eppendorff, foram adicionados 200 uL de CuL e 800 puL do substrato
(HSA ou plasma). A mistura foi agitada e uma aliquota foi retirada e congelada com
nitrogénio liquido para a realizacdo da primeira medida. O restante da mistura
reacional foi incubado a 37,0°C. As medidas foram repetidas a cada 5 minutos, até
completar 60 minutos de incubacao, tanto para os experimentos com o plasma

sanguineo como com albumina (HSA).

3.5.4. Experimentos de SDS-PAGE

Este experimento foi realizado para verificar a possivel interacao dos

complexos de cobre(ll) com outras proteinas do plasma além albumina.

Para este estudo foram utilizados os seguintes complexos de cobre(ll):

e [Cu(isaen)H.0]"

e [Cu(isapn)]**

e [Cu(isami)H.0]"

* [Cu(isaepy)]”*

e [Cu(apyhist)H,0]**
e [Cu(H0)*
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Condigbes experimentais:

O marcador de peso molecular utilizado foi prestained SDS-PAGE standards —
Broad Rage Da Bio-Rad, com faixa de 201 a 7 KDa.

[CuL] = 1,5 mM; [HSA] no plasma = 0,6 mM.
No eppendorff , com Viinal = 10uL:
Plasma = 1,0uL; CuL =7,0uL; Azul de bromo fenol = 1,0uL; SDS = 1,0uL

Em um eppendorff adicionou-se plasma + CuL e incubou-se as amostras em
banho-maria por 30 minutos, a 37,0°C. Adicionou-se azul de bromofenol e SDS
(10%) agitou-se. Aplicaram-se entdo as amostras no gel de poliacrilamida (12%).
Deixou-se correr o gel por 3 horas, a 100 mV e 25 mA. Apds a corrida, o gel foi
cuidadosamente transferido para um recipiente e corado com uma solucdo de
corante Comassie blue, por 30 minutos. O gel foi entdo descorado com solugéo de

metanol/acido acético (30%/10%) e seco para determinagdo das bandas.

3.5.5. Fluorescéncia dos complexos de cobre(ll) na presenga de glutationa
(GSH)

As medidas de fluorescéncia foram feitas para verificar a estabilidade dos
complexos de cobre frente a um agente redutor presente em grandes concentragdes

nas células.
Para este estudo foram utilizados os seguintes complexos de cobre(ll):

e [Cu(isaen)H.0]"

e [Cu(isapn)]**

e [Cu(isami)H.0]"

e [Cu(isaepy)]”

e [Cu(apyhist)H,0]**
o [Cu(H20). ]
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Condicdes experimentais: [CuL] = 0,5 mM; [GSH] = 10,0 mM; Tampao fosfato 50 mM
pH=7,3.

As amostras contendo os complexos de cobre(ll) na presenca e na auséncia
de glutationa (GSH) foram excitadas utilizando-se o comprimento de onda 336 nm.
Os espectros foram registrados na faixa de 500-750 nm, monitorando-se a emissao

caracteristica de complexos de cobre(l)-tiolato em torno de 650 nm [155].

3.6.Danos a biomoléculas em presenga de complexos de cobre(ll)

3.6.1. Danos oxidativos a albumina na presenca de complexos de cobre(ll)

Para este estudo foram utilizados os seguintes complexos de cobre(ll):
e [Cu(isaen)H.O]"
e [Cu(isapn)[**
e [Cu(isaquin)H20]"
e [Cu(isaepy)s]**
e [Cu(apyhist)HO**
o [Cu(H0)*

Para este estudo foram feitos trés experimentos, nas seguintes condigbes

experimentais:
a) Experimento 1:

Tampao fosfato 50 mM pH = 7,3; [H202] = 1,0 mM; [BSA] = 5,0 mM; [CuL] = 300 uM,;
T=237,0°C.

b) Experimento 2:

Tampéao fosfato 50 mM pH = 7,3; [H20,] = 2,5 mM; [BSA] = 5,0 mM ; [CuL] = 300
uM ; T =37,0 °C.
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c) Experimento 3 :
Tampéao fosfato 50 mM pH = 7,3; [H202] = 0,75 mM; [HSA] =75 uM ; [CuL] = 75 uM ;
T=237,0"°C.

O procedimento experimental, baseado em protocolo descrito [155] na
literatura, foi 0 mesmo para os experimentos 1 e 2.
Adicionou-se em um eppendorff, com volume total de 1,00 mL:

300 pL de tampéo fosfato + 300 uL de BSA + 200 uL de CuL + 200 pL de H2O»

As amostras foram incubadas a 37 °C, por 30 minutos. Adicionou-se entao a
todas as amostras 1 mL de DNPH (dinitrofenilhidrazina, solu¢gdo 1 mM em HCI 1 M) e
incubou-se por mais 30 minutos, na mesma temperatura. As amostras foram
retiradas do banho e, apds resfriadas, foram adicionados 1,5 mL de NaOH 1 M. Apéds

5 minutos mediu-se a absorbéncia em 360 nm [156].

Todas as medidas, inclusive as dos controles, foram feitas em duplicata e os

controles utilizados foram:

Tampéao + BSA/HSA + CuL e Tampao + BSA/HSA + H,0,

3.6.2. Estudos de EPR

a) Determinacao da presencga de radicais livres

Estudos de EPR foram necessarios para verificar a possivel presenca de

radicais nos estudos de danos oxidativos a albumina bovina.
Para este estudo foram utilizados os seguintes complexos de cobre(ll):

e [Cu(isaen)H,0]"

e [Cu(isapn)]*

e [Cu(isaquin)H,0]"
* [Cu(isaepy)]*

e [Cu(apyhist)H,0]**
e [Cu(H0)4**
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Condigbes experimentais:
Tampéo fosfato 50 mM pH = 7,3; [H202] = 10 mM; [BSA] = 50 mM; [CuL] = 300 uM
[DMPQO] =40 mM; T = 25,0 °C.

Para a medida do controle, adicionou-se em um eppendorff 240 uL de tampéao

fosfato + 150 uL de BSA + 100 uL de CuL + 10 uL de DMPO.

Para as medidas experimentais, adicionou-se em um eppendorff 140 uL de tampéo

fosfato + 150 uL de BSA + 100 pL de CuL + 100 pL de H2O, + 10uL de DMPO.

Os eppendorfs foram agitados e uma aliquota foi retirada e transferida para
uma cela chata de quartzo de 0,1 cm. Os espectros de EPR foram registrados para

cada medida efetuada.

b) Verificagao de Interagdes cobre-proteina

Medidas de EPR também foram feitas para verificar a interacdo dos

complexos de cobre(ll) com albumina humana e com plasma sanguineo.
Para este estudo foram utilizados os seguintes complexos de cobre(ll):

e [Cu(isaen)H.0]"

e [Cu(isapn)]**

e [Cu(isami)H.0]"

e [Cu(isaepy)a]**

e [Cu(apyhist)H,O**

o [Cu(H0)F*"

Condicbes experimentais:
[HSA] = 0,6 mM; [CuL] = 300 uM; Tampao fosfato 50 mM pH =7,3; T = 77K.

Plasma sanguineo apos 12 horas de jejum
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Todas as medidas foram feitas seguindo o mesmo procedimento. Em um
eppendorff foram adicionados 200 uL de CuL e 800 uL do substrato (HSA ou
plasma), a mistura foi agitada e uma aliquota foi retirada e congelada com nitrogénio
liquido para a realizagdo da primeira medida. O restante da mistura reacional foi
incubado a 37,0°C. As medidas foram repetidas a cada 5 minutos até completar 60

minutos de incubacao, tanto para o plasma sanguineo como para albumina (HSA).

3.6.3. SDS-PAGE em presenc¢a de H,;0,

Este experimento foi realizado para verificar o possivel dano oxidativo a albumina

humana em presenca de peroxido de hidrogénio.
Para este estudo foram utilizados os seguintes complexos de cobre(ll):
e [Cu(isaen)HO]"
e [Cu(isapn)]**
e [Cu(isami)H.0]"
e [Cu(isaepy)a*
e [Cu(apyhist)H,0]**
e [Cu(H20)4**
e [Zn(isaepy)Cl2]

Condigbes experimentais:

O marcador de peso molecular utilizado foi prestained SDS-PAGE standards — Broad
Rage Da Bio-Rad, com faixa de 201 a 7 KDa.

[CuL] =7,5x 10 M; [HSA] = 7,5 x10™° M; [H204] = 7,5 x10* M
No eppendorff , com Vjinal = 10uL:

CuL = 2,0uL ; HSA = 2,0uL; H20O2 = 2,0uL; Tampao = 1,0uL; Azul de bromo fenol =
1,0uL; SDS = 1,0uL.

Em um eppendorff adicionou-se HSA + CuL + H,0, + tamp&o e incubou-se as

amostras em banho-maria por 30 minutos, a 37,0°C. Adicionou-se azul de
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bromofenol e SDS (10%), agitou-se e aplicou-se as amostras no gel de
poliacrilamida (12%). Deixou-se correr o gel por 3 horas, a 100 mV e 25 mA. Apéds a
corrida, o gel foi cuidadosamente transferido para um recipiente e corado com uma
solucdo de corante Comassie blue, por 30 minutos. O gel foi entdo descorado com

solugao de metanol/acido acético (30%/10%) e seco para determinagao das bandas.

3.6.4. Influéncia de complexos de cobre(ll) na respiragao mitocondrial

Estes experimentos foram realizados para verificar a influéncia dos complexos
estudados na respiragdo mitocondrial, uma vez que estudos anteriores mostraram
sua eficiente atividade biolégica como agente indutor de apoptose frente a diferentes

células tumorais [ref]
Para estes estudos foram utilizados os seguintes complexos de cobre(ll):

e [Cu(isaen)H,0]"

e [Cu(isapn)]*

e [Cu(isami)H.0]"

e [Cu(isaepy)s]**

e [Cu(apyhist)H,0]**

e [Cu(H20)*

e [Zn(isaepy)Cly]

A extracdo das mitocondrias de figado de camundongo foi realizada no
laboratério da Prof.? Alicia J. Kowaltowiski, de acordo com normas estabelecidas e

protocolo utilizado neste laboratdrio.

Foram realizados dois tipos de experimentos:

Experimento 1:

Na cela do oxigrafo forma adicionados os seguintes substratos e os complexos

de cobre(ll) na seguinte ordem:
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a) 990 uL de tampao + 1,0 uL de succinato (1,0M pH=7,0 ~7,5)
b) 8,9 uL de mitocondrias (0,5ug /mL)

c) 5,0 uL de ADP (200 mM)

d) 130 pL de CuL (0,75 uM)

e) 2,0 uL de oligomicina (0,25 mg/mL)

f) 2,0 uL de CCCP (0,1 mM)

Experimento 2:

Na cela do oxigrafo forma adicionados os seguintes substratos e os complexos

de cobre(ll) na seguinte ordem:

a) 990 uL de tampéao + 1,0 uL de succinato (1,0M pH=7,0 ~7,5)
b) 8,9 uL de mitocondrias (0,5ug /mL)
c) 130 uL de CuL (0,75 uM)
d) 5,0 uL de ADP (200 mM)
e) 2,0 uL de oligomicina (0,25 mg/mL)

f) 2,0 uL de CCCP (0,1 mM)

Logo apds cada adigdo, o consumo de oxigénio foi monitorado utilizando-se um

oxigrafo, com cela termostatizada e eletrodo seletivo de oxigénio.

A determinacao da quantidade de proteina mitocondrial extraida do figado do rato

foi feita utilizando-se o método de Lowry [157].

O controle foi feito adicionando-se todos os substratos, na mesma ordem, exceto

os complexos de cobre.
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4. Resultados e Discussao:

4.1 Sinteses:

Todos os complexos obtidos foram caracterizados por analise elementar,

espectroscopias UV/Vis e Infravermelho e os resultados ser&o discutidos a seguir.

4.1.1 Analise Elementar:

Tabela 2 — Resultados da Analise Elementar para os complexos de cobre (Il) preparados

%C %H %N
[Cu(apzhist)OH]CIO4 32,90 3,53 18,03
C11H16N5OCU.C|O4
MM = 413,27 g.mol’ (31,96) (3,90) (16,95)
[Cu(apyhist)OH]CIO, 36,69 3,62 14,50
C12H15N4OCU.C|O4
MM = 394,20 g.mol’ (36,56) (3,84) (14,21)
[Cu(apyhist)H,0](CIOs), 29,26 3,50 11,30
C12H16N4OCU.(C|O4)2
MM = 494,69 g.mol’’ (29,14) (3,26) (11,33)
[Cu(isaepy)2](ClO4)2 45,73 3,48 10,21
C30H25Ns02Cu(ClO4), (44,98) (3,76) (10,45)
MM = 765 g/mol
[Cu(isami)(H20)]CIO4 43,02 2,72 8,65
C17H12N30.Cu(CIO4)H.0  (43,32) (3,00) (8,92)
MM = 453,31 g/mol
[Zn(isaepy)Clo] 45,16 3,57 11,33
C15H13N30ZnCl, (45,48) (3,38) 10,84

MM = 387,56 g/mol

Os valores entre parénteses sao valores calculados, considerando a férmula minima indicada.
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Observando-se os dados da Tabela 2, pode-se perceber que os valores
experimentais sao bem proximos dos valores calculados, indicando que as sinteses
ocorreram de forma bastante satisfatoria.

Os cinco compostos de cobre sintetizados e o composto de zinco contém um
ligante iminico tridentado e possuem, além disso, no seu sitio adicional de
coordenacéao, o ion hidroxila ou uma molécula de agua. Todos eles foram isolados
como espécies catidnicas, tendo perclorato como contra-ion. No caso do composto
de zinco, que foi preparado com o ligante (isaepy) correspondente ao complexo de
cobre mais reativo, a esfera de coordenacdao do metal se completou com a
coordenacéo de dois ligantes cloro, obtendo-se uma espécie neutra.

Anteriormente, estes complexos de cobre ja haviam sido preparados e
caracterizados em nosso laboratério [158] e, devido a suas reatividades muito
significativas frente a processos oxidativos, foram escolhidos para estudos mais
aprofundados. Sua estrutura é tetragonal com alguma distorcdo tetraédrica,
determinada por dados de espectroscopia EPR.

Em seguida, procedeu-se a sua caracterizagdo principalmente por técnicas

espectroscopicas, visando comprovar e comparar nossos dados com os anteriores.

4.1.2 Espectroscopia de Infravermelho:

A radiacao infravermelha corresponde aproximadamente a faixa do espectro

eletromagnético situada entre as regides do visivel e de microondas. A faixa de
radiacdo que é mais amplamente utilizada situa-se entre 4000 e 400 cm™.
Embora o espectro de infravermelho seja caracteristico da molécula como um todo,
certos grupos de atomos dao origem a bandas que ocorrem na mesma frequéncia,
independentemente da estrutura da molécula. A presenca destas bandas
caracteristicas de certos grupos permite a obtengao de informagdes estruturais Uteis
através da discussdao de espectros de infravermelho, utilizando-se tabelas e
espectros descritos na literatura.

Os espectros vibracionais dos complexos sintetizados foram obtidos por

reflectancia, a partir de aproximadamente 1,2 mg do complexo triturados e
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homogeneizados com 200 mg de KBr anidro. A faixa de obtengéo dos espectros foi a
usual, de 4000 a 400 cm™.

As frequéncias vibracionais caracteristicas das ligacdes presentes nos
complexos estdo apresentadas na Tabela 3.

Tabela 3 — Principais bandas de absorgao no infravermelho para os complexos sintetizados em cm-1.

vOH vC=N +vC=N +vCIOs vN-H ©J8N-H vC=0
vC=C +vC-N 8CIO4
[Cu(apzhist)OH]CIO4 3449 1475 1629 1089 3434 1147
1092 626 3498

[Cu(apyhist)OH]CIO, 3450 1455 1629 1089 3490 1143
626 3429

[Cu(apyhist)H2O](ClO4), 3460 1499 1624 1099 3511 1143
1092 621 3456

[Cu(isaepy)2](ClOs), 3438 1597 1614 1094 3354 1725
624
[Cu(isami)(H,0)](CIOs) 3409 1590 1616 1084 3196 1706
1511
[Zn(isaepy)Cl.] 1608 3203 1735
1487

v, estiramento; & , deformagéo

As freqUéncias vibracionais descritas acima foram identificadas por
comparagbes com espectros e tabelas descritos na literatura, para compostos
semelhantes.

Espectros infravermelhos de compostos heteroaromaticos caracterizam-se por
apresentarem bandas intensas de deformacdo CH fora do plano e da deformacéao
angular de anéis, que podem ser correlacionadas com o modo de substituicdo do
anel. As vibragdes de deformagéo CH fora do plano originam absor¢des entre 700 e
1200 cm™", enquanto para deformacdes no plano as absorcdes estdo entre 1000 e
1500 cm™.
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As vibracdes de deformacéo C-C fora do plano apresentam absorgdes abaixo
de 1000 cm™. As vibracdes correspondentes ao esqueleto dos complexos,
envolvendo a deformacédo axial da ligacdo C-C do anel, encontram-se na regiao
entre 1300 e 1600 cm™.

Para os complexos sintetizados [Cu(apzhist)OH]CIO,4, [Cu(apyhist)OH]CIO, e
[Cu(apyhist)H,0](ClO,), observou-se uma banda em torno de 1143 cm™, de forte
intensidade, atribuida a deformacéo angular do N-H no plano, caracteristica do anel
imidazol, contido no ligante histamina.

As bandas observadas em torno de 1090 cm™ e 630 cm” podem ser
atribuidas ao anion perclorato, revelando que este nao esta coordenado ao cobre(ll),
indicando seu carater ibnico nos complexos sintetizados.

As demais bandas apresentadas na Tabela 3 sao caracteristicas dos
compostos do tipo base de Schiff, sendo que as bandas em torno de 3450 cm™
podem ser atribuidas ao ion hidroxila e/ou a moléculas de agua presentes nos
complexos sintetizados [159-166].

Os espectros vibracionais correspondentes aos complexos de cobre(ll) e ao

complexo de zinco sintetizados encontram-se a seguir, nas Figuras 3 a 8.
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4.1.3 Espectroscopia Eletronica:

A espectroscopia na regido do ultravioleta e visivel (UV/Vis) constitui uma
técnica eficaz para fornecer informacdes sobre a estrutura eletrbnica de complexos
metalicos e de compostos puramente organicos. A absorgédo de energia € quantizada
e conduz a passagem dos elétrons de orbitais do estado fundamental, para orbitais
de maior energia em um estado excitado. A espectroscopia no ultravioleta é limitada,
na maior parte, aos sistemas conjugados.

As caracteristicas principais de uma banda de absor¢ao sao a sua posicao e a
sua intensidade. A posi¢cao da absor¢do corresponde ao comprimento de onda da
radiacdo, cuja energia é igual a necessaria para que ocorra a transi¢ao eletronica. Ja
a intensidade de absorgdo depende da probabilidade de interagdo entre a energia
radiante e o sistema eletrébnico, de modo a permitir a passagem do estado

fundamental a um estado excitado, e da polaridade do estado excitado.

Nos espectros UV/Vis de complexos metalicos, as principais bandas de
absor¢cdo registradas sao atribuidas basicamente a trés tipos de transigdes
eletrbnicas [167]. As absor¢cdes na regido do ultravioleta de alta energia estéo
relacionadas com as transicdes internas dos ligantes, LT (n > ne n — n ), onde n é
o orbital n&do ligante, = € o orbital ligante e n é orbital anti-ligante. As bandas que
aparecem na regido do ultravioleta proximo estdo relacionadas as transigdes de
transferéncia de carga, CT. Em uma transi¢gdo, um elétron é movido entre orbitais
que sao predominantemente ligantes e orbitais que s&do predominantemente
metalicos. A transi¢cao é entdo classificada como transi¢do de transferéncia de carga
do ligante para o metal, LMCT (= — dx) ou como transferéncia de carga do metal
para o ligante, MLCT (dr — = ). Este tipo de transicido & normalmente mais
observado em complexos com ligantes que possuem orbitais n semipreenchidos,
especialmente ligantes aromaticos. O outro tipo de transicdo observada na regido do
visivel sdo as transicdes d-d, de menor intensidade.

Para os ligantes organicos do tipo bases de Schiff, as transicdes LT = — =,
referentes aos grupos cromoforos C=N, C=C, s&o registradas na literatura [168] na

regido entre 196 — 313 nm, com coeficientes de absortividade molar (¢) maiores que

60



10* M'em™, indicando transicdes completamente permitidas pelas regras de selegéo
(Laporte e spin). Nos complexos, estas bandas podem sofrer deslocamentos devido
a presenca do ion metalico.

As bandas referentes as transi¢des LMCT (n — dx) aparecem na regiao de
320 — 450 nm, com ¢ caracteristicos de cerca 10° M"'cm™. Estas bandas também s&o
permitidas pelas regras de selecdo e se caracterizam por intensas absor¢des na
regido do visivel e UV préximo [167].

Os complexos de cobre(ll), com configuracdo d°, apresentam invariavelmente
uma geometria octaédrica com distorgdo tetragonal. Esse fato € consequéncia do
principio de Jahn-Teller, que prevé a perda de degenerescéncia para sistemas nao-
lineares, sempre que ocorrer ganho de energia. Um complexo d° octaédrico é
degenerado, pois o elétron desemparelhado pode ocupar tanto orbital dyo.y» como o
orbital d,,. As distor¢gbes tetragonais abaixam a energia da configuragdo d,,. A
distor¢do com relagao a geometria quadrado planar, onde o elétron fica no orbital d,
estabiliza a molécula e é responsavel pela resposta extrema ao teorema de Jahn-
Teller, que se refere a degenerescéncia das configuragées quando os orbitais estao
ocupados [167].

Em virtude do efeito Jahn-Teller, os complexos de cobre(ll) apresentam em
geral uma geometria D4, alongada, com os ligantes axiais bastante afastados,
favorecendo a coordenagdo no plano xy e convertendo-se com facilidade em
estruturas quadrado planares, de acordo com o diagrama de niveis de energia

abaixo.
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Diagrama de niveis de energia para o ion Cu(ll) d® em varios campos ligantes.

No estado reduzido, complexos de cobre(l) apresentam configuragdo d'® com
camada totalmente preenchida e tém preferéncia por geometrias tetraédricas, que
garantem maior estabilizacdo pela EECL (Energia de estabilizagdo do campo
ligante), que para complexos d° e d'° é zero. O estado de energia fundamental do
cobre(ll) é dado por M, = L =2; Ms = S =1/2; 2S + 1 =2 .. °D. As transicbes
eletrbnicas devido ao desdobramento do campo ligante ocorrerdo entre os termos:
Byy < “Big € °Eq < “Biq. Elas aparecem como bandas largas e sobrepostas em
solugéo e, conforme esperado, observa-se somente uma banda na regido do visivel
para os desdobramentos do cobre(ll).

A partir de solucdes aquosas de concentracdo 10*M dos complexos de cobre
sintetizados, os espectros eletrénicos foram registrados, apresentando duas bandas
de absorcdo na regiao de alta energia e uma banda de absorgao na regido de baixa
energia. Estes resultados confirmaram os resultados de estudos anteriores [158].

A absortividade molar (g) caracteristica do complexo de zinco, preparado pela

primeira vez neste trabalho, foi obtida a partir do coeficiente angular do grafico de
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absorgcado versus concentragdo da espécie (em comprimentos de onda onde havia
absorcdo do complexo). Foram empregadas solugbes com concentragéo inicial de
1,25 mM, fazendo-se as devidas diluicbes, de modo a obter pontos onde a absorgéo
variasse de 0,1 a ~1, para o maximo das bandas existentes.

Os valores de comprimento de onda (Amsx) € absortividade molar (¢) obtidos sdo

mostrados na Tabela 4, abaixo.

Tabela 4 — Bandas de absorgéo e valores de € para os complexos de cobre (ll) sintetizados

LT LMCT d-d
Amax (NM) Amax (NM) Amax (NM)
£ (10°M" cm™) e (M cm™) e (M cm™)
[Cu(apzhist)OH]CIO, 214 290 638
15,8 49 55
[Cu(apyhist)OH]CIO, 208 282 642
27,7 6,9 62
[Cu(apyhist)H20](CIO4)2 208 282 632
31,5 10,0 84
[Cu(isaepy)](ClOa) 242 247 260 301 NO
15,9 15,2 8,3 479
[Cu(isami)(H,0)|CIO, 210 244 300 420 547
66,8 33,1 912 102 527
[Zn(isaepy)Cly] 206 242 248
21 28 25
300 410
70 12

De acordo com os dados obtidos e informagdes da literatura para compostos
semelhantes, pode-se dizer que os complexos sintetizados apresentam estrutura
tetragonal ligeiramente distorcida.

Os espectros eletrénicos dos complexos de cobre(ll) sintetizados e do novo

complexo de zinco sao mostrados nas Figuras 9 a 17, a seguir.

63



0.9+

0.8 -

0.7 4

0.6

0.5

0.4+

Absorbancia

0.3

0.2+

0.1

0.0

T
200

T T
250 300
Comprimento de onda, nm

T
350

1
400
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0.8

0.7 4

0.6 4

0.5

0.4 -

0.3+

Absorbancia

0.2 -

0.1

0.0

200

T T
250 300

Comprimento de onda, nm

T
350

400

Figura 10 — Espectro eletronico do composto [Cu(apyhist)H,O]"

64



0.5

0.4

0.3

0.2

Absorbancia

0.1

0.0

T T 1
300 350 400

Comprimento de onda, nm

T T
200 250

Figura 11 — Espectro eletrénico do composto [Cu(apzhist)OH]"

1,8 4

1,6

1,4

1,2

1,0

0,8

Absorbancia

0,6 4

0,4+

0,2+

0,0

T T T T T T T T T T T T
200 250 300 350 400 450

Comprimento de onda, nm

1
500

Figura 12 — Espectro eletrénico do composto [Cu(isami)]

65



1,0 4
0,8
.
S 06
«©
o]
o _
o
a
< 044
0,2
0'0 T T T T T T T T T T
240 280 320 360 400 440 480
Comprimento de onda, nm
Figura 13 — Espectro eletronico do composto [Cu(isaepy)]**
0,10
0,08 |
© 006
o
o
«0 i
2
§ 0,04 -
<
0,02 ]
0,00 T T T T T T T T T T T T T 1
450 500 550 600 650 700 750 800
Comprimento de onda, nm

Figura 14 — Espectro eletronico do composto [Cu(apzhist)OH]"

66



Absorbancia

T T T T T T T T T T 1
550 600 650 700 750 800

Comprimento de onda, nm

Figura 15 — Espectro eletrénico do composto [Cu(apyhist)OH]"

0,20

0,18

0,16

0,14 -

0,12 4

0,10

0,08

0,06

0,04

0,02

Absorbancia

0,00 4——
450 500

— 7T T T T T T T T T T T T 1
550 600 650 700 750 800 850 900

Comprimento de onda, nm

Figura 16 — Espectro eletrénico do composto [Cu(apyhist)OH]"

67



Absorbancia

1.4

1.2

1.0

0.8

0.6

0.0

——1,25x10°M
——6,25x10™M
———3,12x10™M
——1,56x10™M
——7,81x10°M
——3,90x10°M

1,95x10°M
———9,77x10°M
———4,90x10°M

200

T
250

T
300

T N T N I T T ' T
350 400 450 500 550
Comprimento de onda (nm)

T 1 ' 1
600 650 700

Figura 17 — Espectro eletrénico para o composto [Zn(isaepy)Cl,]

68



4.2. Reatividade dos complexos de cobre(ll) frente a oxidagcao de
carboidratos:

A oxidacdo de carboidratos catalisada por ions metalicos pode provocar
danos oxidativos as proteinas, com a participagado de espécies reativas de oxigénio
[169]. Por esta raz&o, iniciamos nossos estudos pela investigagédo da reatividade dos
compostos de cobre(ll) estudados frente a carboidratos usuais: glicose, frutose e
galactose.

Mediu-se o consumo de oxigénio durante as reagbes de oxidagdo de
carboidratos utilizando-se um oxigrafo, com eletrodo seletivo de oxigénio e controle
de temperatura. O oxigrafo € um equipamento que permite 0 monitoramento da
concentracéo de oxigénio dissolvido no meio reacional. E composto por uma cela de
volume igual a 1,8 mL, que esta conectada a um eletrodo sensivel a oxigénio, o
chamado eletrodo de Clark (Pt, com referéncia interna de Ag/AgCl), envolto por uma
membrana de poliestireno e com uma gota de solugao saturada de KCI entre o
eletrodo e a membrana. A cela possui uma tampa com pequeno orificio para evitar a
troca gasosa com o meio e possui também um pequeno agitador magnético, para
garantir a homogeneidade da solugdo, além de ser acoplada a um banho
termostatizado, que mantém sua temperatura constante. Utilizou-se o agente redutor
ditionito de sddio para calibrar o oxigrafo entre 0 e 100% de oxigénio dissolvido no
meio. A solubilidade do oxigénio em agua pura a 25°C é de 244 pmol/L ou a 37°C é
de 198 pymol/L [170].

O método utilizado para o tratamento de dados cinéticos foi o de Michaellis-
Menten, numa analogia com a cinética enzimatica. Este método considera que
para muitas enzimas a velocidade de reacdo (v) varia com a concentragédo do
substrato, obedecendo a uma curva de saturagao hiperbdlica e sendo definida como
o numero de mols de produtos formados por litro por segundo. Para uma
concentragao fixa de enzima, v é quase independente da variagdo da concentragao
de substrato, quando esta é suficientemente alta. A inclinacdo da curva no seu inicio
fornece a constante de reagéo observada (kops), @ partir de valores de kqps pode-se

avaliar a eficiéncia de catalisadores sem a necessidade de muitos calculos.
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Considerando-se que o processo catalitico ocorre através das etapas abaixo:
uma enzima E, combina-se com um substrato S formando um complexo ES, com
constante de velocidade k4. O complexo ES formado pode dissociar-se em E +S,
com constante de velocidade k;, ou formar o produto P, com constante de velocidade
ks. A constante de Michaelis K, a velocidade maxima Vnsx € a constante de
eficiéncia do catalisador k3t podem entdo ser deduzidas a partir da curva do inverso
das velocidades iniciais de reacao versus o inverso das concentracdes de substrato
(1/vi versus 1/[substrato]), onde kcat = Vmax/[Cat], 0 coeficiente linear da reta € dado
por 1/Vmax, € 0 coeficiente angular € Ki/Vmax [171].

Na etapa inicial foram obtidas curvas de consumo de oxigénio em volt (V) x
tempo (s). Estas curvas foram tratadas sabendo-se que a solubilidade do oxigénio
em agua pura a 25°C é de 244 ymol/L ou a 37°C & de 198 umol/L [170], e entdo
obteve-se novas curvas de oxigénio, agora em pmol/L de O, x tempo (s). Os dados
sobre a variacdo da concentracdo do catalisador foram tratados aplicando-se
regressao linear nos pontos iniciais das curvas cinéticas obtidas e extraindo-se as
respectivas velocidades iniciais de reagéo, através da tangente do angulo formado, e

a partir dai obtendo-se os valores de kops.

As varias curvas obtidas estdo apresentadas nas Figuras 18 a 23 a seguir,

agrupadas para cada complexo de cobre usado como catalisador.
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e Composto [Cu(apyhist)OH]":
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Figura 18 — Consumo de oxigénio para oxidagao da galactose
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Figura 19 — Consumo de oxigénio para oxidagao da frutose
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Figura 20 — Consumo de oxigénio para oxidagao da glicose
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Figura 21 — Consumo de oxigénio para oxidagao da galactose
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A partir das curvas de consumo de oxigénio (coeficiente angular) foi possivel
obter novas curvas, agora de velocidade inicial (umol/L de O, s™') x concentragdo do

catalisador (mol/L), que estdo mostradas nas Figuras 24 a 28 a seguir.
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Figura 24 — Grafico de velocidade inicial em fungao da concentragao de catalisador, para 0 consumo

de oxigénio na oxidagao da glicose e galactose catalisada pelo [Cu(isaen)H,0]"
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Figura 25 - Grafico de velocidade inicial para o consumo de oxigénio na oxidagdo da frutose

catalisada pelo [Cu(isaen)]”
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Figura 26 — Velocidade inicial da oxidacdo da galactose catalisada por [Cu(apyhist)OH]" e

[Cu(apyepy)OH]" em funcgéo da concentragéo de catalisador
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Figura 27 — Velocidade inicial da oxidagdo da glicose catalisada por [Cu(apyhist)OH]" e

[Cu(apyepy)OH]" em fungéo da concentragéo de catalisador
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Figura 28 - Velocidade inicial da oxidagdo da frutose catalisada por [Cu(apyhist)OH]" e

[Cu(apyepy)OH]" em fungéo da concentragéo de catalisador
Através da regresséo linear das curvas de velocidade inicial x concentragdo do

catalisador obteve-se valores de kq,s para cada reacdo monitorada. Os dados

obtidos estao descritos na Tabela 5 abaixo:

Tabela 5 — Valores de kobs (107 s™) para os complexos de cobre estudados.

Complexos D-frutose D-glicose D-galactose
[Cu(isaen)H,0]1" 11,3+£0,5 1,50 +0,06 1,90 £ 0,07
[Cu(apyhist)OH]* 0,98 £ 0,04 1,80 £ 0,06 1,10 £ 0,05
[Cu(apyepy)OH]” 0,81+ 0,04 2,40 +0,07 1,40 + 0,05

Analisando-se as curvas obtidas pode-se perceber que o carboidrato que possui

maior velocidade inicial durante sua oxidagao catalisada € a galactose.
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A partir desta observagcdo foi possivel dar prosseguimento ao estudo de
reatividade dos complexos de cobre(ll). Para esta fase do estudo apenas o

carboidrato que possui maior velocidade inicial no processo de oxidagao (galactose)
foi utilizado.

Variando-se a concentracdo da galactose e mantendo-se constante a
concentracdo dos catalisadores (complexos) em 1x10* M, utilizando tampao
carbonato 150 mM, além da temperatura em 25°C e pH=12, novas curvas de
consumo de oxigénio e velocidade inicial foram obtidas, a partir dos respectivos
valores de Kops.

As curvas obtidas e os valores de kqps €stdo apresentados nas Figuras 29 a 34

a seguir, agrupadas por complexos de cobre(ll).

e Composto [Cu(isaen)]":

175 [Cu(isaen)]'= 1,10x10™M

Galactose 20x10°M
Galactose 16x10°M
—+— Galactose 12x10°M
Galactose 8x10°M
—+— Galactose 4x10°M
——«— Galactose 1x10°M

~
]
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o
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N
o
|

T T T T T T T T
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Figura 29 — Consumo de oxigénio durante a oxidacdo da galactose, em fun¢do da concentragdo do
substrato,
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Figura 30 - Grafico de velocidade inicial versus concentragdo da galactose.
A partir da regressao linear o valor de kqps Obtido para este processo foi de 1,3 x 1072

s™.

e Composto [Cu(apyepy)OH]":
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Figura 31 — Consumo de oxigénio durante a variagdo da concentracdo da galactose, durante a sua
oxidacao.
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Figura 32 - Grafico de velocidade inicial versus concentragdo da galactose.

A partir da regressao linear o valor de ks Obtido para este processo foi de 1,1

x 10%s™

e Composto [Cu(apyhist)OH":
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Figura 33 - Consumo de oxigénio durante a variagdo da concentragdo da galactose, durante a sua

oxidacao.
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Figura 34 - Grafico de velocidade inicial x concentragdo da galactose.

A partir da regresséo linear o valor de ks Obtido para este processo foi de 0,9
x102%s™

Com os resultados obtidos para os dois complexos de cobre escolhidos para
este estudo e comparando-se com aqueles anteriormente obtidos para o composto
[Cu(isaen)]’, utilizado como referéncia, verificou-se que o composto [Cu(apy-
hist)OH]" atua como melhor catalisador na oxidag&o da galactose.

A partir dai, utilizando-se como catalisador apenas o [Cu(apy-hist)OH]",
variou-se a concentracdo do tampao carbonato, mantendo-se constante as
concentragdes do catalisador e do carboidrato, a 25°C e pH=12.

As curvas obtidas sdo mostradas nas Figuras 35 e 36 a seguir.
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Figura 35 — Consumo de oxigénio durante a oxidagado da galactose, variando-se a concentragao do
tampao.
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Figura 36 — Grafico de velocidade inicial para oxidagdo da galactose, variando-se a concentragéo do
tampao.
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Pode-se observar que a velocidade inicial aumenta com a concentragao de
tampéo crescente. O ponto zero refere-se ao estudo em pH=12 ajustado com
hidroxido de sddio.

Por fim variou-se o pH, mantendo-se constante as concentragdes do
complexo, carboidrato e tampéo carbonato. Novas curvas de consumo de oxigénio e

velocidade inicial foram obtidas e estdo mostradas nas Figuras 37 e 38 a seguir.

2

umol de O /L

140 T T T T T T |
0 200 400 600 800 1000
Tempo, s

Figura 37 - Consumo de oxigénio durante a oxidagao da galactose, variando-se o pH.
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Figura 38 — Grafico de velocidade inicial para oxidagdo da galactose, variando-se o pH.
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Observa-se a velocidade inicial € dependente do pH do meio, aumentando
com o pH crescente a partir de pH 8, e apresentou um aumento acentuado em
pH>11.

A lei cinética verificada para estes compostos foi a mesma anteriormente
determinada para compostos similares [J Mol Cat 2004]. Os valores de kops foram
muito semelhantes, quando o substrato utilizado era D-glicose ou D-galactose.
Entretanto, no caso da D-frutose o composto [Cu(isaen)H20]" foi muito mais eficiente
que os outros, com constante de velocidade uma ordem de grandeza maior. O
complexo de cobre, presente em concentragdes umolares, parece ser importante
para iniciar o processo de oxidagdo do carboidrato, que depois se propaga
predominantemente pelas espécies reativas de oxigénio formadas. A reagao s6 é

significante em pH alto, pois a espécie reativa do carboidrato € o enol.
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4.3. Interagao dos complexos de cobre(ll) com biomoléculas

4.3.1. Estabilidade Termodinadmica: Medidas de Dicroismo Circular:

Para tentar compreender as possiveis interagdes entre a albumina e os
complexos de cobre(ll), verificando-se os sitios de ligagao do metal e a influéncia do
ligante, escolheu-se a técnica de Dicroismo Circular.

O Dicroismo Circular € uma técnica espectroscopica que depende da
assimetria estrutural da molécula e pode ser definido como a interacdo entre a
diferenca de absorcédo entre a luz polarizada a esquerda com a luz polarizada a
direita com uma molécula opticamente ativa, produzindo entdo um espectro
caracteristico. Uma molécula opticamente ativa pode interagir com os componentes
da luz circularmente polarizada [172] de maneira diversificada. A técnica de CD
detecta essa interacao pela diferenca de absorgao, por meio da polarizacao circular,
onde primeiramente o feixe de radiagdo deve ser plano polarizado e, em segundo
lugar, o feixe polarizado deve passar por um dispositivo que o desdobre em
componentes polarizados circularmente a direita e a esquerda, atrasando um
componente em relagao ao outro em exatamente % de comprimento de onda [173].

Esta técnica € muito empregada no estudo de mudangas conformacionais,
vizinhangas locais, interagdes de ligantes com proteinas ou outras biomoléculas e
também como uma estimativa qualitativa da estrutura secundaria [174].

A estabilidade termodinamica dos complexos diiminicos de cobre(ll) foi
estimada utilizando-se esta técnica e a albumina bovina (BSA) foi utilizada como
quelante fisiologico de cobre(ll), competitivo nos varios equilibrios considerados.

Estudos na literatura relatam que a insergao de ions cobre(ll), adicionados
como o ion aqua-complexo, no grupo N-terminal da albumina (sitio I) ocasiona
variacdes nas transicdes eletronicas proximas a 564 nm [175]. A amplitude dessa
banda caracteristica negativa de Cotton corresponde a formagdo de uma espécie
[Cu(lI)BSA] e é diretamente proporcional a sua concentragédo. A albumina bovina foi
entdo titulada com quantidades crescentes dos diferentes complexos de cobre(ll)

com ligantes iminicos, sendo os espectros obtidos monitorados no intervalo de 300 a
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650 nm. A estabilidade termodindmica de cada complexo estudado foi deduzida a
partir da regressdo da amplitude CD, a 564 nm, versus a concentracado da espécie
[Cu(IBSA] formada, conforme explicado anteriormente.

Nas Figuras 39 a 43 estdo os espectros de CD obtidos para os complexos de

cobre(ll) estudados. A curva analitica para [Cu(H.0)4]** encontra-se na Figura 44.

l [Cu(isaen)]’
Albumina 0,7 mM
Tampao fosfato pH=7,3

T T 1 1 T 1
400 450 500 550 600 650 700

300 350
Comprimento de onda (nm)

Figura 39. Espectro de CD para o composto [Cu(isaen)OH]" (1,5 mM) adicionado a BSA (0,7 mM),

em tampéao fosfato 10 mM, pH = 7,3.
Volume adicionado de CuL (mL): (1) 0,0 (2) 0,1 (3) 0,2 (4) 0,3 (5) 0,4 (6) 0,5
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[Cu(isapn)]**
Albumina 0,7mM
Tampéo fosfato pH=7,3
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Figura 40. Espectro de CD para o composto [Cu(isapn)]2+ (1,5 mM) adicionado a BSA (0,7 mM) em

tampao fosfato 10 mM, pH = 7,3.

Volume adicionado de CuL (mL): (1) 0,0 (2) 0,1 (3) 0,2 (4) 0,3 (5) 0,4 (6) 0,5

[Cu(isami)]’
Albumina 0,7 mM
Tampéao fosfato pH=7,3

T
350

T T T T T T T T T T T T 1
400 450 500 550 600 650 700
Comprimento de Onda (nm)

Figura 41. Espectro de CD para [Cu(isaquin)]* (1,5 mM) adicionado a BSA (0,7 mM) em

tampao fosfato 10 mM, pH = 7,3.

Volume adicionado de CuL (mL): (1) 0,0 (2) 0,1 (3) 0,2 (4) 0,3 (5) 0,4 (6) 0,5.
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[Cu(isaepy),]
E Albumina 0,7mM
10 Tampao fosfato pH=7,3

CD
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300 350 400 450 500 550 600 650 700
Comprimento de Onda (nm)

Figura 42. Espectro de CD para [Cu(isaepy),]** (1,5 mM) adicionado a BSA (0,7 mM) em
tampao fosfato 10 mM, pH = 7,3.

Volume adicionado de CuL (mL): (1) 0,0 (2) 0,1 (3) 0,2 (4) 0,3 (5) 0,4 (6) 0,5

[Cu(apyhist)H,O]*"
4 Albumina 0,7 mM
Tampéao fosfato pH=7,3

CD

T T T T T T T T T T T T T T T 1
300 350 400 450 500 550 600 650 700
Comprimento de Onda (nm)

Figura 43. Espectro de CD para [Cu(apyhist)H20]2+ (1,5 mM) em BSA (0,7 mM) em
tampao fosfato 10 mM pH = 7,3.

Volume adicionado de CuL (mL): (1) 0,0 (2) 0,1 (3) 0,2 (4) 0,3 (5) 0,4 (6) 0,5

87



2.0
1.8—-
1.6—-
1.4 4
1.2-

1.04 ]

Amplitude, (mdeg)

0.8
064 =
T T T T T T T T T
0.05 0.10 0.15 0.20 0.25

[Cu(H,0),I*"

Figura 44. Curva de calibragdo para o complexo [Cu(H.0)4**, onde y = 6,4x + 0,32, com R = 0,998.

A constante de estabilidade relativa (log K) foi determinada em cada caso,
através da capacidade de competicdo entre os complexos diiminicos e a albumina

bovina (log K = 16,2), na coordenagao dos ions de cobre, como mostrado na Tabela

6.
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Tabela 6. Determinacao da constante de estabilidade relativa para espécies [CuL], na presenga de

albumina bovina (A = 564 nm).

[Cul] Amplitude| [BSA] [CuL] |[Cu(BSA)] Rrel log K
(cm) (mM) (mM) (mM)

0,3 0,68 0,05 0,042 3,45 15,7

0,7 0,66 0,10 0,095 3,22 15,7

[Cu(isaen)H,0]" 1,1 0,64 0,15 0,147 14,6 15,0

1,1 0,62 0,20 0,147 0,90 16,2

1,8 0,60 0,25 0,243 23,4 14,8

0,3 0,68 0,05 0,047 1,17 16,1

0,7 0,66 0,10 0,098 8,57 15,2

[Cu(isapn)]** 0,7 0,64 0,15 0,098 0,35 16,6

1,0 0,62 0,20 0,137 0,65 16,4

1,4 0,60 0,25 0,180 1,10 16,1

0,3 0,68 0,05 0,047 1,17 16,3

0,4 0,66 0,10 0,059 0,14 17,0

[Cu(isami)] 0,8 0,64 0,15 0,111 0,58 16,4

0,8 0,62 0,20 0,111 0,27 16,8

1,4 0,60 0,25 0,180 1,10 16,1

0,1 0,68 0,05 0,021 0,02 17,8

0,4 0,66 0,10 0,060 0,15 17,0

[Cu(apyhist)H,0]** 0,4 0,64 0,15 0,060 0,07 17,4

0,4 0,62 0,20 0,060 0,05 17,5

0,5 0,60 0,25 0,070 0,06 17,4

Observando-se o espectro de CD da Figura 46 verifica-se que o complexo
[Cu(apyhist)H,0]** apresenta um comportamento diferente do de outros complexos
estudados. Este complexo apresenta uma banda adicional em aproximadamente 370
nm, indicando interagdo com outro sitio da albumina, além do sitio |, que ja € bem
caracterizado por bandas de CD em 560 e 475 nm, devido a transi¢des d-d, e de
uma banda em 320 nm devido a transferéncia de carga de n-peptideo deprotonado
— Cu(ll). Para este composto [Cu(apyhist)H,O]** calculou-se a constante de
estabilidade relativa neste comprimento de onda (370 nm). Os valores
correspondentes encontram-se na Tabela 7.

A Tabela 8 mostra os valores médios das constantes obtidas para todos os

complexos de cobre(ll) estudados.
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Tabela 7. Determinagéo da constante de estabilidade relativa para espécies [CuL], na presencga de

albumina bovina (A = 370 nm)

[Cul] Amplitude| [BSA] [Cul] [[Cu(BSA)] Brel log K
(cm) (mM) (mM) (mM)
0,6 0,66 0,10 0,085 0,83 16,3
[Cu(apyhist)H,01%*| 1,1 0,64 0,15 0,149 45,31 14,5
1,5 0,62 0,20 0,193 12,67 15,1
1,9 0,60 0,25 0,245 34,3 14,7

Tabela 8. Constante de Estabilidade para os Complexos de Cobre(ll) Estudados.

CuL A (nm) Log K
[Cu(apy-hist)H,0]** 370 17,4
[Cu(isapn)]** 563 16,1
[Cu(lsaen)HQO] 565 15,5
[Cu(isaepy)a]* 565 -
[Cu(isami)] 565 16,5

O valor da constante de estabilidade referente ao complexo [Cu(isaepy)2]**
nao pode ser obtido, uma vez que os valores de amplitude em seus espectros de CD
foi maior do que para o aqua-complexo. Isto indica que o complexo pode ter se
inserido na albumina como um todo, isto é, incluindo o ligante, e ndo apenas
perdendo cobre para a proteina. Este mesmo comportamento foi anteriormente
observado para o composto [Cu(apzpn)]** [85].

Para o complexo [Cu(isaquin)]” observa-se um valor de constante ligeiramente
maior do que o valor da constante para formagao de [Cu(ll)BSA], que € log K=16,2,
revelando uma estabilidade grande do complexo diiminico de cobre(ll), comparavel a
da propria espécie cobre-albumina. Para os complexos [Cu(isapn)** e
[Cu(isaen)H,0]" os valores das constantes de estabilidade verificados sdo da mesma
ordem do observado para a constante de formacgao de [Cu(ll)BSA], podendo também

ser competitivos no meio bioldgico.
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4.3.2. Estudo espectrofotométrico dos complexos de cobre(ll) na presencga de
BSA
Para avaliar melhor os resultados obtidos com os experimentos de dicroismo
circular, monitorou-se a transicédo d-d dos complexos de cobre(ll) na presencga de
albumina bovina, nas mesmas condi¢des anteriores. Nas Figuras 45 a 50 encontram-

se 0s espectros registrados para cada complexo.
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400 500 600 700 800
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Figura 45. Espectros eletrdnicos do [Cu(H,0)4*" (1,5 mM) na presenga de concentracdes crescentes

de albumina bovina (BSA) em tampé&o fosfato 10 mM (pH = 7,3), T =(25,0 + 0,2)°C
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Figura 46. Espectros eletrénicos do [Cu(apyhist)HQO]2+ (1,5 mM) na presenga de concentragdes

crescentes de albumina bovina (BSA) em tampéao fosfato 10 mM (pH = 7,3), T =(25,0 + 0,2)°C
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Figura 47. Espectros eletrénicos do [Cu(isami)]” (1,5 mM) na presenca de concentragdes crescentes

de albumina bovina (BSA) em tampéao fosfato 10 mM (pH = 7,3), T =(25,0 + 0,2)°C
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Figura 48. Espectros eletrénicos do [Cu(isaepy),]” (1,5 mM) na presenca de concentragdes

crescentes de albumina bovina (BSA) em tampé&o fosfato 10 mM (pH = 7,3), T =(25,0 + 0,2)°C
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Figura 49. Espectros eletronicos do [Cu(isaen)]” (1,5 mM) na presenga de concentragdes crescentes

de albumina bovina (BSA) em tampéo fosfato 10 mM (pH = 7,3), T =(25,0 + 0,2)°C
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Figura 50. Espectros eletronicos do [Cu(isapn)]” (1,5 mM) na presenga de concentragdes crescentes
de albumina bovina (BSA) em tampé&o fosfato 10 mM (pH = 7,3), T =(25,0 + 0,2)°C

Para o aqua-complexo observa-se o surgimento de uma banda em
aproximadamente 560 nm correspondente a formagdo do composto [Cu(Il)BSA].
Neste mesmo espectro observa-se um ponto isosbéstico em 450 nm e uma discreta
diminuicdo da banda em 330 nm, correspondente aos aminoacidos presentes na

albumina.

Para o complexo [Cu(apyhist)H20]** , além da diminuicdo da intensidade da
banda d-d, observa-se também seu deslocamento para um comprimento de onda
menor. Outra observacédo é a formacdo de uma banda intensa com o maximo em
370 nm, confirmando que a espécie resultante da interacido deste complexo com a
albumina bovina é a mesma observada por dicroismo circular.

Para os outros complexos estudados nao foi possivel adquirir nenhuma
informacao adicional, ja que a banda d-d destes complexos nao € visivel, isto €, ndo

€ bem definida, por ser muito larga. Observando-se os espectros destes complexos
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(vide banda em ~450 nm) parece ter ocorrido apenas uma diluigdo, ao se adicionar

albumina.

4.3.4. Estudos de EPR

Ressonéancia Paramagnética Eletrénica (EPR) € uma técnica poderosa para
estudar complexos com elétrons desemparelhados. Ha varias técnicas de EPR, cada
uma com vantagens distintas. A mais popular, devido a sua viabilidade, € a
espectroscopia EPR de onda continua, onde a radiacdo de microondas (GHz) é
aplicada a amostra continuamente [176]. O EPR baseia-se no fato de que um spin
eletrébnico pode adotar duas orientagdes ao longo da diregdo definida por um campo
magnético aplicado B. A diferenca de energia entre os estados mg =+ 1/2 e -1/2 é:

AE=gup (3)
onde o valor de g depende da identidade da particula e u € o momento magnético
(Shirever). Para o elétron livre, ge € 2.0023. O fator g em um complexo difere de ge
por uma quantidade que depende da habilidade do campo aplicado de induzir
campos magnéticos locais no complexo. Se g > ge, 0 campo local € maior do que o
aplicado; se g < ge, 0 campo local € menor. O sinal e a magnitude dos campos locais
induzidos dependem da separagao dos niveis de energia do complexo. Quanto mais
proximos eles estdo, mais facil € para o campo aplicado induzir a circulagdo dos
elétrons de orbital e consequentemente produzir um campo magnético local. O valor
de g indica a simetria do ambiente ligante e da uma indicagdo da disponibilidade
sobre os niveis de energia do complexo. As linhas observadas em um espectro de
EPR podem ser desdobradas pela interacdo do spin eletrébnico com o spin nuclear de
atomos vizinhos que apresentem momento magnético. Em ions metalicos
paramagnéticos, o desdobramento dominante vem do proprio ion metalico chamado
estrutura hiperfina (caracterizada pelo parametro A). O espectro apresenta-se
usualmente com muitas linhas, porque os valores de g e as constantes hiperfinas
sao anisotropicas, isto €, possuem valores diferentes dependendo do eixo de
simetria. Por exemplo, para o ion cobre com momento nuclear | = 3/2 o sinal

hiperfino sera desdobrado em n = 2| + 1 = 4 linhas.

95



A anisotropia espectral € muito importante na interpretagcdo dos espectros de
ions dos metais de transi¢cdo e usualmente € especificada por trés valores de g e de
A: A, A e Ay, 922, Oxx © Qyy. Em alguns casos o sistema molecular apresenta
simetria axial e os valores s&o designados: Ay, = Az e AL = Ax = Ay, €
analogamente, g = 9,2 € g1 = gxx = Qyy-

Deste modo, a interpretacao dos espectros de EPR permite obter informacgdes
sobre a configuragado eletrénica de ions metalicos paramagnéticos, seu estado de
oxidacao e suas caracteristicas estruturais, como por exemplo, distorcbes ao redor
do ion [177].

As possiveis interacbes entre os complexos de cobre(ll) com o plasma
sanguineo e a albumina humana foram investigadas utilizando-se a técnica de EPR.
Para todos complexos estudados os espectros de EPR foram registrados a baixa
temperatura (77K), em geral com ganho de 10°, 15G de intensidade de modulagao,
constante de tempo 20,48ms e acumulo de 4 scans ou varreduras. Os espectros
registrados estdo mostrados nas Figuras 51 a 56 a seguir e os parametros

determinados estao relacionados nas Tabelas 9 a 14 a seguir.

—— [Cu(isaepy)H,0]"

— [Cu(isaepy)HZO]+ + HSA apds 1 min
— [Cu(isaepy)H,
( )
( )

H_O]" + HSA apés 20 min
—— [Cu(isaepy HZO]* + plasma ap6s 1 min
——— [Cu(isaepy HZO]* + plasma ap6s 20 min

r T T T T T T T T T T T T T 1
2400 2600 2800 3000 3200 3400 3600 3800
Campo Magnético, G

Figura 51. Espectro de EPR do [Cu(isaepy)2H20]2+ em presenga e auséncia de HSA e plasma
sanguineo.
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Tabela 9. Parametros de EPR determinados para [Cu(isaepy),H,O**

[Cu(isaepy)z]**
'y A Ay gL
(10* ecm™) | (10* cm™)| (10 cm™)

CuL 195 NO NO 2,072

HSA apds 1min 195 206 NO 2,057
HSA apd6s 20 min 195 206 171 2,057
Plasma apds 1 min 195 206 171 2,054
Plasma apds 20 min 195 206 171 2,054

— [Cu(isami)]*

—— [Cu(isami

—— [Cu(isami

k T T T T T T T T T T T T T T 1
2600 2800 3000 3200 3400 3600 3800 4000
Campo Magnético, G

" + HSA ap6s 1 min

" + plasma ap6s 1 min
" + plasma apds 20 min

( )
( )
——— [Cu(isami)]” + HSA apds 20 min
( )
( )

NO =
nao

obser
vado

Figura 52. Espectro de EPR do [Cu(isami)]” em presenga e auséncia de HSA e plasma sanguineo.
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Tabela 10. Parametros de EPR determinados para [Cu(isami)]

[Cu(isami)]
'y Ay Ay gL
(10*em™) | (10 cm™) [ (10 cm™)
[CuL] 185 NO NO 2,078
HSA apo6s 1min 185 205 NO 2,055
HSA apds 20 min NO 205 171 2,055
Plasma apds 1 min 185 205 NO 2,057
Plasma apds 20 min NO 205 171 2,057
— [Cu(isaen)]"

——— [Cu(isaen)]" + HSA apds 1 min
[Cu(isaen)]” + HSA ap6s 20 min

——— [Cu(isaen)]’ + plasma apds 1 min
[Cu(isaen)]” + plasma ap6s 20 min

f v T v T v T v T v T v T v 1
2400 2600 2800 3000 3200 3400 3600 3800

Campo Magnético, G

Figura 53. Espectro de EPR do [Cu(isaen)H,0] na presencga e na auséncia de HSA e plasma
sanguineo.



Tabela 11. Parametros de EPR para [Cu(isaen)]"

[Cu(isaen)]”
Y Ay gL
(10-4 cm-1) | (10-4 cm-1)
CuL NO NO 2,077
HSA apds 1min 195 206 2,051
HSA apdés 20 min 195 206 2,052
Plasma apés 1 min 195 206 2,047
Plasma apds 20 min 195 206 2,047
[Cu(isapn)*
[Cu(isapn)]** + HSA ap6s 1 min
[Cu(isapn)]2+ + HSA ap6s 20 min
A [Cu(isapn)]2+ + plasma apés 1 min
J [Cu(isapn)]2+ + plasma apés 20 min
] |

I T T T T T T T T T T T T T 1
2400 2600 2800 3000 3200 3400 3600 3800
Campo Magnético, G

Figura 54. Espectro de EPR de [Cu(isaen)]” em presenca e auséncia de HSA e plasma sanguineo.



Tabela 12. Parametros de EPR para [Cu(isapn)]2+

[Cu(isapn)]**
Y Ay gL
(10*cm™ | (10 cm™)

CuL 187 NO 2,072

HSA apo6s 1min 187 205 2,054
HSA apd6s 20 min 187 205 2,052
Plasma apés 1 min 187 205 2,054
Plasma apés 20 min 187 205 2,055

—— [Cu(apyhist)H,Of"

—— [Cu(apyhist)H,O]"" + HSA apés 1 min
—— [Cu(apyhist)H,O]"" + HSA apés 20 min
_— [Cu(apyhist)H20]2+ + plasma apos 1 min
— [Cu(apyhist)H20]2+ + plasma apos 20 min

T T T T T T T T T T
2400 2600 2800 3000 3200

Campo Magneético,

T T T T 1
3400 3600 3800
G

Figura 55. Espectro de EPR de [Cu(apyhist)H,0]" em presenca e auséncia de HSA e plasma

sanguineo.
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Tabela 13. Parametros de EPR para [Cu(apyhist)Hgo]2+

[Cu(apyhist)H,01**
Y gL
(10* cm™)

CuL NO 2,095

HSA apds 1min 187 2,051
HSA apdés 20 min 187 2,052
Plasma apés 1 min 187 2,054
Plasma ap6s 20 min 187 2,054

——[Cu(H,0),]

— [Cu(H,0),*" + HSA apés 1 min
—_— [Cu(HZO)A]z* + HSA apés 20 min
/\ —— [Cu(H,0),*" + plasma apés 1 min
| —— [Cu(H,0),"" + plasma apés 20 min

r T T T T T T T T T T T T T 1
2400 2600 2800 3000 3200 3400 3600 3800
Campo Magnético, G

Figura 56. Espectro de EPR de [Cu(H,0)4** em presenca e auséncia de HSA e plasma sanguineo.
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Tabela 14.Parametros de EPR para [Cu(H20)4]2+

[Cu(H,0)a]*
A Ay Ay gL

(10* em™) | (10* cm™) [ (10 cm™)
CuL NO NO NO 2,077
HSA apés 1min NO 205 NO 2,065
HSA apo6s 20 min NO 205 174 2,065
Plasma ap6s 1 min NO 205 174 2,060
Plasma apds 20 min NO 205 174 2,060

De acordo com os resultados mostrados nas Figuras 51 a 56 e nas Tabelas
acima verifica-se que os complexos [Cu(isaepy)z]**, [Cu(isami)]’, [Cu(isaen)],
[Cu(isapn)]** e [Cu(H20)4]*" apresentam o mesmo sinal com A, = 206 x 10 cm™,
tanto em presenca de HSA, como em presencga de plasma sanguineo. Este sinal é
caracteristico da interagdo de ions de cobre(ll) com a albumina no sitio N-terminal
[30] e, portanto, estes complexos interagem com a albumina presente no plasma
sanguineo imediatamente apds a incubagdo. Além disso, para os complexos
[Cu(isaepy)2]*, [Cu(isami)]" e [Cu(H20)4** observa-se o aparecimento de um novo
sinal com A; = 171 x 10* cm™ apenas apds 20 minutos de reagdo. Este sinal
corresponde a uma interacao tempo-dependente entre os complexos de cobre(ll) e a
albumina, provavelmente em um sitio secundario da prépria proteina ou é devido a
interacdes com outra biomolécula. O [Cu(apyhist)H.OJ*" ndo apresentou estes sinais
adicionais de interacdo com a albumina, conforme esperado, de acordo com

resultados experimentais de dicroismo circular ja discutidos anteriormente.
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4.3.5. SDS-PAGE

A eletroforese em gel de poliacrilamida € um método analitico que permite
separar, pela acdo de um campo elétrico constante e da malha de acrilamida,
moléculas diversas com base no seu peso molecular. O SDS é um denaturante
protéico e, por ser dotado de uma cabecga polar de carga negativa, neutraliza as
cargas positivas das proteinas, que podem entdo ser separadas com base apenas

no seu peso molecular.

Muitas moléculas de interesse bioldgico como aminoacidos, peptideos e
proteinas possuem grupos ionizaveis e podem existir em solugdo como espécies
eletricamente carregadas, seja como cations ou como anions. Assim, moléculas com
cargas parecidas, mas com pesos moleculares diferentes, terdo uma relagdo massa
carga diferente e apresentardo uma migracéo diferenciada quando colocadas em
presenca de um campo elétrico. Os cations migram em direcdo ao campo elétrico
negativo e os anions migram em diregdo ao campo elétrico positivo, a uma
velocidade que depende do equilibrio entre a forga eletromotriz do campo elétrico e a
forca de atrito existente entre os ions e o meio circunstancial. Quando a eletroforese
€ conduzida em um suporte inerte e homogéneo, os componentes da amostra
migram como bandas distintas que ao final da corrida podem ser reveladas com a

utilizacao de técnicas analiticas apropriadas.

Os estudos utilizando SDS-PAGE forma feitos para verificar as possiveis
interacbes dos complexos de cobre(ll) com as proteinas do plasma sanguineo e
também para observar se as interacbes eram diferentes para cada complexo

utilizado. O gel obtido esta mostrado na Figura 57.
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MW 1 23 4 5 6 7
2211100

Figura 57. SDS-PAGE em gel de poliacrilamida 12%. MW: marcador de peso molecular; canaleta 1:
plasma; canaleta 2: plasma + [Cu(H,0)4]*"; canaleta 3: plasma + [Cu(isaen)H,O]"; canaleta 4: plasma
+ [Cu(isapn)]2+; canaleta 5: plasma + [Cu(isami)]’; canaleta 6: plasma + [Cu(isaepy)2]2+; canaleta 7:
plasma + [Cu(apyhist)H,OT*".

Analisando-se a Figura 57, percebe-se que todos complexos apresentaram o
mesmo perfil de distribuigdo observado para o plasma sozinho. Isto demonstra que
nestas condigbes experimentais nao foi possivel distinguir diferengas nas interagdes
dos diferentes complexos de cobre(ll) com a albumina humana, presente no plasma.

Todos os compostos se comportaram da mesma maneira.

4.3.6. Estudos de Fluorescéncia

A Fluorescéncia € uma técnica em que uma molécula com elétrons em
estados excitados tende a voltar para o estado fundamental cedendo energia para o
meio e um dos processos de volta ao estado fundamental, chamado fluorescéncia,
envolve a emissao de fotons. Ocorre, porém, que a energia do féton emitido ndo é
igual a do féton absorvido, apesar do fato de que tanto a absorg¢ao de radiagao como
a emissao da fluorescéncia resultarem de transicbes entre um estado eletrdnico
excitado e o estado fundamental. Ao absorver um féton, a molécula parte de um
arranjo de equilibrio adequado ao estado eletronico fundamental. Quando passa a
um estado eletrdénico excitado, a molécula vai se rearranjar, ou sofrer uma relaxagao,

para uma outra geometria mais adequada a esse estado excitado. Um pouco de
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energia é perdida nessa relaxagdo, de modo que no momento da emissao a
diferenca de energia entre o estado excitado e o fundamental € menor que aquela
existente no momento da absor¢édo. Como resultado, a energia do féton emitido &
menor que a do féton absorvido.

Na espectroscopia de fluorescéncia, uma amostra é irradiada com luz
UV/Visivel e detecta-se a radiacdo emitida pela amostra submetida a iluminacéo.
Experimentalmente procura-se determinar a energia da radiacdo emitida, a
intensidade com que ocorre a emissao, o desvio na direcao de polarizagédo quando a
luz incidente é polarizada e o intervalo de tempo no qual a molécula permanece no
estado excitado (da ordem de 10° segundos). Todos esses “parametros
fluorescentes” dependem da interagdo da molécula fluorescente com o meio
circundante, compreendido como as moléculas vizinhas, sejam essas moléculas do

solvente ou outras presentes no meio.

A glutationa (GSH, y-glutamylcysteinylglycine),um tripeptideo presente em
altas concentragdes (da ordem mM) nas células, pode reduzir ativamente complexos
de cobre, iniciando um ciclo redox, onde o cobre é reoxidado pelo oxigénio

molecular.

A glutationa possui um potencial de oxidagao relativamente alto de 0,24 V em
pH = 7,4 e é capaz de causar ativa redugao do composto de cobre.
GSH — GSSG + e E°oxid. =0,24V
[CuL]** + GSH — [Cul]” + GS + H°
O composto pode entao ser reoxidado pelo oxigénio molecular:
[Cul]" + O, — [CuL]® + O~
Por outro lado, como a glutationa é facilmente oxidavel, ela pode reagir com o
composto reduzido [CuL]" substituindo o ligante e gerando o complexo relativamente
estavel de Cu(l)-GSH que pode ser observado por seu caracteristico espectro de
fluorescéncia.
[Cul]” + GS — [Cu(lGSH] + L
A glutationa reduzida que nao substituiu o ligante pode gerar a glutationa
oxidada [178].
2GS — GSSG (glutationa oxidada)
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O estudo da fluorescéncia dos complexos de cobre(ll) na presenca de
glutationa (GSH) permitiu avaliar a extensédo da reducéo seguida de substituicdo dos

ligantes pela glutationa.

Para todos os complexos de cobre(ll) estudados, ndo houve emissao na faixa
de 500 a 750 nm em auséncia de GSH, como mostra a Figura 11. Quando glutationa
foi adicionada, alguns dos complexos exibiram uma banda caracteristica de
formacgéo de espécie Cu(l)-tiolato, com maximo em torno de 630-650 nm, indicando
uma reducéo e subsequente substituicdo do ligante. Estes espectros sdo mostrados
na Figura 58.

200000

180000
—— [Cu(H,0),*
] — [Cu(isaepy),]
140000 | — [Cu(isaen)]
—— [Cu(isapn)[**
| —— [Cu(isami)]’
100000 ~ —— [Cu(apyhist)H,0]”

160000 — 2+

120000 —

80000

Fluorescéncia (u.a)

T T T T T T T T T 1
500 550 600 650 700 750
Comprimento de onda (nm)

Figura 58. Espectro de emissao de fluorescéncia dos complexos de cobre(ll) em presenca de
glutationa.
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—[Cu(H,0))"
—— [Cu(isaen)H,0]"
—— [Cu(isaepy),”
[Cu(isami)]"
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Figura 59. Espectro de emissao de fluorescéncia dos complexos de cobre(ll) em presenca de
glutationa.

Pelos espectros apresentados nas Figuras 58 e 59 pode-se perceber que a
redugdo do cobre no complexo e a subsequente substituicdo do ligante pela
glutationa s&o moduladas pelo ligante, ja que o0s complexos mostraram

comportamentos diferentes frente a glutationa.

O [Cu(H.0)4]** foi totalmente substituido pela glutationa como ja era de se
esperar. Além do aqua-complexo, o [Cu(apyhist)H-O]** mostrou resultado
semelhante, sendo o unico complexo iminico de cobre(ll) totalmente substituido. Ja o
[Cu(isapn)]** foi o Unico complexo que resistiu & substituicdo do ligante,
provavelmente por ser tetradentado, uma vez que n&o apresentou a banda
caracteristica de formagdo de Cu(l)-tiolato. O [Cu(isami)]" apresentou a banda
caracteristica de formacgao de Cu(l)-tiolato um pouco deslocada e menos intensa do
que o aqua-complexo, indicando que o ligante foi apenas parcialmente substituido.
Para os complexos [Cu(isaepy)z]** e [Cu(isaen)H20]* ainda n&o foi possivel explicar
o comportamento apresentado. Parece ndo haver ocorrido a reducéo apreciavel do

metal, uma vez que a banda da GSH continuou muito intensa.
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Estes resultados mostraram que os complexos de cobre(ll) diferem na sua
reatividade frente a glutationa, demonstrando mais uma vez que a reatividade dos
complexos esta diretamente relacionada com seus ligantes, sendo modulada por

eles.
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4.4.Danos a biomoléculas em presenca de complexos de cobre(ll)

4.4.1. Danos oxidativos a albumina na presenga de complexos de cobre(ll)

Danos oxidativos a albumina bovina foram estimados pela formacdo de
grupos carbonil, monitorados através da obtengdo das correspondentes
dinitrofenilhidrazonas, pela reacédo com dinitrofenilhidrazina (DNPH). Estes derivados
hidrazonas sao estaveis, apresentando forte coloragdo amarela, podendo ser

estimados espectrofotometricamente em A = 360-390 nm (Figura 60). O valor de
absortividade molar (g = 2,2 x 10™ M'1cm'1) foi utilizado para quantizar a formacéao de

grupos carbonil [156].

Reacao:
O,N
H,N
. -0 ; 2
PROTEINA—C”~ > PROTEINA ~ .
i e 10

Nas Figuras 60, 61 e 62 estao os graficos que representam os grupos carbonil

formados nos trés experimentos.

[Cu(apyhist)]
—— [Cu(isami)]
— [Cu(isaepy),]
—[Cu(H,0),]
[Cu(isaen)]
— [Cu(isapn)]
[Zn(isaepy)Cl,]

0.8 -

0.6

Absorbéancia

0.4

0.2

0.0 —Tt T - 1T - r 1+~ 1T T 1711
300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500
Comprimento de onda, nm

Figura 60. Espectro de absorbancia para monitoramento da formagéo de grupos carbonilicos na
proteina.
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Figura 61. Dano oxidativo a albumina bovina induzido por complexos de cobre(ll)
[H20] = 1,0 mM, [BSA]=5,0 mM, [CuL] = 300 uM, tampao fosfato 50 mM, pH = 7,3, T = 37,0°C

I [Cu(apyhist)H, 0"

. B [Cu(isaen)]”’
| I [Cu(isapn)]’
80 - I [Cu(isaepy),]’
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B [Cu(H,0),]
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T+CuL+BSA+H,0,  T+CuL+BSA T+BSA+H,0,

Figura 62. Dano oxidativo a albumina bovina induzido por complexos de cobre(ll)

[H,0.] = 2,5 mM, [BSA]J=5,0 mM, [CuL] = 300 uM, tampao fosfato 50 mM, pH = 7,3, T = 37,0°C
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Figura 63. Dano oxidativo a albumina humana induzido por complexos de cobre(ll)
[H205] = 0,75 mM, [BSA] = 75 uM, [CuL] = 75 uM, tampéao fosfato 50 mM, pH =7,3, T = 37,0°C

Pelos graficos de danos oxidativos a albumina bovina na presenca de
complexos de cobre(ll), Figuras 64 e 65, observa-se um decréscimo na quantidade
de grupos carbonil formados em concentragbes maiores de perdxido de hidrogénio.
Por exemplo, para os compostos mais reativos o nivel de grupos carbonil € de ~160
umol/L em presenga de H,O, 1 mM e ~90 umol/L em presenga de H,O, 2,5 mM.
Normalmente espera-se que ocorra justamente o contrario, aumento dos danos com
o aumento da concentragcdo de H;0O,. Quando o peréxido de hidrogénio esta

presente podem ocorrer as seguintes reagodes:

H,O, + Cu'L — Cu'L +2H" + 0,*
H,O,+Cu'L »>Cu'"L +OH + "OH

Em concentragdes maiores de H,O, pode ocorrer maior formagao deste

radical (*OH), que é bastante reativo, provocando outros danos a proteina, que nao
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geram grupos carbonilicos. Com isso pode ocorrer uma diminuigdo dos danos
oxidativos geradores de grupos carbonilicos, pois a proteina ja foi danificada por uma

via alternativa, envolvendo radicais hidroxil (ou superéxido).

Os grupos carbonil podem ser formados através das etapas:
‘OH + R-CH(OH) — R-HC°OH + H,O
R-HC'OH + O, —» 0,* + RC(=O)H

A Figura 66 mostra os resultados obtidos para HSA. Nesse caso os
compostos [Cu(apyhist)H20]** e [Cu(isaepy)z]** foram os que mais causaram dano a
proteina em presencga de perdxido de hidogénio. Em contra partida o complexo de
zinco, [Zn(isaepy)Cl,] teve o0 mesmo comportamento do aqua-complexo, causando

menos a HSA.

Em todos os experimentos observa-se que os complexos [Cu(apyhist)H,0]*" e
[Cu(isaepy)z]** foram ao mais capazes de causar dano oxidativo tanto na albumina

bovina quanto na humana.

4.4.2. Estudos de EPR

Para observar se houve a formagao de radicais na interagdo da albumina bovina com
complexos de cobre(ll), na presenga de agua oxigenada peroxido de hidrogénio,
experimentos de EPR com em presenca de um captador de spin foram realizados,
utilizando-se tempol em concentragdo conhecida (38uM) como calibrador para

formagao desses radicais.

A reacgao do captador utilizado (DMPO) com mais de um radical pode ocorrer:

a) Radical "OH:

[ J
H3C\/( N/S OH H307O<H

H3C ‘ H3C T. OH
@) O

Para este tipo de aduto radicalar, o espectro esperado apresenta 4 linhas.
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b) Radical °C:

*CH,-R H307O<H
H3C: [ ) _
7 CH,

N
HaC e
HC =

0]
Para este tipo de radical, o espectro esperado apresenta 6 linhas.

\
0O R

Radicais centrados no carbono podem ser formados pela acdo de radicais
hidroxil em compostos ou grupos organicos, numa etapa de propagacao da cadeia

radicalar:
‘OH + RH — R + H,O

A Figura 64 apresenta os espectros de EPR para os complexos de cobre(ll)

com albumina bovina na presenca de peroxido de hidrogénio e o captador DMPO.

{ )
W g

_ —— [CuHO)f"
3 MWW\JW ) W\Wm 7 (% o P it P [Cu(apyhlst)H O]
7 — [Cu(isaepy),]
o —— [Cu(isami)]’
- O Ty P —— [Cu(isapn)]’
© —— [Cu(isaen)]’
g e et oo R
w

A A A .
Wttt ool \ it |\ p il gt

T T T T T T T T T T T T 1
3400 3420 3440 3460 3480 3500 3520

Campo Magnético, G

Figura 64. Espectros de EPR de solugbes contendo BSA, CuL, H,0,, usando DMPO como captador
de spin, apos 5 minutos de reacgao.
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Pelos espectros de EPR obtidos pode-se perceber que ha formacgado de
diferentes radicais, ndo sé radical hidroxila como também radical de carbono,
durante a reagao entre albumina bovina e os complexos de cobre, em presenga de
perdxido de hidrogénio. A presencga destes radicais pode explicar porque ocorre a
diminui¢cdo de grupos carbonilicos formados em concentragbes maiores de peroxido

de hidrogénio, nos experimentos de danos oxidativos a albumina bovina.

A partir da integragao dupla da area do espectro (Di/N) para o tempol e do
respectivo sinal observado em cada caso, foi possivel calcular a concentragdo de

radical gerada para cada composto de cobre(ll) de acordo com a relagéo:

area sinal (Di/N, para cada CuL) X (38 pM) / Area Tempol = 1,04 x 10 radicais

Tabela 15. Concentragao dos adutos radicalares gerados nas solugdes contendo BSA, [CuL] e H,0,,
usando DMPO como captador de spin, apos 5 minutos de reagao.

CuL [DMPO-OH] | [DMPO-C]
(M) (uM)
[Cu(H20)4* 038 | e
[Cu(apyhist)H,0]** 0,36 0,12
[Cu(isaen)]” 0,12 0,05
[Cu(isaepy)2]** 0,52 0,27
[Cu(isapn)] 0,11 0,06
[Cu(isami)* 024 | o

Comparando-se os dados da Tabela 15 com os dados obtidos no experimento
de danos oxidativos a albumina, observa-se que os complexos [Cu(apyhist)Hzo]2+ e
[Cu(isaepy)2]** foram os que apresentaram maior concentragdo de radicais formados
e maior concentragdo de grupos carbonil na proteina. Portanto, dentre os compostos
estudados estes dois parecem ser os mais reativos. O complexo [Cu(isami)!* foi um
dos complexos que apresentou maior formagao de grupos cabonil na proteina,
porém como gerador de radicais foi um dos piores. Em contra partida, o complexo
[Cu(isapn)] foi um dos complexos que menos causou danos a proteina e foi um dos

melhores geradores de radical. Ja o [Cu(isaen)H,O]" mostrou ser o menos reativo
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dos compostos estudados, foi 0 que menos gerou radicais e 0 que menos causou

danos a albumina.

Também neste caso, de geragdo de espécies reativas de oxigénio (EROs), o

ligante parece modular a reatividade dos ions de cobre.

4.4.3. SDS-PAGE em presencga de H,0;:
Para observar a ocorréncia de dano oxidativo na albumina causado pelos

complexos de cobre(ll) foi feito também SDS-PAGE em presenca de perdxido de
hidrogénio.

Os resultados obtidos estdo mostrados na Figura 65 abaixo.

MW 1 2 3 4 5 6 MW 7 8 910 11 12 13
s ™
CeoePw - ve v

Figura 65. SDS-PAGE em gel de poliacrilamida a 12%, usando [CulL]=0,75(M (Cu/HSA 1:1) e
[H202]=7,5(M. A HSA foi desnaturada utilizando-se SDS 10%.. MW: Marcador de peso molecular
BioRad. Canaletas: 1: HSA, 2: HSA + H202, 3: HSA + [Cu(H20)4]2+, 4: HSA + [Zn(isaepy)CI2] 5:
HSA + [Cu(isaen)]+, 6: HSA +[Cu(apyhist)H20]2+, 7: HSA, 8: HSA + H202, 9: HSA + [Cu(H20)4]2+,
10: HSA + [Zn(isaepy)CI2], 11: HSA + [Cu(isaepy)2]2+, 12: HSA + [Cu(isapn)], 13: HSA +
[Cu(isami)]+.

Neste estudo verificou-se que, em presenga de perdxido de hidrogénio, os
compostos [Cu(isaen)], [Cu(apyhist)H.0]** e principalmente [Cu(isaepy).]**, foram
capazes de clivar a proteina, ja que o padrao de fragmentagdo apresentado no gel
esta diferente dos outros compostos estudados e do controle realizado. Este ultimo

composto mostrou também ser o mais reativo na indugao de apoptose, em estudos
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anteriores no nosso laboratério [52], atuando especialmente sobre mitocondrias e o
nucleo das células tumorais. Estes estudos mostraram a geragdo de espécies
reativas (EROs) e a ocorréncia de peroxidagao lipidica, glicosilagdo de proteinas e

danos ao DNA, apo6s a permeacgao dos complexos de cobre para dentro da célula.

4.4.4. Influéncia dos complexos de cobre(ll) na respiragdao mitocondrial:

Por esta razdo, complementando os estudos relatados, procedeu-se a uma
investigagdo, ainda que preliminar, sobre a influéncia dos varios compostos de
cobre(ll) estudados na respiragdo mitocondrial, visando elucidar melhor seu

mecanismo de atuag&o no meio bioldgico.

Para comparar os resultados obtidos foi necessario calcular o ICR (indice de
controle respiratério) das mitocdndrias extraidas na auséncia de metal, a partir dos
dados de respiragao mitocondrial obtidos.

190 .24 Controle

-

o

o
1

80+

60—

40

204

nmol O, dissolvido/ mg proteina/ min

Mito ADP Oligo Cccp

Figura 66. Controle da respiragdo mitocondrial

Para se calcular o ICR neste experimento, dividiu-se o valor do consumo de
oxigénio, apos a adicdo de ADP, pelo valor do consumo de oxigénio antes da adigao

de ADP. O valor de ICR para este experimento controle foi de 6,6, indicando que a
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extracado das mitocdndrias e a sua preparacao para realizagdo do experimento foram
boas. A seguir, adicionou-se oligomicina que é um inibidor da ATP sintase e deste
modo é observado uma inibicdo na respiragdo mitocéndria, conforme visto na Figura
66. Finalmente, adicionou-se CCCP, um composto capaz de capturar o proton ao
redor da membrana externa e inseri-lo novamente dentro da mitocondria. Com isto,

reativa-se a respiracao.

Experimento 1:

220 -
200
".E 180 772 [Cu(H,0),I*
< 160
g 4
5 140
S 1204
Q 4
2 100+
3 807
>
e} 60 -
2 j
D 40
© )
o 20
S o > .
S ,] Mito  ADP CuL :
c ] Oligo
-40
CCcCP

Figura 67. Respiragdo mitocondrial sob influéncia do composto [Cu(H20)4]2+

Ao se adicionar o aqua-complexo de cobre(ll), apdés a adigdo de ADP,
verificou-se uma inibicdo no consumo de oxigénio, que foi mais acentuada ao
adicionar a oligomicina e ainda maior ao juntar o CCCP. Portanto, o ion de cobre foi
capaz de inibir a fosforilacdo e a transferéncia de protons para dentro da mitocéndria.

O mesmo comportamento foi observado para todos os complexos iminicos de
cobre estudados, conforme pode ser visto nas Figuras 68 a 73 a seguir. Em
presenca de cada um deles verificou-se inibicdo da fosforilagdo e da respiracao.

Provavelmente, sendo cations lipofilicos essas espécies de cobre interagem com a
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membrana, interrompendo a fosforilagdo. Além disso, por apresentar atividade redox,

podem eles mesmos consumirem oxigénio.
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Figura 68. Respiragdo mitocondrial sob influéncia do composto [Cu(isaepy)z]2+
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Figura 69. Respiragdo mitocondrial sob influéncia do composto [Cu(isaen)]*
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Figura 70. Respiragdo mitocondrial sob influéncia do composto [Cu(isapn)]*
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Figura 71. Respiragéo mitocondrial sob influéncia do composto [Cu(isami)]”
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Figura 72. Respiracdo mitocondrial sob influéncia de [Cu(apyhist)H,0]**

Entretanto, em presenga do composto de zinco, [Zn(isaepy)Cl2], ndo se
observou a inibicdo do consumo de oxigénio, logo apos sua adigdo. Por outro lado,
nao se observou tampouco o retorno da respiragdo mitocondrial ao se adicionar o
CCCP.

220

200 222 [Zn(isaepy)Cl,]
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20
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Figura 73 — Respiragao mitocondrial sob influéncia de [Zn(isaepy)Cl,]
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Experimento 2:

Neste caso, adicionando-se o complexo de cobre(ll) antes da adigdo de ADP,
foram verificadas diferengcas de comportamento entre os varios compostos. A adigéao
do aqua-complexo inibiu o0 consumo de oxigénio, que depois nao foi restabelecido
com a adicdo de ADP, nem a de CCCP. Pode-se interpretar essa inibicdo pelo ion

cobre como decorrente do bloqueio de transferéncia de prétons.
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Figura 74. Respiragdo mitocondrial sob influéncia do composto [Cu(H20)4]2+
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Figura 75. Respiragdo mitocondrial sob influéncia do composto [Cu(isaepy)z]2+
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A adigao do complexo [Cu(isaepy)2]**, por outro lado, praticamente néo
modificou a velocidade de consumo de oxigénio. A subsequente adigao de ADP,
contrariamente ao esperado, ndo aumentou a velocidade de respiragdo. Também, a

adicao de CCP nao restabeleceu o consumo de oxigénio.
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Figura 76. Respiracdo mitocondrial sob influéncia do composto [Cu(isami)]**

Em presenca do composto [Cu(isami)]**, observou-se uma inibicdo da
respiragao (aproximadamente 50%), que foi ainda maior ao se adicionar ADP,
mostrando que o processo de fosforilagdo também foi inibido, mas nao totalmente,

uma vez que a adicdo de CCCP restabeleu em parte a respiragéo.
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Figura 77. Respiragdo mitocondrial sob influéncia do composto [Cu(isapn)]*

O comportamento do complexo [Cu(isapn)]** foi diferente. Adicionado antes
do ADP, ndo inibiu a respiragdo mitocondrial, ao contrario, aumentou o consumo de
oxigénio, que entretanto diminuiu um pouco, ao se adicionar o ADP. Neste caso o
CCCP também foi capaz de restabelecer em parte o consumo de oxigénio, apos

inibicado pela oligomicina.
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Figura 78. Respiragdo mitocondrial sob influéncia do composto [Cu(isaen)H,0]"
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A adi¢do do composto [Cu(isaen)H20]" n&o alterou a respiragdo mitocondrial,
entretanto, em presenca de ADP ocorreu uma diminuigao no consumo de oxigénio.
Este decréscimo continuou sendo observado tanto em presenca de oligomicina
quanto em presenca de CCCP. Nesse caso, a respiracdo mitocondrial ndo foi
restabelecida.

O composto [Cu(apyhist)H20]** inibiu parcialmente o consumo de oxigénio,
mas permitiu o restabelecimento da respiragao pela adicao de ADP. Neste caso, a
inibicdo pela oligomicina foi seguida de restabelecimento parcial ao adicionar-se o

CCCP, conforme mostrado na Figura 81.
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Figura 79. Respiracdo mitocondrial sob influéncia do composto [Cu(apyhist)H,0]**
Finalmente, em presenga do composto de zinco, [Zn(isaepy)Cl.], observou-

se inibicao total da respiracdo, que nao foi restabelecida, nem parcialmente, pela
adicdo de ADP ou CCCP.
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Figura 80. Respiragdo mitocondrial sob influéncia do composto [Zn(isaepy)Cl,]

A partir dos resultados observados pode-se inferir que com adi¢ao prévia de
ADP, todos os complexos de cobre inibiram fortemente a respiracado mitocondrial. O
composto de zinco, ao contrario, nao inibiu o processo.

Entretanto, se a adicdo do complexo for feita antes da de ADP, verificam-se
diferencgas na influéncia de cada complexo na respiragao mitocondrial.

Para elucidar melhor o mecanismo de atuacédo destes compostos necessita-se
de mais experimentos, com o uso de diversos inibidores (rotenona, inibidor do
complexo | da cadeia; antimicina A, ou mesmo KCN para inibir o citocromo c
oxidase) ou de ativadores da cadeia respiratoria, como NADH. Portanto, outros

estudos deverao ser feitos.
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5. Conclusoes

Estes estudos sobre alguns complexos selecionados de cobre(ll) com ligantes
diminicos, contendo grupos piridina, imidazol ou indol, permitiram investigar sua
reatividade frente a processos oxidativos envolvendo carboidratos e proteinas. A
oxidagao de carboidratos simples, D-glicose, D-frutose e D-galactose, catalisada por
estes complexos mostrou ser dependente da concentracdo do metal, da concentragao
do substrato, obedecendo a um mecanismo do tipo Michaelis-Menten, do pH do meio e
da concentragao do tampao carbonato utilizado. A atividade catalitica do cobre foi
modulada pelos ligantes, com participagdo de espécies reativas de oxigénio, sendo o
complexo mais ativo frente a oxidagdo da D-frutose foi o [Cu(isaen)H.0]", ja na
oxidagcado da D-Glicose e D-galactose, os resultados indicam que todos os compostos
estudados se mostraram bons catalisadores na oxidagdo de carboidratos,
apresentando valores de kqps da mesma ordem de grandeza.

Interagbes dos varios complexos estudados com a albumina (BSA) foram
monitoradas por dicroismo circular (CD), verificando-se que estes compostos
apresentam constantes de estabilidade da mesmo ordem que a da espécie [Cu-BSA],
com log K = 15-17 e que, portanto, sao estaveis no meio biolégico, podendo competir
com a proteina pelos ions de cobre. O sitio preferencial de inser¢cdo do cobre na
proteina foi o sitio N-terminal, & excecdo de um dos compostos, [Cu(apyhist)H20]*",
que predominantemente apresentou o cobre num sitio secundario, provavelmente no
sitio da cisteina 34.

Danos oxidativos a proteina albumina (BSA ou HSA) também foram observados,
principalmente em presenca de perdxido de hidrogénio, com geragao de radicais
hidroxil e formacao de grupos carbonil na proteina. Os resultados indicaram que em
todos os experimentos os complexos [Cu(apyhist)H.0]** e [Cu(isaepy):]** foram ao

mais capazes de causar dano oxidativo tanto na albumina bovina quanto na humana.

Experimentos através de espectroscopia EPR e SDS-PAGE corroboraram estes
dados, mostrando a especiagdo do cobre entre o ligante iminico e a proteina
albumina, além de uma migragdo do cobre a outro sitio na propria proteina, ou a

outra biomolécula, num processo tempo-dependente.
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Alguns dos complexos puderam ser reduzidos e ter o ligante iminico substituido
em presencga de glutationa (GSH), um agente redutor presente em alta concentragéo
no citosol. Outros, entretanto, parecem nao ser afetados pela GSH, conforme verificado
em experimentos de fluorescéncia. Esta diferenga de reatividade pode ter influéncia
substancial no ciclo catalitico destes complexos, em meio bioldgico.

Portanto, os complexos estudados apresentaram reatividade catalitica significativa
nos processos oxidativos envolvendo tanto carboidratos como proteinas, dependente
do ligante diiminico. Assim, através de modificagdes estruturais no ligante, pode-se
modular a reatividade do metal, visando substratos especificos.

Em estudos anteriores, esses compostos mostraram-se capazes de induzir o
processo apoptético em diferentes tipos de células tumorais [52]. Os alvos
preferenciais, uma vez introduzidos na célula, foram o nucleo e as mitocéndrias, o que
levou a estes estudos sobre sua influéncia na respiracdo mitocondrial. Os resultados
obtidos indicaram diferengas significativas nessa influéncia dos diversos compostos
sobre o consumo de oxigénio. Por exemplo, com adicdo prévia de ADP, todos os
complexos de cobre inibiram fortemente a respiracdo mitocondrial, enquanto o
composto de zinco, ao contrario, ndo inibiu o processo. Se a adicao do complexo for
feita antes da de ADP, verificaram-se diferencgas significativas. Com o composto de
zinco, [Zn(isaepy)Cl;], observou-se inibicdo total da respiragcdo, que nao foi
restabelecida, nem parcialmente, pela adicdo de ADP ou CCCP. Ja o composto
[Cu(apyhist)H,0]** inibiu parcialmente o consumo de oxigénio, mas permitiu o
restabelecimento da respiragcdo pela adicdo de ADP. Neste caso, a inibicao pela
oligomicina foi seguida de restabelecimento parcial da respiragdo ao adicionar-se o
CCCP. Os dados parecem indicar que além do transporte de eletrons na cadeia
respiratéria, também o processo de fosforilacdo € afetado pela presenca dos
complexos de cobre ou zinco.

Estes estudos forneceram informacgdes importantes para melhor elucidagdo do
mecanismo de atuacdo destes compostos como promotores de processos oxidativos
e como potenciais agentes antitumorais, embora estudos mais aprofundados sejam

ainda necessarios.
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