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1. INTRODUGAO

Nos ultimos anos, o numero de casos de cancer aumentou de forma
expressiva em todo o mundo. Embora novas terapias tenham surgido, a
quimioterapia continua sendo um dos principais tratamentos, mas ainda enfrenta
barreiras importantes, como a quimiorresisténcia e efeitos colaterais severos.
Nesse contexto, cresce a busca por estratégias capazes de potencializar a eficacia,
reduzir a toxicidade e melhorar a qualidade de vida dos pacientes.

Entre essas estratégias, destaca-se o uso da albumina sérica, proteina mais
abundante no plasma e responsavel pelo transporte de inumeras biomoléculas. A
albumina pode prolongar a meia-vida circulatoria, melhorar o perfil farmacocinético
e direcionar agentes anticancer aos tumores por meio do efeito de permeabilidade
e retengdo. Essa abordagem ja se mostrou eficaz em aplicagbes clinicas, como no
Abraxane®, uma formulacao de paclitaxel ligada a albumina sérica humana (HSA)
para o tratamento de tumores avangados (Cho, et. al. 2022). No entanto, a for¢a de
ligacao entre farmaco e proteina precisa ser equilibrada para garantir estabilidade
sem comprometer a fragdo livre ativa, tornando essencial compreender a interagao
entre proteinas séricas e moléculas bioativas (Tripathi, et. al. 2024).

Na quimica medicinal, a quimica de coordenagdo vem se destacando no
desenvolvimento de metalofarmacos, cuja atividade pode ser modulada pela
escolha do metal e do ligante. o cobre vem ganhando destaque por ser o terceiro
metal de transicdo mais abundante no corpo humano, participando de diversos
processos vitais no organismo. Além disso estudos mostram que tecidos tumorais
apresentam niveis mais elevados de cobre do que tecidos saudaveis, e que
compostos a base desse metal podem inibir o crescimento tumoral, inclusive por
meio da cuproptose, um mecanismo de morte celular programada mediado pelo
cobre (Huang, et. al. 2024). Entre os ligantes utilizados, as bases de Schiff, obtidas
pela condensagao entre aminas primarias e aldeidos ou cetonas, destacam-se pela
versatilidade estrutural e pela capacidade de formar complexos estaveis (Pinheiro,
et. al. 2023)

Neste trabalho, propde-se a variacdo do coligante e do contra-ion em
complexos de cobre(ll) contendo base de Schiff, tomando como referéncia o
complexo 1a, previamente publicado pelo grupo (Pinheiro, et. al. 2023). Esse
composto apresentou citotoxicidade relevante contra as linhagens celulares SW620
(carcinoma colorretal) e MCF-7 (adenocarcinoma de mama), com valores de ICs,
de4,1+£0,3 uMe 5,3 £ 0,7 uM, respectivamente, mas nao teve sua interagdo com
albumina investigada. Assim, os novos complexos foram sintetizados,
caracterizados e avaliados quanto a interacdo com albumina sérica bovina e
humana.

2. METODOLOGIA
2.1. Sintese do ligante

O pré-ligante 1 foi sintetizado conforme descrito na literatura, pela reagao

equimolar de 8-aminoquinolina (2,16 g, 15 mmol) e 3,5-di-terc-butil-2-
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hidroxibenzaldeido (3,52 g, 15 mmol), ambos dissolvidos separadamente em etanol

(15 mL) e posteriormente misturados. A reacgéo foi conduzida sob refluxo a 80 °C

por 24 h, seguida de resfriamento a temperatura ambiente e cristalizagdo a —18 °C.

O sdlido laranja formado foi filtrado, lavado e seco a vacuo, o rendimento de 77,0%.
2.2. Sintese do complexo

O composto pré-ligante 1 (100 mg; 0,277 mmol), previamente solubilizado em
metanol (10 mL) a 40°C, foi adicionado gota a gota a uma solugéo de CuCl2.2H20
(47,2 mg; 0,277 mmol) em metanol (5 mL). A reacao prosseguiu sob agitagao por
3 horas em temperatura ambiente. Posteriormente, a solugédo resultante 1a foi
submetida a secagem a vacuo e lavada com hexano, resultando na formagao do
complexo 1a solido de cor marrom. O rendimento da reagao foi de 87%.

O complexo 1b foi sintetizado conforme descrito para 1a, a partir de 1 (100
mg; 0,277 mmol) e Cu(ClO4)2.6H20 (102,8 mg; 0,277 mmol). O composto 1b gerou
cristais marrons escuros, com um rendimento de 76%.

O complexo 1c foi sintetizado conforme descrito para 1a, a partir de 1 (100
mg; 0,277 mmol) e Cu(NO3)2.3H20 (51,90 mg; 0,277 mmol). O composto 1¢c gerou
cristais marrons escuros, com um rendimento de 80%.

2.3. Caracterizagao dos complexos

Os complexos foram caracterizados por UV-Vis, FITR e DRX de Monocristal.
Espectros no ultravioleta visivel foram obtidos em um espectrofotdbmetro, na regido
de 200 a 800 nm em diclorometano. Os espectros na regido do infravermelho foram
obtidos em um espectrofotdmetro IRAffinity-1, SHIMADZU, na regido de 4000 a
500cm"', sob o acessdrio ATRZnSe, em modo: transmitancia, nimero de scans:
60, resolugéo: 4cm'. A Difragdo de Raios X de monocristal foram realizadas em
um difratdmetro Synergy-Dualflex-HyPix-Cu, os dados foram medidos usando
varreduras w de 0,5° por quadro utilizando radiacdo Cu Ka.

24. Interagdo com albumina sérica bovina e humana

Os ensaios de fluorescéncia foram realizados em um espectrofotdmetro
PerkinElmer LS-55, com lampada de xenénio, utilizando comprimento de onda de
excitacao de 280 nm, varredura de 200-575 nm. Solug¢des de BSA (0,10 uM) e HSA
(0,14 pM) foram fixados e adicionados volumes graduais (5-195 pL) dos
compostos, obtendo concentragdes finais de 0,9-32 uM. Apds cada adigao,
registraram-se os espectros para monitorar alteragées na intensidade e possiveis
deslocamentos das bandas de fluorescéncia.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os compostos obtidos e seus respectivos rendimentos sdo apresentados na
Figura 1, alterando o coligante Clorido [CuLCl] (1a) por aqua [Cu(L)(H,O)]CIO,
(1b), nltrato [Cu(L)(NOs3)] (1c). Estes complexos foram caracterizados por
espectroscopla no mfravermelho UV-vis e Difragdo de Raios X de monocristal
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Figura 1. Rota geral de sintese dos complexos 1a — 1c.
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Na Figura 2 é apresentado o resultado da XDR do complexo 1b, que foi
selecionado para discussao. O complexo 1b cristaliza no sistema triclinico, grupo
espacial P-1, o que indica a auséncia de simetria interna além da identidade. Os
angulos de ligagao O1-Cu1-N2 de 175,20(6) e N1-Cu1-O2 de 176,02(6) definem
uma geometria quadrada ligeiramente distorcida em torno do centro metalico. Essa
geometria sofre um desvio da planaridade, evidenciado pelos seguintes angulos:
O1-Cu1-N1 de 94,13(6), N2-Cu1-N1 de 83,82(6), O1-Cu1-O2 de 89,81(6) e N2-
Cu1-02 de 92,21(6). A distancia Cu(1)-O(3) observada (2,635 A) excede a soma
dos raios covalentes de Cu e O (2,05 A), indicando auséncia de ligagéo covalente
efetiva. No entanto, é ligeiramente inferior a soma dos raios de van der Waals (2,92
A), sugerindo uma interag&o fraca entre o centro metalico e o oxigénio do anion.

Figura 2. Estrutura cristalina e molecular do complexo 1b.

A albumina sérica bovina (BSA) € usada como modelo por sua alta
similaridade (~76%) com a albumina humana (HSA), baixo custo e facil purificagao.
Estudos com BSA fornecem informagdes iniciais importantes sobre a ligagado de
novos compostos a proteinas plasmaticas, embora diferencas estruturais entre elas
possam afetar afinidade e comportamento espectroscépico. A interacdo dos
compostos 1-1¢c com as proteinas BSA e HSA foi investigada por espectroscopia
de fluorescéncia. Nas titulagdes, a concentracao de BSA foi mantida fixa, enquanto
as concentragdes dos compostos foram gradualmente aumentadas no intervalo de
9,0 x 10™* mM a 2,0 x 1072 mM. Os espectros de fluorescéncia obtidos para a
interacdo com a BSA, foram selecionados para exemplificagdo dos resultados e
estdo apresentados na Figura 3.
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Figura 3. Espectros Espectros de emissao de fluorescéncia da BSA na presenca
do (a) pré-ligante 1 e dos complexos (b)1a,(c) 1b e (d)1c.

Em todos os espectros de emissdo, observou-se uma diminuicdo na
intensidade de fluorescéncia da BSA a medida que a concentracdo dos compostos
aumentava. Esse efeito de supressao esta relacionado a modificacbes no
microambiente dos residuos de triptofano, resultantes da interagdo com os ligantes.
Para caracterizar esse processo, foram determinados alguns parametros, como:
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constante de Stern—Volmer (Ksv), constante de supressdo bimolecular (Kq),
constante de ligacéo (Kb), numero de sitios de ligagdo (n) e variagdo da energia
livre de Gibbs (AG). Apresentados na Tabela 1.
Tabela 1 - Propriedades espectrais de fluorescéncia do pre-ligante 1 e seus
respectivos complexos 1a—1¢ em interacdo com BSA e HSA.

Macromolécula Il\(ns]' M _t(f's » I\I',(Ib1 kﬁnc:‘ol

1 BSA 2,46 x 10* 2,46 x 1012 2,73x10® 0,79 -19,61
HSA 1,49 x 10* 1,49 x 1012 1,62x10% 0,80 -18,32

1a BSA 2,98 x 104 2,98 x 1012 1,96 x 10* 0,99 -24,50
HSA 1,29 x 10* 1,29 x 1012 1,1x10* 0,98 -23,09

1b BSA 5,22 x 10* 5,22 x 1012 1,32x 108 1,29 -34,34
HSA 1,24 x 10° 1,24 x 1013 1,74 x 106 1,24 -35,62

1c BSA 4,69 x 10* 4,69 x 1012 8,41x10* 1,05 -28,12
HSA 3,89 x 104 3,89 x 1012 3,50x10* 0,99 -2594

A anadlise de fluorescéncia de BSA e HSA evidenciou supressao
predominantemente estatica, com constantes de taxa de colisdo (Kq) superiores ao
limite de difusdo (2,0x10" M™" s7") e constantes de ligagéo na faixa de 10°-10° M™",
indicando afinidade moderada a forte, compativel com compostos de interesse
farmacolégico. Em ambos os casos, n = 1 sugere a presenca de uma unica classe
de sitio de ligagéo, e os valores negativos de AG indicam que as interagdes sao
termodinamicamente espontaneas. A afinidade com BSA/HSA seguiu a ordem 1b
>1c¢c >1a>1, sendo todos os complexos superiores ao ligante livre, possivelmente
devido a formagao de adutos metaloproteicos nos quais residuos doadores da
albumina coordenam o centro metalico. O complexo 1b apresentou maior afinidade,
provavelmente favorecida pelo coligante aqua, de carater labil, e pela carga positiva
do centro metalico, fatores que podem facilitar interacdes eletrostaticas iniciais e
subsequente coordenacgao.

4. CONCLUSOES

Os novos complexos de cobre foram caracterizados por IV, UV-Vis e difracdo
de raios X. As interacbes com BSA e HSA indicaram um mecanismo de extingao
de fluorescéncia predominantemente estatico, evidenciado pelos elevados valores
de Kq, constantes de ligagdo compativeis com afinidade moderada a forte. Os
complexos apresentaram maior afinidade pelas proteinas que o ligante livre, com
destaque para o complexo 1b. Esses resultados reforgam o potencial biolégico dos
complexos, tendo como perspectiva a investigagao da interagdo com ct-DNA,
analise de citotoxicidade e estudos in vivo em 1b e 1¢c para explorar o potencial
anticancerigeno desses complexos em comparagéo ao complexo 1a.
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