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RESUMO

Em 2022, o cancer de mama foi o mais diagnosticado e de maior mortalidade
nas mulheres em todo o mundo. Os principais subtipos de cancer de mama invasivos
sdo denominados Luminal A e B, HERZ positivo e triplo negativo. Os polioxovanadatos
(POVs) sao agregados poliatdmicos carregados negativamente baseados em ions
oxidovanadio(lll), (IV), (V) ou de valéncia mista. Os estudos da atividade de POVs em
cancer de mama ainda sdo escassos, no entanto, eles se mostraram muito
promissores. Neste trabalho, foram sintetizados e avaliados em sua citotoxicidade
frente a células de cancer de mama e normal os POVs de valéncia mista
(BusN)s[V18042l]  (Bul@Vis) e  [(CH3)aNJe[V15036(Cl)]  (MeCl@V1s), um
hexavanadato(V) funcionalizado com alcool tripédico HsL®* = 1,1,1-
tris(hidroximetil)propano, (CsH20N)2[V6O13{(OCH2)sCCH2CH3}2] (VeLE!) e o anion
decavanadato, [V10028]%~ (V10). Os POVs MeCI@V1s5 e VeLEt foram caracterizados por
IR, analise elementar e DRX (de p6é e monocristal). O Bull@V1s foi obtido em 36% de
rendimento e foi caracterizado por DRX de pé e por espectroscopias de IR, Raman,
RMN de °'V, RPE, UV/Vis/NIR, MEV, EDS e analise elementar. A estrutura proposta
consiste em um agregado pseudoesférico contendo 10 V'V: 8V, e pode ser visto como
uma nova variante {V18Oa42l} descrito por Muller. O Bull@V1s foi utilizado para
preparar filmes homogéneos formados por particulas microesféricas de diametro
inferior a 3 um. Todos os POVs foram caracterizados em solugao (agua ou acetona)
e no meio de cultura RPMI por espectroscopias de RMN de 'V e RPE. Os POVs V1o,
MeCl@V1s e Bull@V1s sofreram hidrélise parcial em RPMI, mesmo nos tempos
iniciais, para formar oligovanadatos de menor nuclearidade (H2VO4~ e HVPO73- em
equilibrio (V1+PV), [H2V207]% (V2), V4012*(V4) and V50155~ (Vs)) apds 72 h, enquanto
que o VeLEt foi estavel em solugdo recém preparada. A atividade citotoxica foi avaliada
para a linhagem celular de cancer de mama triplo negativo MDA-MB-231 e para a
linhagem de células de tecido mamario normal HB4a, empregando o método MTT.
Para as células de cancer, os valores de ICso para os POVs V1o, Bul@V13, MeCI@V 15
e VeLEt, nesta ordem, foram 2,53, 9,89, 17,2 e 17,6 ymol L™, ja para as células normais
foram de 0,966, 11,0, 1,02 € 9,77 uymol L™, respectivamente. O ensaio Wound Healing
para MDA-MB-231 foi realizado para VeLE! e V1o, por até 48h, nas concentragdes de
4,50 e 8,50 ymol L', para o primeiro POV, e de 0,450 e 0,900 umol L-! para o
segundo POV. Apenas o VgLE! foi capaz de diminuir a migragao celular, apresentando
na maior concentragdo uma maior area de lacuna (87,6% em 24h e 79,8% em 48h)
quando comparado ao controle (66,9% em 24h e 48,8% em 48h). As imagens
registradas por MEV mostram o aparecimento de vesiculas nas células tratadas com
os dois compostos nas mesmas concentragdes utilizadas no ensaio Wound Healing;
no entanto, apenas o VeLEt causou mudanga de morfologia da linhagem de cancer de
fusiforme para ameboide. Os ensaios de express&o génica como o VeLE (17,6 pmol L~
") nas células MDA-MB-231 resultou no aumento da expressdo de um Unico gene, 0
RIPK3 em 15 vezes, sugerindo um mecanismo de necroptose na presenga do POV.
Visando futuros estudos in vivo, a citotoxicidade em células de cancer de mama
murino (4T1) foi avaliada, obtendo um valor de ICso de 2,97 umol L-'. Os POVs
mostraram-se promissores no tratamento de cancer de mama, destacando-se o VeLEt
e o Bull@V1s, que terdo seus estudos aprofundados.

Palavras-chave: Cancer de mama; POVs; estabilidade; citotoxicidade; MDA-MB-231;
HB4a.



ABSTRACT

In 2022, breast cancer was the most diagnosed and had the highest mortality rate in
women worldwide. The main molecular subtypes of invasive breast cancer are Luminal
A and B, HER2 positive and triple negative. Polyoxovanadates (POVs) are polyatomic
aggregates negatively charged based on oxidovanadium(lll), (1V), (V) or mixed valence
ions. Although studies of POVs in breast cancer remain scarce, they have shown
promising results. Herein, the mixed valence POVS (BusN)s[V180421] (Butl@V1s) and
[(CH3)4N]e[V15036(CI)] (MeCl@V1s), the novel hexavanadate(V) and functionalized with
the tripodal alcohol HsLE' = 1,1,1-tris(hydroxymethyl)propane, (CsH20N)2[VeO13{
(OCH2)3CCH2CHs}2] (VeLE) and the decavanadate anion, [V1002s]® (V1e), were
synthesized and evaluated in their cytotoxicity towards breast and normal cancer cell
lines. The MeCl@V1s and VeLE* POVs were characterized by IR, elemental analysis
and XRD (powder and single crystal). Butl@V1s was obtained in 36% of yield and was
characterized by powder XRD and by IR, Raman, %'V NMR, EPR, UV/Vis/NIR, SEM,
EDS and elemental analysis spectroscopy. The proposed structure consists of a
pseudospherical aggregate containing 10V'"V: 8VV and can be seen as a new variant of
the {V180a42l}~ framework described by Muller. The Butl@Vs was used to prepare
homogeneous films formed from microsphere particles of less than 3 um. All POVs
were characterized in solution (water or acetone) and in RPMI medium by %'V NMR
and EPR spectroscopies. The POVs V1o, MeCl@V15 and Bull@V4s suffer partial
hydrolysis in RPMI medium even at the initial time to form small oligovanadates
(H2VO4~ and HVPO?7% in equilibrium (V1+PV), [H2V207]%- (V2), V4012*~(V4) and V5015~
(Vs)) after 72 h, while VeLEt proved to be stable in the freshly prepared solution. The
cytotoxicity activity against the triple negative breast cancer cell line MDA-MB-231 and
towards the normal breast tissue HB4a cell line was assessed by MTT. For cancer
cells, the ICso values for POVs V1o, Bull@V1s, MeCI@V15 and VeLE!, in this order, were
2.53, 9.89, 17.2 and 17.6 ymol L', as for normal cells were 0.966, 11.0, 1.02 and
9.77 umol L', respectively. The Wound Healing assay for MDA-MB-231 was
performed only for VeLEt and V4o, for up to 48 h, at concentrations of 4.50 and 8.50
umol L' for the first POV, and 0.450 and 0.900 pymol L' for the second POV. Only
VeLEt was able to reduce cell migration, presenting a higher concentration of a larger
gap area (87.6% in 24 h and 79.8% in 48 h) when compared to the control (66.9% in
24 h and 48.8% in 48 h). SEM images show the appearance of vesicles in cells treated
with both compounds with the same concentrations used in the Wound Healing assay;
however, only VeLEt caused a change in the morphology of the cancer cells, changing
from fusiform to amoeboid form. Furthermore, the gene expression assay with VeLE
(17.6 ymol L") in the MDA-MB-231 cell line resulted in an increased expression only
of the RIPK3 gene in 15 times, suggesting the mechanism of necroptosis in the
presence of the POV. Aiming for future in vivo studies, cytotoxicity in murine breast
cancer cells (4T1) was evaluated, obtaining an ICso value of 2.97 uymol L='. POVs have
shown promise in the treatment of breast cancer, with emphasis on VeLE' and
Butl@V1s, which will be further studied.

Keywords: Breast cancer; POVs; stability; cytotoxicity; MDA-MB-231; HB4a.
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1 INTRODUGAO

Dados recentes mostram que o cancer esta entre as trés principais causas de
morte em seres humanos na faixa de 30 a 69 anos, o que faz com que ele seja um
problema de importancia mundial.! Impactos como exposicédo a poluentes, habitos de
vida e consumo de comidas industrializadas, tornam o cancer uma das doengas com
maior incidéncia e mortalidade.?

Em 2022, o numero de novos casos de cancer no mundo foi de 18,7 milhdes,
excluindo os casos de cancer de pele ndo melanoma, entre os quais o cancer de
mama foi o mais diagnosticado e o mais mortal entre as mulheres.! No Brasil, estima-
se que ocorrerao 704 mil novos casos de cancer para o triénio de 2023 a 2025, dentre
eles, o cancer de mama € o de maior incidéncia, seguido por cancer de prostata, colon
e reto, pulmao e estdbmago. ?

O cancer de mama € uma doenca heterogénea com grande variagdo em suas
caracteristicas morfoldégicas e em sua resposta clinica.? Ele é subdividido em quatro
subtipos: Luminal A e Luminal B, que sdao menos agressivos (tratados por terapia
hormonal), HER2 positivo (tratado com anticorpo trastuzumab) e triplo negativo, o
mais agressivo (tratado com quimioterapicos).34

Muitos estudos tém sido desenvolvidos com diversos compostos no intuito de
desenvolver quimioterapicos mais eficientes, com menos efeitos colaterais e que
possam diminuir a resisténcia as multiplas drogas. Uma classe de compostos que vem
ganhando destaque nas ultimas duas décadas nas areas biomédicas s&o os
polioxometalatos (POMs). Os polioxovanadatos (POVs) sao polioxometalatos
baseados em vanadio, que em geral, apresentam um melhor efeito inibitério sobre
células de cancer humanas do que outros POMs. No entanto, a maioria absoluta dos
estudos foram realizados com o anion decavanadato, permanecendo os outros
membros desta classe praticamente inexplorados. ®

Neste trabalho, foi avaliada a atividade anticancer de mama in vitro de um
hexavanadato de vanadio(V), do decavanadato de sédio e de dois polioxovanadatos
de valéncia mista (POVs-VM). O V1o foi utilizado para comparagéo por ser o POV
mais estudado em suas atividades biolégicas, mas que permanece pouco explorado
como quimioterapico contra o cancer de mama na sua forma mais agressiva, o subtipo

triplo negativo.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 O VANADIO NA QUIMICA INORGANICA MEDICINAL E SEU POTENCIAL
ANTICANCER

O vanadio participa da composi¢cdo de mais de 60 minerais, € 0 quinto metal
de transicdo mais abundante na crosta terrestre e pode ser encontrado em corpos
aquaticos, com destaque para os altos niveis do elemento em alguns dep0ésitos de
agua doce.® O elemento esta presente no sitio ativo de algumas enzimas, e pode ser
encontrado em seres vivos como algas, bactérias diazotrdficas, fungos do género
Amanita, vermes marinhos polychaeta e em ascidias e tunicatos.’

Quimicamente, o vanadio exibe uma extensa faixa de estados de oxidacéo,
de +5 a -3, que sao facilmente interconvertidos entre si, visto que nos maiores estados
de oxidacao ele € um excelente acido de Lewis. Os multiplos estados de oxidacao do
vanadio, seu carater de acido de Lewis, boa oxofilicidade e susceptibilidade a sofrer
reacdes de hidrolise, o tornam altamente versatil e aplicavel em catalise, quimica de
materiais e biologia.®

O vanadio esta disponivel para organismos vivos na forma do par redox
H2VVO4/ VIVO?* ([VVO(OH2)5]%%), na presenga de agentes redutores.”-21° Ele é capaz
de interagir com as membranas biolégicas e de interferir em varios processos
enzimaticos tanto in vitro quanto in vivo."' Devido a similaridade entre os &nions
ortovanadato (VO4*") e fosfato (PO4*-),8 0 ortovanadato é interiorizado nas células por
meio do sistema de transporte de fosfato, e acaba participando em processos
metabdlicos do corpo através da formacdo de complexos com macromoléculas.
Exemplos incluem a ligagao de vanadatos a diversas proteinas tirosinas fosfatases,
lisozimas da clara de ovo de galinha e a formagdo de complexos adenosina
divanadatos.'?

Sua essencialidade ainda n&o foi comprovada em organismos superiores,
mesmo que seja encontrado em quantidades apreciaveis. A literatura relaciona a
deficiéncia de vanadio a problemas funcionais em alguns organismos, como aves,
roedores, peixes e animais inferiores, mesmo que ainda nao tenha sido identificado
um papel biologico especifico para o elemento.'® Atualmente sabe-se que a
quantidade presente do vanadio em um ser humano adulto € cerca de 1,0 mg, portanto

seus efeitos bioldgicos e fisioldgicos sdo bastante estudados.™
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Em pequenas quantidades o vanadio € bem aceito pelos organismos,
contudo, quando ha excesso do metal no corpo, ele pode se tornar toxico.'
Concentragbes consideradas seguras devem ser menores que 1,0 x 10~° mol L,
enquanto concentragdes acima de 1,0 x 102mol L' sdo consideradas toxicas para
uso a longo prazo. Ainda existe muita controvérsia na literatura, pois a toxicidade de
um determinado composto de vanadio é influenciada pela estrutura quimica do
composto, estados de oxidagao, além da via de administragao, tempo de exposicao,
dosagem e tipo do organismo estudado.’

O interesse na quimica medicinal do vanadio surgiu em 1939 e cresceu
lentamente até 1970, no entanto este quadro mudou rapidamente neste século.? S6
nos ultimos 3 anos, a média do numero de artigos cientificos publicados (~200 por
ano) foi aproximadamente 5 vezes maior do que em 2000 (48 artigos), considerando
os termos de busca “vanadium and medicine” no sitio Web of Science.®

Ao longo do desenvolvimento da quimica medicinal do vanadio, os estudos
das acbes farmacologicas tém sido descritos em conjunto com a avaliagdo da
toxicidade, que é altamente dependente das caracteristicas fisico-quimicas,
estruturais e de reatividade dos compostos.'” Entre elas, a descoberta da agdo
insulinomimética,'® antitumoral,’® anti-hiperlipidemica,?® antibacteriana,?' anti-
hipertensiva??> e antiobesidade,”® tem estimulado a pesquisa da quimica de
coordenacdo do elemento.® Bons exemplos sdo os complexos que atuam como
insulinomiméticos, como o bis(maltolato)oxidovanadio(IV)?*, o bis(etilmaltolato)-
oxidovanadio(lV)® (FIGURA 1a) e os peroxido-vanadatos. Estes compostos
estimulam a metabolizagdo da glicose nas células e a lipogénese (sintese de acidos
graxos e triglicerideos), reduzindo os niveis de glicose no sangue.?*

Os efeitos antitumorais do vanadio tém sido estudados in vitro usando células
tumorais, como as células de hepatocarcinoma, osteossarcoma, carcinoma testicular,
mama, ovario, renal, pulmonar, entre outras.?5-?° Entre os sais inorganicos, o sulfato
de oxidovanadio(lV) tem sido considerado um agente de baixa toxicidade eficaz para
a quimioprevencdo de cancer de mama em ratos.>® Em estudos in vivo, esses
compostos abrangem complexos de vanadio contendo ligantes organicos, que sao
ativos contra tumores animais, como certos tipos de leucemia, com atividade

comparavel a da cisplatina.3'-32
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FIGURA 1 - a) Estrutura do bis(maltolato)oxidovanadio(lV) ?* e do bis(etilmaltolato)oxidovanadio(IV)?®
que atuam como insulinomiméticos; (b) Estrutura do bis(ciclopentadienil)diclorovanadio(IV)?;(c)
Estrutura do bis(4,7-dimetil-1,10-fenantrolina)sulfato-oxidovana V)3 (Metvan) anticancerigeno multi-
segmentar promissor com atividade indutora de apoptose.

Os compostos de maior destaque na acao antitumoral sdo os vanadocenos
(FIGURA 1b),?® peroxidovanadatos, oxidovanadatos(lV) como o Metvan (FIGURA

1¢)33 vanadio-peréxido-betainas® e polioxovanadatos®. Estes compostos tém

apresentado atividade de reducéo dos tumores in vivo e in vitro, em varias linhagens
celulares tumorais destacando-se a inibicdo da proliferacao celular e a indugao de
apoptose em uma grande gama de concentragoes testadas.?®33-35 Por exemplo, o
Metvan apresenta atividade citotoxica e indutora de apoptose contra 25 linhagens de
cancer humano, como a leucemia, linfoma de Hodgkin, mieloma multiplo, tumores
solidos derivados de cancer de mama, ovario, prostata e testiculos. 33

O efeito anticarcinogénico do vanadio foi ainda estudado por Ray et al.3¢ na
carcinogénese mamaria de ratos, demonstrando efeitos como a supressdo da
proliferagdo celular, a indugdo de apoptose e a redugao de ligagbes cruzadas de
proteinas de DNA, sugerindo uma possivel reparacao rapida do DNA. Na deteccéo do
cancer de mama por fluorescéncia de raios X, o vanadio se acumula em maior
extensdo no tecido mamario canceroso do que no tecido normal, o que faz com que
compostos desse metal possam ser utilizados como possiveis agentes de imagem

tumoral.3”

2.2 A DIVERSIDADE ESTRUTURAL DOS POLIOXOVANADATOS

Polioxometalatos (POMs) s&o agregados poliatbmicos carregados

negativamente em que os céations (geralmente V'V, VV, NbY, TaV, Mo, Mo¥ ou WV
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estdo comumente em estados de oxidagéo elevado, com configuracdes eletronicas d°
ou d', e sdo ligados por atomos de oxigénio via pontes 6xido (O?") e ocasionalmente
por pontes hidroxido (OH").283° Eles s&o divididos em heteropolioxometalatos (formula
geral [XxMmOy]™, onde X é o heteroatomo), apresentando um ou mais heteroatomos
(como P, Cu, Si, Ge, As, etc.), e isopolioxometalatos (férmula geral [MmOy]™), que n&o

apresentam heteroatomos (FIGURA 2).38-40

FIGURA 2 — (a) Estrutura de Keggin do heteropolioxometalato [XM12040]"", onde M = Mo"' e X = P (b)
estrutura de Lindqvist do isopolioxometalato [MsO19]™-, onde M = MoV'.4%=2 Cédigo de cores: azul = Mo,
vermelho = O, verde = P.

(a)

[XM;;040]™ [MgO4]™

Esses agregados poliatdbmicos podem ter sua polaridade, potencial redox e
estabilidade sob condi¢des fisioldégicas, moduladas de acordo com a composicao,
escolha do metal e arranjo estrutural. Esses aspectos os tornam aptos a serem
utilizados em diversas aplicagdes, especialmente como candidatos a medicamentos
farmacéuticos de baixo custo, com destaque para as atividades antivirais e
antitumorais.®® A importancia biomédica dessa classe de compostos, baseia-se
principalmente na sua interagdo com enzimas como a fosfatase alcalina, fatores de
crescimento e constituintes celulares.*3-4%

Os POMs sao geralmente caracterizados no estado solido por difragao de
raios X de monocristal, gerando informagdes estruturais que séo utilizadas como base
para a elucidacao da estrutura em solugdo. A forma do POM determinada na estrutura
cristalina nem sempre € a mais abundante em solugao, pois 0os agregados podem ser
protonados, participar de equilibrios de especiagdo ou sofrer processos redox.46-4¢ O
numero crescente de aplicagdes de POMs em solugao, justifica a necessidade de

analisar a relagao entre o comportamento estrutural do agregado no estado soélido e
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em solugdo.*® Algumas andlises espectroscopicas (eletronica, vibracional, absorgéo
de raios-X, ressonancia magnética nuclear, espectrometria de massa, eletroquimica)
permitem identificar e quantificar essas espécies presentes em solugéo.*®

Os Polioxovanadatos (POVs) sdo polioxometalatos baseados em ions de
vanadio(lll), (IV), (V) ou ainda podem apresentar valéncia mista entre os diferentes
estados de oxidagdo. Eles sao caracterizados pela diversidade estrutural, pois
apresentam grupos oxidovanadio terminais (V=0) e oxido em ponte (V-0O-V), com
centros de vanadio, que combinam esferas de coordenacado tetraédricas (VOa),
piramidais de base quadrada (VOs) e octaédricas (VOe).*°

Estes compostos possuem alta versatilidade estrutural devido ao numero de
geometrias que podem ser adotadas pelo vanadio, formando diversas estruturas com
multiplas aplicagbes, como na catalise, na quimica ambiental, em ciéncia dos
materiais, bioquimica, biologia, farmacologia e na quimica medicinal.®®-%?2 Na FIGURA
3, tém-se a representagao poliédrica de polioxovanadatos totalmente oxidados em
diferentes modos de coordenagio.>?
FIGURA 3 — Representagdo poliédrica de alguns POVs em diferentes geometrias e graus de
nuclearidade das entidades {VOx}, onde x = 4 a 6. Nesta representagao, o vanadio ocupa o centro dos

poliedros amarelos e o oxigénio, esferas vermelhas, ocupam os vértices. FONTE: Adaptado de Yu et.al.
(2015).54

[V16042]*
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Os POVs geralmente sado produzidos pela automontagem por meio de
protonagdes consecutivas de vanadatos menores ou de reagdes de condensagado em
meio acido em condigdes hidrotérmicas.®'*®> Dentre os polioxidoanions conhecidos o
mais estavel e mais estudado em termos de reatividade, especiacao e interagdes com
meio bioldgico € o anion decavanadato, [V10028]®-, V1o, apresentado na FIGURA 3. O
V1o tem demostrado atividades antidiabética, antibacteriana, antitumorais®® e em
estudos de cristalografia de proteinas, proporcionando compostos modelos para o
entendimento das interagdes entre os POMs e proteinas.5-%8

O V10 € um acido poliprotico, melhor descrito como [HxV10028]8, que varia seu
grau de protonagao de 0 a 6 em fungéo do pH do meio e dos seus contraions, podendo
existir com uma carga de —6 a —3 em meio aquoso.%® Sua estrutura € composta por
10 atomos de vanadio e 28 atomos de oxigénio, que sao arranjados em unidades VOs
em geometria octaédrica distorcida pela presenga dos grupos oxido (O?) terminais,
em ponte dupla, tripla ou séxtupla. O V1o € o maior POV contendo apenas ligacdes
aresta-aresta entre as 10 unidades octaédricas {VQOs}.5"¢* O arranjo cristalino e a
reatividade do V1o sa@o influenciados pelo grau de protonagdo e pela posi¢do dos
hidrogénios.®'

O V10 ocupa um lugar de destaque entre os POVs por ser o agregado de
vanadio(V) mais comum e estavel em meio acido. Os diferentes modos de interagao
do V10 sdo determinados pelo carater hidrofilico ou lipofilico do contra ion, que pode
ainda modular a interagdo com membranas celulares.%°

Os hexavanadatos, [VeO19]?-, Vs, FIGURA 4a, podem ser vistos como uma
estrutura compacta composta por seis grupos oxidovanadio(V) em geometria
octaédrica, unidos por grupos 6xido em ponte. Os Vs possuem alta estabilidade
termodinamica e redox, além de serem facilmente funcionalizados e derivatizados em
solugdo pela substituicdo dos grupos oxido em ponte dupla.®? A funcionalizagdo dos
Ve com ligantes trisalcoxidos (FIGURA 4b), gera agregados mais lipossoluveis, que
dependendo da fungédo do grupo terminal, ainda podem ser modificados com outras

moléculas organicas, como exemplificado na FIGURA 4¢.5263
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FIGURA 4 — Estruturas de hexavanadatos do tipo Lindqvist.®? a) ndo funcionalizado [VsO19]*~,%4(b)
funcionalizado com  dois ligantes trisalcoxido® e (¢) POV  mais  complexo
[V60O13((OCH2)sCCH20CH2CCHN3CH2CO2Et)2] funcionalizado com ligantes trisalcoxidos conjugados a
um éster com um derivado do triazol.®? Codigo de cores: amarelo = V, azul = N, vermelho = O, cinza =
C e branco = hidrogénio.

(a) (b)

By

Quando a condensacgao de varios oxidovanadatos ocorre em torno de um
haleto, por exemplo, ha a formagédo de um POV pseudoesférico contendo o haleto
encapsulado que funciona como grupo direcionador da estrutura.®6-%8 Na FIGURA 5
ha a formagdo de dois POVs contendo 15 e 18 centros metalicos.®” Os POVs
pseudoesféricos possuem alta versatilidade devido ao efeito templato que € gerado
pela interagao eletrostatica entre o anion ou molécula hdéspede e os cations de
oxidovanadio(lV) ou oxidovanadio(V) que formam as unidades {(V=0)-pu-O}"*.4969 Asg
interacdes eletrostaticas entre a espécie quimica encapsulada e os centros de vanadio
estabilizam a estrutura polinuclear fechada. Como consequéncia, ocorre uma
polarizacdo no agregado, em que a densidade negativa ¢é distribuida
predominantemente na regido periférica, favorecendo a ocorréncia de interagdes
eletrostaticas com espécies catidnicas em solugdo.5’

Uma caracteristica recorrente dos polioxovanadatos de valéncia mista
(POVs-VM) é a presenga do vanadio em numero de coordenagédo 5 (FIGURA 5).
Compostos estruturalmente equivalentes a X@V1sOn (onde n = 36-44; X = espécies
encapsuladas como CI-, Br-, |-, PO43-, SO4%-, SO3%", V043>, NO?-, NO3~, SH-, HCOO-,
CO3> e H20) mostram uma relagdo hospedeiro-héspede mais variada em
comparagcao com aqueles contendo todos os metais no mesmo estado de oxidagao.
Além disso, agregados de alta nuclearidade como X@V 18042 apresentam diferentes

relacdes V'V:VV. Esta variabilidade permite correlacionar propriedades estruturais,
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eletrbnicas, espectroscopicas e magnéticas, e mais recentemente explorar as
aplicagbes cataliticas e medicinais além do emprego dos agregados como

supercapacitores.’®

FIGURA 5 — Formagédo de polioxovanadatos na presenga de anions haleto [V1503sCI]® (V1s) e
[V1On(X)]"~. FONTE: adaptado de Livage (2010). %'
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SH-, HCOO-, COz2 e H,0

A potencial acao medicinal dos POVs-VM s6 passou a ser investigada nos
ultimos 15 anos a partir de estudos pioneiros desenvolvidos pelo nosso grupo de
pesquisa. Dentre eles, o mais estudado € o [V'VsVV7036Cl|®~ (V1s5), apresentado na
FIGURA 5. Este composto contém em sua estrutura oito centros de vanadio(lV) e sete
centros de vanadio(V) ligados por 36 grupos oxido em ponte e 5 oxigénios terminais,
formando um cluster contendo um cloreto encapsulado. O V15 mostrou capacidade
quimioprotetora do DNA plasmidial, minimizando a agdo de agentes potencialmente
carcinogénicos como o agente alquilante dietilsulfato, com resultados de
quimioprotecdo de até 70%.”"7? Mais recentemente, a atividade quimiopropetora do
Vis, [HeVV2VV12033(PO4)>  (V1a),?  [VV12VWeOa2l]~  (Viel) e  [{Ke(OH2)12
VV11VV7041(PO4)-4H20}n] (V18P),”® foi avaliada empregando culturas de E. coli como
um modelo biolégico e dietilsulfato como agente alquilante, onde o V15 € 0 Vsl levaram
a um aumento na viabilidade celular de até 40%, quando comparado com o controle,

enquanto que o V14 e 0 V18P potencializaram a atividade do agente alquilante.
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O Vi5 também demonstrou efeitos inibitdrios de crescimento em
microorganismos, incluindo Mycobacterium smegmatis.”* Além disso, o Vis
apresentou maiores respostas celulares na avaliagdo da interacdo com a interface
lipidica da membrana celular das células CHO (células de ovario de hamster chinés)
quando comparado com o horménio gonadotrofina coriénica humana (hCG), usado
como referéncia.”® Apesar dos efeitos bioldgicos promissores descritos para o Vs in
vitro, este POV-VM ainda nado foi avaliado contra nenhuma linhagem de célula
cancerosa.

Recentemente, foi realizada a primeira avaliagdo de toxicidade para o Vis,
utilizando células mononucleares do sangue periférico (PBMC), larvas de Artemia
salina além de doses orais agudas e repetidas in vivo de 28 dias em camundongos.
O valor de LCso (concentragdo do composto que leva a morte de 50% das células ou
larvas) para as Células PBMC foi de 17,5 + 5,8 umol L', e para A. salina foi de 17,9
ug L, indicando alta citotoxicidade do V15.7®

Ja quando administrado em camundongos, o V15 n&o apresentou toxicidade
apos exposicao aguda em dose Unica, todavia, a administragao oral repetida do POV
durante 28 dias demonstrou alta toxicidade usando doses de 25 mg kg~', 50 mg kg™
e 300 mg kg'. Ademais, durante o periodo do estudo observou-se alteragbes
significativas dos parametros metabdlicos relacionados ao rim e ao figado, sugerindo
toxicidade moderada a alta.”® Destes resultados emerge a necessidade de encontrar
formas de diminuir a toxidade do V15 para os organismos, e de aumentar o numero de
POVs estudados visando correlacionar propriedades quimicas e de reatividade com a

atividade biologica.

2.3 QUIMICA DE POLIOXOVANADATOS EM SOLUCAO AQUOSA E EM MEIOS
DE CULTURA

Assim como nos POMs, as informagdes estruturais obtidas no estado sélido
para os POVs, nem sempre se refletem em solugéo.*® Nesse sentido, o uso desta
classe de compostos para aplicacbes em solugcao € um desafio, pois eles tendem a
formar espécies que podem sofrer hidrolise gerando estruturas de menor
nuclearidade, ser protonadas e sofrer reagbes redox.*®

A natureza e a concentracao das espécies de vanadio formadas a partir da

dissolugao de um POV em um solvente ou meio celular sdo diretamente influenciadas
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pelo pH, for¢a iGnica, temperatura e concentragées de vanadio. Para identificar e
caracterizar as diferentes espécies de POVs formadas tanto em meio aquoso, quanto
em diferentes solventes e meios celulares, uma diversidade de técnicas pode ser
utilizada, como por exemplo, a potenciometria, espectrometria de massas,
espalhamento de raios X a baixo angulo, além de ressonancia magnética nuclear
(RMN de %'V) e ressonancia paramagnética eletronica (RPE). Essas duas Ultimas
técnicas sao especificas para identificagcao de espécies quimicas contendo vanadio(V)
e vanadio(lV), respectivamente.*8

O modelo de especiagcao dos POVs mais aceito e utilizado foi desenvolvido a
partir de estudos por RMN de %'V em conjunto com estudos de titulagdo
potenciométrica de solugdes aquosas do ortovanadato (FIGURA 6 e 7), variando-se a
concentragdo, pH e forca ibnica do meio.””.’® Em solugbes aquosas basicas ou
neutras, sao formadas espécies contendo um até cinco centros de oxidovanadio(V),
que podem estar ou ndo protonadas, tais como [H2VO4]~ (V1), [V207]% (V2), [VaO12]*~
(Va) e [V5O15]> (Vs). J& em meio acido, sdo identificadas em solugédo duas espécies
principais, o anion decavanadato (Vi) e uma espécie mononuclear de
oxidovanadio(V), [VO2(H20)4]* (VO2*).4®

FIGURA 6 — (a) Representacédo estrutural das espécies mais comuns encontradas em solugbes
aquosas de decavanadato. Os centros de vanadio quimicamente equivalentes do Vio séo
representados por Va, Vs e Vc.
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FIGURA 7 - Grafico relacionando a especiacao e predominancia das espécies de ions vanadato em
duas concentragoes e diferentes faixas de pH em meio aquoso com forga iénica de 0,15 NaCl. FONTE:
Petterson (1993), Crans (2005), Gumerova (2020) e Crans (2021).4877-7°
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A especiagao quimica do V1o tem sido objeto de estudo em diferentes meios de
cultura, nos quais as principais espécies identificadas s&o Hx[VVO4]@>)-,
Hm[VV207]4™- e [VV204]* .48 Entretanto, os tempos de meia vida (t1/2) variam em
funcdo dos componentes do meio e da temperatura em que o estudo foi realizado
(TABELA 1). O V10, por exemplo, pode ser estabilizado em meio biolégico por meio
de interagdes de ligagdo de hidrogénio com moléculas vizinhas, como proteinas ou
ligantes macrociclicos.?

Quando o V1o € incubado com proteinas e/ou exposto a culturas de células
durante longos periodos de tempo (até 72 h) e temperatura fisiologica (37 °C) em
ambientes aquosos ou semi-aquosos, sua estabilidade é afetada gerando um
equilibrio complexo entre o V1o e outros oligovanadatos (FIGURA 6).5°

Estudos mostraram que o V1o possui uma meia vida no meio celular com soro
fetal bovino de 15 h a temperatura ambiente,®2 como visto na TABELA 1, além de ser
a principal espécie ligada a proteinas®’ e conhecido por interagir com varias enzimas
como quinases, actina e ATPase.%:83-86

TABELA 1 — Tempos de meia-vida (t12) em horas atribuidos ao anion decavanadato (5,0 mmol L") em
diferentes meios bioldgicos, temperaturas e pHs

Meio de cultura 37°C 25°C 80 °C 2°C Ref
DEMEM, pH 7,0 2 - - - 87
Soro fisiologico, pH 7,0 NaCl 0,9% - 12 - - 8
Soro Fetal Bovino - 15 - - 82
BHI, pH 7,2 ; 1 ] ] 89
MRB, pH 7,4 3 4,5 - 101,9 90
Tris-HCI, pH 7,5 1 - - - 58
AP, pH 7,8 - - 6 - 89
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DMEM = meio de Eagle modificado por Dulbecco; BHI = infusdo cérebro coragao; MRB = tampéao de
respiragao mitocondrial; Imi = tamp&o imidazol; Tris-HCI = tampao tris(hidroximetil)aminometano-HClI;
AP = tampéo fosfatase alcalina. (-) = ndo determinado.

A especiacdo em solugao aquosa e em meios de cultura de outros POVs tém
sido bastante estudadas pelo nosso grupo de pesquisa, por meio de técnicas como
RMN de °'V para espécies de vanadio(V) e de ressonancia paramagnética eletroénica
(RPE) para espécies de vanadio(IV) e de valéncia mista (V'V/VV). Em meio aquoso as
espécies presentes na solugédo de V14 e V15 (Figura 8) dependem da concentragéo do
POV-VM, do pH e da presenca ou nao de espécies que estabilizem oxidovanadatos
mais complexos. O V14 apresentou maior toxicidade a culturas da bactéria Escherichia
coli do que o V1s, provavelmente devido a formagao do analogo totalmente oxidado
(V14-oxidado) € dO V10, que possui agao antibacteriana.’?°!

FIGURA 8- Equilibrios gerados para os sistemas de V14 € V45 em solugdo aquosa 5,0 mmol L™’

determinadas por RMN de %'V e de RPE, com flecha indicando as espécies que tiveram a intensidade
do seu sinal aumentada no decorrer do tempo de experimento.”"72
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Aumento da intensidade do sinal com o tempo

A extensao dos estudos de estabilidade em solugdo aquosa e no meio de
cultura LB (Luria Bertani) para V1gl e V1gP, evidenciaram que os POVs-VM contendo
haletos encapsulados foram mais estaveis do que os que continham fosfato. A ordem
de estabilidade encontrada foi Vgl > V15> V1gP > V14, resultado que € diretamente

proporcional a atividade de quimioprotegcao contra os agentes alquilantes.
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2.4 POLIOXOVANADATOS COMO POTENCIAIS AGENTES NA TERAPIA DO
CANCER

Nas ultimas duas décadas os POVs passaram a ser avaliados em seu
potencial como medicamentos inorganicos, tendo atividade insulinomimética,®?
antitumoral,®® antiviral,®* anti-HIV,% antiparasitaria® e antibacteriana.®” O efeito
inibitério in vitro dos POVs sobre células tumorais humanas é maior quando
comparado aos outros POMs. Os estudos ja relatados da acao anticancer dos POVs
em diferentes linhagens tumorais foi recentemente revisado por Aureliano (2023).5 A
FIGURA 9 ressalta que estes ainda permanecem bem menos explorados que outros
POMSs, apresentando resultados em linhagens de cancer de pulm&o, mama, figado,
ovario e leucemia, principalmente com o Vi, € mais raramente com

octadecavanadatos.

FIGURA 9 — Aplicacbes de POMs em 20 diferentes linhagens celulares tumorais (sublinhadas) e 3 ndo
tumorais (n&o-sublinhadas) testadas no estudo de viabilidade celular, relatadas até 2023. Os POVs
estéo representados em laranja. Onde, POMos = polioxomolibdatos, PoPds = polioxopaladatos, POTs=
polioxotungstatos. Fonte: Aureliano (2023), uso livre para trabalhos cientificos conforme disposto na
licenga CC BY 4.0 no sitio https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/. °

O cancer é um problema mundial de saude publica, econémico e social,
ocupando o terceiro lugar nas principais causas de morte na faixa de 30 a 69 anos em

177 de 183 paises.! Dentre os dez principais tipos de cancer, o de mama foi o mais



36

comumente diagnosticado em 2022 entre a populagao feminina, equivalendo a 23,8%
do total de casos, além de ser o tipo de cancer que mais mata mulheres no mundo,
com 15,4% do total de casos.” No Brasil, segundo o Instituto Nacional de Cancer José
Alencar Gomes da Silva (INCA), O numero estimado de casos novos de cancer de
mama, para o triénio de 2023 a 2025, € de 73.610 casos, correspondendo a um risco
estimado de 66,54 casos novos a cada 100 mil mulheres.>% Sabe-se que 90% dos
casos de mortes ocasionados por esta doenga sido decorrentes das metastases.

O céncer de mama tem diagndstico e prognéstico a partir do perfil de
expressao de algumas proteinas e podem ser de quatro subtipos: a) luminal A, com
expressao dos receptores hormonais estrégeno (RE) e progesterona (RP) e
expressédo basal do fator de crescimento humano epidermal (HER2); b) luminal B, com
expressdo de RE e RP e superexpressdo ou ndo de HER2 e alto Ki67.# Pacientes
com tumores luminais representam 75% do total, estes podem fazer uso da terapia
hormonal com tamoxifeno e inibidores de aromatase;* c¢) subtipo HER2, que tem
superexpressao do gene ERBB2 (10%) e a terapia pode ser feita com o anticorpo
monoclonal trastuzumab; d) subtipo basal que clinicamente é referido dentro do grupo
triplo negativo, que compreende cerca de 15% dos casos, ndo expressa os receptores
hormonais e nem super-expressa HERZ2, conferindo um pior prognostico devido a falta
de alvos terapéuticos especificos (FIGURA 10).4

Em qualquer subtipo existe a possibilidade de recidiva, resisténcia a terapia e
metastases, mas os tumores do subtipo triplo negativo possuem a pior taxa de
sobrevida global devido a resisténcia a quimioterapia e metastases (< 30%
sobrevivem 5 anos apos o diagnoéstico).® Além disso, os medicamentos utilizados para
o tratamento de céancer atualmente tém grandes desvantagens, como efeitos
colaterais graves devido a falta de seletividade, baixa eficiéncia contra alguns tipos de
cancer e baixa biodisponibilidade. Desta forma, € necessario o estudo de drogas
alternativas que incapacitam seletivamente as células cancerosas sem danificar
gravemente as células normais.*?

No Brasil, o Sistema Unico de Saude (SUS) oferece para o tratamento de
cancer de mama, cirurgias, como mastectomias e de reconstru¢cdo mamaria, além de
tratamentos como radioterapia, quimioterapia, hormonioterapia e tratamento com
anticorpos. Segundo a Lei n® 12.732/2012, o paciente com neoplasia maligna tem
direito de se submeter ao primeiro tratamento no SUS, em até 60 dias a partir do

diagnostico em laudo patologico ou em prazo menor, dependendo da necessidade
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terapéutica do caso.'%

FIGURA 10 — Subtipos moleculares do cancer de mama.

Agressividade

75% dos casos 10% dos casos 15% dos casos

D
LuminalAe B HER2 Positivo Triplo Negativo
Q/ Receptor de estrogénio x Receptores hormonais XReceptores hormonais

" Receptor progesterona v ISEthBeézxp:ra;se?gads é;s;t)e $¢ Superexpressao de HER2

tamoxifeno e inibidores Terapia com o anticorpo falta de alvos terapéuticos
de aromatase monoclonal trastuzumab especificos

O procedimento de reconstrucdo mamaria é oferecido apenas para mulheres

Terapia hormonal com Pior prognéstico devido a

com cancer que tiveram que retirar parte expressiva das mamas, assim como 0s
procedimentos de implante de prétese pds-mastectomia, de modo que a cirurgia de
reconstrucdo deve ser preferencialmente realizada na retirada do tumor, conforme
previsto na Lei n° 12.802.1%

O vanadio tem demonstrado potencial para atuar em diferentes etapas do
processo de carcinogénese, incluindo a prevencao, terapia e diagndstico precoce.®?
No que diz respeito ao potencial dos POVs como agentes antitumorais, o anion V1o
mostrou atividade contra varias linhagens de células cancerosas, dentre elas SMMC-
7721 (cancer de figado), SK-OV-3 (cancer de ovario), B16 (melanoma murino) e MDA-
MB-231 (adenocarcinoma de mama humano).%’

Ainda, a combinagdo do V1o com moléculas ou ions organicos tem gerado
resultados promissores no que diz respeito a modulagdo da atividade e da
citotoxicidade dos POV. Por exemplo, o V1o com trietanolamina mostrou-se mais
estavel no meio de cultura e apresentou atividade antitumoral contra linhagens
celulares MDA-MB-231, de carcinoma de laringe humano (HEp-2) e carcinoma de

figado hepatocelular (HepG2). Este sal do V1o apresentou atividade até 10 vezes mais
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alta do que a descrita para a droga quimioterapica 5-fluorouracil.'°? De forma similar,
atribui-se a estabilidade do agregado a atividade dez vezes mais alta do V1o com
carnitina, comparada com a do ortovanadato, para linhagens de células tumorais de
melanoma de camundongo, adenocarinoma mamario de camundongo e humano
(MDA-MB-231) e pulmao (A549).93193 Além disso, o complexo Vio-carnitina exibe
atividade antitumoral contra varias células cancerosas com baixa citotoxicidade as
células normais, como por exemplo a atividade observada na linhagem tumoral de
mama MDA-MB-231, que é 400 vezes mais eficaz quando comparado a
cisplatina.103.104

Os hexavanadatos funcionalizados tém sido aplicados principalmente no
campo da catdlise,'%%1% mas permanecem praticamente inexplorados em suas
atividades bioldgicas. Entre os poucos estudos, foi identificada a atividade inibitéria
das Na'/K*-ATPase do cortex cerebral suino como mecanismo antitumoral.84
Recentemente, o0 hexavanadato funcionalizado com o éster da (glicina,
(BuaN)2[VeO13{(OCH2)3C10H1405}2] mostrou uma melhor atividade inibitéria na
proliferacdo em células de carcinoma hepatocelular humano (HepG 2), rabdomioma
(RD) e linhagens celulares de adenocarcinoma de mama (MCF-7) quando comparado
a droga comercial 5-fluorouracil (5-FU).107.108

Devido a sua elevada variabilidade estrutural e composicional, POVs-VM
constituem uma forma interessante de avaliar o efeito dos diferentes anions
encapsulados e o efeito dos estados de oxidagdo do metal na atividade bioldgica
estudada. Os primeiros estudos da atividade biolégica dessa classe foram reportados
para [NiV13Osg] e sugerem um potencial como um agente antitumoral de largo
espectro. Os resultados incluem agéao citotoxica contra células de carcinoma de boca
humano (KB), cancer de célon humano (HTC) e melanoma murino B16."%1

Recentemente, a atividade antitumoral de dois octadecavanadatos (FIGURA
5) também foi reportada, mostrando a capacidade do agregado [V18042(H20)]'?- como
agente antiproliferativo em células de cancer de mama humano (MDA-MB-231 e
MCF7)'%° e do [V18044(N3)]'®- em células de mama, melanoma humano, pulmao e
cancer cervical. '1°

E provavel, porém, que a atividade observada para os POV descritos acima
seja causada por diversos mecanismos. Algumas possibilidades levantadas até o

momento envolvem mecanismos como a ativagao da producao de radicais livres pelos
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centros VV/VV, levando a apoptose, e a interagdo com mitocondrias, prejudicando a
sintese de ATP, a inibicdo da entrada de glicose nas células, a atividade inibitoria de
enzimas como ciclooxigenases e/ ou a inibicdo da transdugdo de sinal nas células
tumorais.'"

Diferentes POMs podem parar o ciclo celular em diversas fases. A maioria dos
POMs estudados até hoje para aplicagao antitumoral interromperam o ciclo celular na
fase S, que € durante a sintese do DNA; seguidos por POM que bloquearam a fase
G2/M, que é quando a transi¢cao da interfase ocorre até o inicio da mitose; e por ultimo,
POM que bloquearam a fase G1, caracteristica da maturagéo na sintese de proteinas
e RNA (&cido ribonucléico).® Para [V18042(H20)]'?-, o0 mecanismo de agéo proposto
em células MCF-7 é baseado na inibicdo da fase G2/M, levando a indugao de
apoptose e necrose.'® Apesar da disponibilidade destes dados, é patente que a
classe dos POVs-VM ainda é a menos explorada em sua agao antitumoral.

Um grande obstaculo no tratamento de alguns tipos de neoplasias € a
resisténcia a multiplas drogas, por parte das células tumorais. As proteinas
transportadoras (proteinas ABC) sao envolvidas no transporte unidirecional de uma
variedade de moléculas através de membranas biologicas.!'? As proteinas ABC
funcionam como bombas, expulsando substratos das células de cancer por meio da
energia de ligacdao ATP."3 O papel dessas proteinas é garantir a desintoxicagao,
entretanto, elas também acarretam em uma resisténcia a multiplas drogas para células
cancerigenas.'* A falta de resposta ao tratamento por quimioterapia usando
combinagdo de drogas pode ser intrinseca ou adquirida e € um problema clinico
comum que chega a atingir cerca de 90% dos casos de cancer metastatico. "

Uma estratégia interessante para solucionar esse problema é a utilizagao de
inibidores dos transportadores de drogas ABC. O nosso grupo de pesquisa avaliou os
POVs V10, V14, V15 € V48l como inibidores de trés principais transportadores ABC:
glicoproteina P (P-gp), ABCG2 e MRP1."* Todos os POVs inibiram seletivamente a
P-gp, destacando-se o V1o € 0 V18l como os mais promissores, com valores ICso de
inibigdo de transporte de 25,4 e 22,7 ymol L™, respectivamente. Todos os compostos
inibiram a atividade da P-gp ATPase, com o mesmo valor (ICso de 1,26 pmol L), ja
V10 € V1sl se sobressairam por também proporcionarem a alteracdo na conformacéao
da proteina P-gp com inibicao dependente do tempo. A natureza hidrofilica dos POVs
pode indicar a teoria de que o alvo de ligagao desses compostos nao é o usual, o que

torna esses POVs promissores moduladores de transportadores ABC.'"4
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Contudo, para determinacao das formas de acao e das espécies responsaveis
pelos efeitos dos POVs nas células de cancer, sdo necessarios estudos mais amplos,
com uma maior variedade de polioxovanadatos, héspedes e proporgoes de VV/VV.
Diante de tudo que foi exposto, este trabalho visa contribuir e ampliar os estudos do
grupo de pesquisa para o conhecimento da atividade desses compostos contra o
cancer de mama, em especial no tratamento do subtipo triplo-negativo que ainda nao

possui terapia especifica (FIGURA 11).
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3 OBJETIVOS

3.1

OBJETIVO GERAL

Contribuir para o desenvolvimento da quimica de polioxovanadatos,

ampliando o numero de compostos disponiveis, elucidando os padrdes estruturais no

estado sdlido e de reatividade em solucéo. Avaliar o papel que o vanadio desempenha

in vitro e seu potencial como novo agente na terapia do cancer de mama no subtipo

triplo negativo.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

3.2.1.

3.2.2.

3.2.3.

3.2.4.

3.2.5.

3.2.6.

Preparar polioxovanadatos de vanadio(V) e de valéncia mista (V'V/VV) contendo
iodeto ou cloreto encapsulados e em associagao com cations tetraalquilamonio;
Caracterizar os compostos obtidos no estado sélido e em solugao por analise
elementar, técnicas espectroscépicas (IV, Raman, espectroscopia eletronica
(UV-VIS-NIR), RPE e RMN de °'V), difragdo de raios X de pé e monocristal,
termogravimetria e microscopia eletronica;
Avaliar o efeito dos diferentes POVs na modulagcao do crescimento tumoral em
linhagens de cancer de mama do subtipo triplo negativo, como a MDA-MB-231,
e em células normais HB4a, além de células de cancer de mama murino 4T1.
Avaliar a interferéncia dos POVs sobre a migracao da linhagem tumoral de
mama MDA-MB-231.
Avaliar a mudanga ou ndo da morfologia celular apos tratamento com os POVs
nas linhagens celulares de cancer de mama humano MDA-MB-231, e na
linhagem normal de mama humano HB4a.
Avaliar os padrdes de reatividade dos POVs em meio bioldgico, buscando
racionalizar as relagdes estrutura—atividade—reatividade através do uso de

técnicas espectroscopicas.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 DESCRICAO DA APARELHAGEM E TECNICAS EXPERIMENTAIS

As técnicas e analises foram realizadas na Universidade Federal do Parana,

exceto quando citado.

4.1.1 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

As andlises de Microscopia Eletrénica de Varredura foram realizadas no
Centro de Microscopia Eletronica (CME), em um equipamento TESCAN VEGA3 LMU,
com resolugao de 3,0 nm, em magnificagcbes que variaram de 1000x a 50000x. As
amostras dos POVs pulverizadas foram preparadas depositando o p6 sobre uma fita
de carbono fixada ao suporte para realizagao da analise. Os filmes dos POVs foram
obtidos mergulhando uma lamina de vidro recoberta com o6xido de estanho e indio
(ITO) na solugao da mistura de reagao, permanecendo submersa por 1 dia. Apos esse
periodo, a lamina foi retirada da solugdo e lavada exaustivamente com agua
deionizada, secada ao ar e guardada ao abrigo da luz até o momento da analise.

A preparacgao das amostras das linhagens celulares para o MEV foi realizada

seguindo o protocolo de Gongalves (2021)'6 e esta descrita na segdo 4.9.

4.1.2 Espectroscopia por Dispersao de elétrons (EDS)

As analises de Espectroscopia por Dispersdo de Elétrons (EDS) foram
realizadas no Centro de Microscopia Eletrénica (CME), em um Sistema de analise
quimica tipo EDS (Oxford) com software AZ Tech (Advanced) com detector tipo SDD,
(Silicon Drift Detector) de 80 mm?. Para a realizagdo da analise, foram utilizadas as

mesmas amostras preparadas para o MEV, antes da metalizagdo com ouro.
4.1.3 Analise Elementar
Os teores de carbono, hidrogénio e nitrogénio (C, H e N), foram determinados

em duplicata por analises de combustdo em um equipamento Perkin Elmer modelo

2400 series Il na Central analitica da USP.
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4.1.4 Analise Termogravimétrica

As dosagens de vanadio foram realizadas por gravimetria a partir do
tratamento térmico das amostras primeiramente a 200 °C por uma hora, seguido de
um aumento de temperatura para 600 °C por duas horas. A formagao de V205 foi

confirmada por difracdo de raios X de po.

4.1.5 Espectroscopia de absor¢ao na regiao do infravermelho (1V)

Os espectros de IV na regido de 400 a 4000 cm™ foram registrados em um
instrumento Bruker Vertex 70 a partir de pastilhas de KBr, com 32 varreduras e uma
resolugdo de 4 cm~'. Para o preparo das pastilhas foram utilizadas aproximadamente
200 mg de KBr e 2,0 mg de amostra. A mistura foi macerada e prensada para a

formagao de uma pastilha translucida que foi analisada.

4.1.6 Espectroscopia de espalhamento Raman

Os espectros Raman foram obtidos em um equipamento Renishaw Raman
Image acoplado a um microscépio 6tico Leica, este ultimo foca a radiagao incidente
em uma area de amostra de 1,0 um?. Os lasers utilizados foram tanto de Ar* (514 nm)
quanto de He-Ne (632,8 nm), ambos na regido de 200 a 2000 cm~' e com poténcia de
0,2 mW.

4.1.7 Espectroscopia eletrbnica na regido do ultravioleta visivel e infravermelho
préoximo (UV/Vis/NIR)

Os espectros eletrénicos UV/Vis/NIR foram adquiridos a temperatura
ambiente em uma faixa de comprimento de onda de 6000-30000 nm em um
espectrofotdbmetro PerkinEImer LAMBDA 1050 UV/Vis/NIR equipado com trés
detectores de PMT/InGaAs/PbS. A amostra foi analisada em solu¢do de acetona na

concentragdo de 1,00 mmol L.
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4.1.8 Difracao de raios X de po (DRX de po)

Os difratogramas de raios X de p6é foram obtidos em um equipamento
Shimadzu XRD-6000, com radiagdo Cu-K, (A = 1,5418 A) empregando p6 de silicio
como padréo interno. Os experimentos foram realizados com voltagem de 40 kV,
corrente de 30 mA e velocidades de varredura de 0,02° s~' (em 20). A identificagdo
dos Oxidos obtidos neste trabalho foi realizada por comparacédo com as fichas-padrao
JCPDF (Joint Committee on Powder Diffraction Standards).

4.1.9 Difragéo de raios X de monocristal (DRX de monocristal)

A difragao de raios X de monocristal foi realizada em um difratdmetro Bruker
modelo D8 Venture equipado com detector de area Photon 100, duas fontes de
radiacdo monocromatica de Mo-Ka (A = 0,71073 A) e Cu-Ka (A = 1,54178 A) e
dispositivo Kryoflex Il para realizagdo de coletas de dados a temperaturas de 100 K.
A coleta de dados e integracao realizadas utilizando o software APEX 2 da Brucker.
O refinamento dos dados foi realizado nos softwares WinGX e SHELXS, utilizando
todas as reflexdes. O refinamento das estruturas foi realizado pelo Me. Gabriel Barros
Baptistella e pelo Dr. David L. Hughes. As figuras foram geradas com uso do programa

Diamond 4.

4.1.10 Ressonancia paramagnética eletronica (RPE)

Os espectros de Ressonéncia Paramagnética Eletronica (RPE) foram
registrados nas amostras solidas pulverizadas, em solugdo aquosa, solugado de dmso
ou em meio de cultura RPMI, a temperatura ambiente e a 77 K. O equipamento
utilizado foi um espectrobmetro Bruker ELEXSYS E-500 operando em banda X (9,5
GHz). Para o estudo de estabilidade em solugao, foram utilizadas concentragdes de
1,0 mmol L' de cada POV em dmso, agua ou RPMI, verificando a estabilidade dos

arcabougos nos tempos de 0, 3, 10, 24,48 e 72 h.
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4.1.11 Ressonancia magnética nuclear (RMN de °'V)

Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) de %'V foram
registrados em D20 utilizando um equipamento Bruker Avance 400 MHz (9,4 T),
equipado com uma sonda multinuclear de deteccéo direta (5,0 mm). Os espectros
foram adquiridos a 303 K com 500 uL de cada solugao amostra, utilizando pulsos de
90°. Os espectros foram registrados com 2048 varreduras, com um intervalo entre
ciclos de 0,1 s e tempos de aquisi¢cao de 0,218 s, ao longo de uma janela espectral de
714 ppm com frequéncia de aquisigdo do nucleo de °'V de 105,25 MHz. Os espectros
foram referenciados utilizando VOCIs puro em capilar (referéncia externa) fixando-se
o sinal em 0,00 ppm.

Assim como para a analise de EPR, o estudo de estabilidade em solugéo
também foi realizado por RMN de 'V, utilizando concentragdes de 1,0 mmol L' de
cada POV em dmso, agua ou meio RPMI, para verificar a estabilidade do

polioxovanadato em diferentes tempos (0, 3, 10, 24,48 e 72 h).

4.2 REAGENTES E SOLVENTES

Todos os reagentes foram utilizados conforme recebido do fornecedor. A

TABELA 2 lista a procedéncia e pureza dos reagentes.

TABELA 2 - Lista de reagentes e solventes utilizados em todas as etapas deste trabalho e
especificacdes do fabricante

Nome Férmula Grau de Fabricante
Pureza (%)
Metavanadato de amonio NH4VO3 99,0 Vetec
Metavanadato de sédio NaVOs3 98,0 Aldrich
Cloreto de tetrametilaménio (Me)sNClI 98,0 Aldrich
lodeto de tetrametilamonio (Bu)saNI 98,0 Merck
Brometo de tetrametilaménio (Me)sNBr 98,0 Aldrich
Manitol CsH1406 99,2 UsB
Pentoxido de vanadio V205 99,6 Aldrich
Acido oxalico diidratado C2H204.2H20 99,5 Aldrich
1,1,1-tris(hidroximetil)propano CsH1403 99,0 Aldrich
Trietilamina CeH1sN 99,0 Aldrich
Acido cloridrico HCI 37,0 Exodo
Brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol- C1sH16BrNsS 98,0 Exodo
2-il]-2,5-difeniltetrazolio (MTT)
Dimetilsulféxido C2HsOS 99,9 Exodo
Acetona C3HsO 99,5 Quimidrol

Sulfato ferroso amoniacal ((NHa)2[Fe(S04)2]6H20) 99,0 Merck
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Permanganato de Potassio KMnOg4 - Merck
Acetilacetonato de vanadio [VO(acac):] 98,0 Merck
Acido sulfurico H2S04 96,0 Applichem
Brometo de potassio KBr 99,0 Neon
Agua deuterada D20 99,9 Aldrich
Dimetilsulfoxido deuterado C2D60OS (dmso-D6) 99,9 Aldrich
Acetona deuterada (CD3)2CO 99,9 Aldrich
Cloreto de sédio NaCl 99,5 Cinética Quimica
Cloreto de potassio KCI 99,5 Neon
Fosfato de s6dio monobasico NazHPO4 98,0 Neon
Fosfato de potassio monobasico KH2POq4 99,2 J.T. Baker
Bicarbonato de sodio NaHCO3 99,7 Vetec
Ditiotreitol C4H1002S2 - Qiagen
Cacodilato de sodio (CHs)2As0O2Na-3H20 100 Vetec
Gluteraldeido CsHsO2 50,0 Electron Microscopy
Sciences
Tetréxido de ésmio Os04 99,9 SEM
4.3 SINTESES

As sinteses e operacdes experimentais foram conduzidas ao ar, empregando
agua deionizada (resistividade menor do que 3,50 uS.cm™ a 25 °C), ou nos solventes

dimetilsulféxido (dmso) e acetona, ambos com grau espectroscopico.

4.3.1 Preparagéo do hexavanadato (VeLEt)

O cdédigo adotado para o hexavanadato lista o nimero de centros de vanadio,
seguido da sigla LF, referente ao ligante desprotonado 1,1,1-tris(hidroximetil)propano.
Esta reacao inicialmente realizada pelo Me. Gabriel Barros Baptistella como

parte de seu trabalho de doutorado, e a sintese foi reproduzida neste trabalho com
pequenos ajustes.'” Em um baldo de fundo redondo contendo uma dispersao
alaranjada de 0,400 g de V205 (2,20 mmol) em 8,00 mL de agua, foram adicionados
0,830 g de acido oxalico dihidratado (6,60 mmol). A mistura foi aquecida a 60 °C e
mantida sob agitacdo magnética. Apds a adigao do acido, o sélido em dispersao foi
totalmente consumido, gerando uma mistura homogénea azul-escura. Em seguida,
foram adicionados 0,295 g do triol 1,1,1-tris(hidroximetil)propano (2,20 mmol)
solubilizados em 10,0 mL de agua. A solugéo resultante foi mantida a 60 °C. Apds 2
h, foram adicionados 915 uL de trietilamina (6,60 mmol) para desprotonacgao do triol,
e a solugao foi mantida sob refluxo por 2 h, formando uma solucido verde escura. A

solugao entao foi vertida em um béquer, e resfriada a temperatura ambiente. Apds
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uma semana, formaram-se cristais alaranjados em formato de paralelepipedo que
foram lavados com etanol e secados ao ar (VeLEt).
VeLEt: 51,5% (0,195 g) de rendimento com base na formulagao C24Hs4N2VeO19

Solubilidade: soluvel em agua e parcialmente soluvel em solventes organicos.

4.3.2 Preparacao dos polioxovandatos de valéncia mista

O sistema de codigo adotado para os polioxovanadatos de valéncia mista lista
o grupo alquila dos cations tetraalquilamoénio (Me = tetrametil e Bu' = tetrabutil),
seguida do haleto encapsulado (com a indicagdo do encapsulamento no
polioxidoanion representada pelo sinal @), e por ultimo o numero de centros de
vanadio, como subindice do simbolo do elemento vanadio. Os compostos estudados
neste trabalho sdo MeCI@V1s que corresponde ao [(CH3)4N]e[V15036(Cl)] descrito na
introdugéo simplesmente como V15 e Bull@V1s ainda nio reportado na literatura na

combinacgao do POV com o cation.

4.3.3 Preparacao do POV-VM contendo cloreto encapsulado (MeCl@V1s)

A reacao para preparar o pentadecavanadato foi conduzida conforme descrito
anteriormente por nosso grupo de pesquisa, fazendo-se pequenos ajustes.”’ Em um
baldo de 125 mL contendo 70,0 mL de agua, adicionou-se 1,08 g (9,20 mmol) de
NH4VOs3, 0,950 g (5,30 mmol) de mannitol e 0,500 g (4,60 mmol) de (Me)sNCI. O
sistema foi mantido em refluxo e agitagcdo magnética por 72 h. Apds alguns minutos
sob agitacdo magnética, observou-se que a solugdo passou de amarelo para verde
escura. Apos este periodo, obteve-se uma suspensao preta, que foi imediatamente
filtrada. A solucdo mae foi mantida em repouso a temperatura ambiente por uma
semana, onde foi observada a formacgao de cristais verde escuros que foram filtrados
a vacuo, gerando 0,710 g de um sdlido verde escuro (MeCl@V1s).

MeCl@V1s: 63,4% de rendimento com base na formulagdo C20H72NeV15036Cl
Porcentagem de V= 43,0 %

Solubilidade: soluvel em agua com aquecimento.

4.3.4 Preparagao do POV-VM contendo iodeto encapsulado (Bull@V1s)
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Em um baldo de fundo redondo contendo 70,0 mL de agua, adicionou-se 1,13
g (9,66 mmol) de NH4VOs3, 0,950 g (5,21 mmol) de manitol e 0,920 g (2,49 mmol) de
(Bu')aNI, estequiometria (aproximadamente 1:2:4). O sistema foi mantido em refluxo
sob agitacdo magnética por 24 h. Apds alguns minutos, observou-se que a solugao
passou de amarelo, para amarelo esverdeado e entdo para verde escura. Apos este
periodo, obteve-se uma suspensao preta, que foi imediatamente filtrada e secada,
gerando 0,620 g de um solido preto, caracterizado como (NH4)2V30s por DRX de p6
e FTIR.8% A solugdo mae foi mantida em repouso a temperatura ambiente por uma
semana, onde foi observada a formagao de um filme verde aderido nas paredes do
béquer. A solucdo mée foi removida e o filme foi retirado do béquer com o auxilio de
uma espatula, gerando 0,570 g de um sdlido verde escuro (Produto Butl@V1s).
Sdlido preto: 61% de rendimento com base na formulagdo N2HsV30s. DRX de p6 em
20 (°) = 15,94; 20,00; 22,38; 25,64; 27,58; 32,14; 35,76; 39,46 e 45,84. IV em cm™:
997, 804, 723 2928, 3235 e 1418.
Produto Bull@V1s: 36% de rendimento com base na formulagao CsoH1soN5V18042l.
Solubilidade de Bull@V1s: insoluvel em agua, soltvel em acetona, dmso e solventes

organicos polares.

4.4 ESTUDOS DE ESPECIAGAO: AVALIAGAO DAS ESPECIES QUIMICAS EM
CONDICOES QUE SIMULAM OS ENSAIOS BIOLOGICOS

A especiagdo quimica dos produtos VeLEt, V1o e MeCI@V1s foi avaliada em
D20/H20 (10%) e do Bull@V1s foi avaliada em acetona-De € em dmso-De pela técnica
de RMN de °'V e nos mesmos solventes ndo deuterados pela técnica de RPE. Estudos
de reatividade foram realizados para todos os compostos em meio RPMI sem adi¢ao
de soro fetal bovino. As solugdes empregadas foram recém preparadas sempre na
concentragéo final de 1,00 mmol L' e os estudos foram realizados nos tempos de 0,
3,10,24,48 e 72 h.

4.5 ENSAIOS DE CITOTOXICIDADE EM LINHAGENS CELULARES DE CANCER
DE MAMA

4.5.1 Preparo do material para ensaios biologicos



50

Os ensaios biolégicos foram realizados em camaras de fluxo laminar
Airstream ® ESCO Class 2 BSC. Todos os materiais, solucbes e meios de cultura
empregados nos ensaios biolégicos foram esterilizados por filtragdo em sistema com
membrana de 0,22 ym (cultivo celular) ou em autoclave modelo AV-BIO, BIOEX. As
culturas bacterianas foram incubadas em estufa de cultura ESCO CelCulture CO:2
INCUBATOR, a 37 °C e centrifugadas em centrifuga LUCADEMA LS-4.

Preparo do tampao fosfato

O tampéao fosfato salino (PBS 1X) foi preparado diluindo 100 mL da solugao
estoque em 900 mL de agua (137 mmol L' NaCl, 2,70 mmol L' KCI, 10,0 mmol L’
Naz2HPO4, e 1,80 mmol L' KH2PO4).

Meio de Cultura empregado no cultivo celular

O Meio de cultura utilizado foi o Roswell Park Memorial Institute (RPMI
1640,""8 Gibco). A composicdo do meio é apresentada na TABELA 3. O meio é
composto por glutationa, biotina, vitamina B12, acido para aminobenzodico e altas

concentragdes das vitaminas inositol e colina.

TABELA 3 — Componentes do meio de cultura RPMI de acordo com o fabricante, para 1,00 L de meio
liquido.

Componentes Concentragio (mg L™)
Aminoacidos® 971
Vitaminas** 43,7
Glicose 2,00
Fenolsulfonftaleina 5,00
Nitrato de calcio tetrahidratado 100
Fosfato dissédico heptahidratado 1,51
Sulfato de magnésio heptahidratado 100
Cloreto de potassio 400
Bicarbonato de sédio 2,00
Cloreto de sédio 6,00

* Arginina, asparagina, acido aspartico, Cistina, acido glutdmico, glutamina, glutationa reduzida, glicina,
histidina, hidroxiprolina, isoleucina, leucina, cloridrato de lisina, metionina, fenilalanina, prolina, serina,
treonina, triptofano, tirosina e valina.

** Acido para-aminobenzdico, biotina, pantotenato de calcio, cloreto de colina, cianocobalamina, acido
félico, inositol, nicotinamida, cloridrato de piridoxina, riboflavina e cloridrato de tiamina.

Primeiramente, o meio de cultura foi dissolvido em agua destilada, e em
seguida foram adicionados 2,00 g de bicarbonato de sddio. Apds a solubilizagao, o pH

€ ajustado entre 7,00 e 7,40. O bicarbonato de sddio foi utilizado com o intuito de
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realizar a manutengao do pH fisiolégico em um ambiente de 5% de CO2. Como o RPMI
1640 nao contém proteinas, lipidios ou fatores de crescimento, ele é suplementado
com 10% de soro fetal bovino (Gibco). Também foram adicionados ao meio os
antibioticos para evitar contaminagdes, anfotericina 2,50 ug mL™", ciprofloxacino 5,00

ug mL™, insulina 5,00 ug mL~" e hidrocortisona 5,00 ug mL™".

4.5.2 Preparo das solugdes estoque para os ensaios bioldgicos

4.5.2.1 Solugdo do decavanadato (V1o)

Foram dissolvidos 10,0 mmol (0,024 g) de metavanadato de sédio (NaVOs3)
em 15,0 mL de agua deionizada com aquecimento. Apds total dissolugdo, o pH da
solucéo foi ajustado para aproximadamente 4,00, e o volume foi completado com agua
deionizada com o intuito de obter uma solugao de 20,0 mL do anion decavanadato na
concentragdo de 1,00 mmol L-'. Essa solugdo foi mantida a 4 °C por no maximo 7 dias

e diluida quando necessario.

4.5.2.2 Solugédo do hexavanadato (VeLEt)

Foram dissolvidos 1,00 mmol (0,002 g) de VeLE em 2,00 mL de agua deionizada
ou meio RPMI, para estudos de estabilidade em solugdo. Obteve-se uma solucao
limpida apds aquecimento brando por 5 minutos ou até completa dissolugéo,
formando uma solugdo mae de concentragcdo 1,00 mmol L. Todos os experimentos
foram realizados empregando solugbes recém preparadas que foram diluidas para a

concentragao desejada.

4.5.2.3 Solugéo do pentadecavanadato (MeCl@V1s)

Foram adicionados 2,00 mL de agua deionizada a 1,00 mmol (0,004 g) de
MeCl@V1s, o sistema foi aquecido a 100 °C, com agitagdo magnética, formando uma
solugdo estoque de concentragdo 1,00 mmol L', que foi imediatamente utilizada nos
ensaios. Os estudos de estabilidade foram realizados com a mesma concentragao de

MeCl@V1s em meio RPMI, com aquecimento brando e agitagcdo magnética.
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4.5.2.4 Solugao do octadecavanadato (Bull@V1s)

O composto foi soluvel apenas em dmso e acetona. Portanto, foi preparada uma
solucgao estoque adicionando 0,015 g de Bull@V1s (10,0 mmol L") em 500 uL de dmso,
que foi imediatamente diluida em dmso (1,00 e 0,100 mmol L") ou no meio de cultura,

conforme as tabelas de diluicdo constantes no ANEXO 1.

4.5.3 Linhagens celulares empregadas

A MDA-MB-231, fornecida pela ATCC (American Type Culture Collection), é
uma linhagem celular humana de adenocarcinoma mamario, extraida de uma
paciente caucasiana de 51 anos de idade em metastase e que sofreu derrame
pleural.’® A HB4a foi adquirida do Instituto Ludwig de Pesquisa Sobre O Cancer, e é
uma linhagem celular luminal de epitélio mamario normal imortalizada por virus simio
40 (SV-40).120 A linhagem 4T1 (fornecida pela ATCC) é uma linhagem tumoral de
mama de camundongos BALB/cfCRH , muito utilizada como modelo animal para
humanos em estagio IV de cancer de mama.'?!

As células foram estocadas por meio do congelamento a —80 °C em tubos
criogénicos de 2,00 mL, contendo 108 células, em 70% de meio celular RPMI, 10% de
dmso e 20% de soro fetal bovino. Para iniciar o cultivo celular, foi necessario realizar
o descongelamento das células, que é feito colocando os tubos criogénicos no banho
maria a 37 °C por aproximadamente 5 min, para em seguida realizar a centrifugacao
do conteudo do tubo, e entdo descartar o sobrenadante. As células foram
ressuspendidas no meio celular, transferido para uma garrafa com area de 25 cm? e
incubado na estufa a 37 °C e 5% de CO..

4.5.4 Ensaio de viabilidade mitocondrial

O ensaio de viabilidade mitocondrial € usado para medir a atividade
metabdlica celular como um indicador de viabilidade, proliferacédo celular e
citotoxicidade. E um ensaio colorimétrico que consiste na reducdo de um sal amarelo,
brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazdlio (MTT), para cristais roxos

(formazan) pelas mitocéndrias de células viaveis, que apresentam enzimas



53

oxidorredutases dependentes de NADPH que reduzem o MTT em formazan (FIGURA
12).122-125

Os cristais de formazan formados s&o dissolvidos usando dmso e a solugao
roxa resultante é quantificada através da medida de sua absorbancia em 540 nm
usando um espectrofotdmetro para placas de multipogos. A intensidade da cor da
solugéo é proporcional ao numero de células viaveis (quanto mais escura, maior o

numero de células viaveis).

FIGURA 12 — Conversado de MTT em um sal de formazan por meio da enzima oxidorredutase de células
viaveis (reagao quimica e placa de 96 pogos).
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O cultivo das células MDA-MB-231 e HB4a foi realizado em meio RPMI e
cultivado como ja descrito. Os experimentos foram realizados em placas de 96 pogos
contendo 5000 células/poco avaliando o efeito sobre a proliferagcao celular apos

incubacéao por 24 h, como descrito a seguir.

Etapa 1:
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As células da linhagem previamente cultivadas MDA-MB-231 foram lavadas
com tampao fosfato salino (PBS 1X), e em seguida, foi adicionado 1,00 mL de tripsina
com EDTA (Gibco) e incubadas a 37 °C por 5 min, com o intuito de descolar as células
da garrafa. Apos esse periodo, a tripsina foi neutralizada com 1,00 mL de RPMI, e a
suspensao foi centrifugada a 4000 rpm por 4 min. O sobrenadante entdo foi
descartado, e as células foram ressuspendidas em 1,00 mL de RPMI, retirando uma
aliquota de 10,0 uL e depositando na camara de Neubauer para contagem das células
(FIGURA 13).

FIGURA 13 — Esquema da contagem de células na cdmara de Neubauer. As células sao contadas em
um dos quadrantes circulados em azul, e o resultado é multiplicado por 10* (quantidade de células em
1,00 mL).
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Para cada experimento foram necessarias 5 mil células por pocgo, e apés a
contagem de células, foi realizada uma diluicdo em meio RPMI, para obter o numero
de células necessario para o experimento. Por fim, 100 pyL das células foram
adicionados em cada poco da placa de 96 pocos, € o sistema foi incubado a 37 °C por

2 h, a fim de permitir a adesao celular.

Etapa 2:
Os POVs MeCl@Vis, VeLEt e V4o foram dissolvidos em agua, utilizando

solugbes mae em concentragbes de 10,0, 100 e 1000 umol L' e o Bull@Vis foi

dissolvido em dmso, empregando solugbes mée de concentragbes de 100, 1000 e
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10000 umol L-'. Essas solugbes foram esterilizadas utilizando filtros para seringa
membrana 0,20 um estéril, prosseguindo com diluigdes em meio RPMI mostradas na
TABELA A1 (para dissolugdo em agua) e na TABELA A2 (para dmso) no ANEXO 1.
Adicionou-se 100 pL de cada concentragdo em cada poco da placa de 96 pogos,
realizando o procedimento em triplicata para cada concentracdo. No controle, foi
adicionado apenas 100 uL de RPMI (zero), como ilustrado na FIGURA 14, e o sistema

foi incubado a 37 °C por 24 h.
FIGURA 14 — Esquema do plaqueamento das amostras na placa de 96 pocos nas linhagens celulares

MDA-MB-231, HB4a e 4T1 para VeL®' em (a), e nas linhagens MDA-MB-231 e HB4a para (b)
MeCI@V15, (C) V1oe (d) Bu‘I@V13.

24h

24h 24h 24h

(a)

12 3 45 67 8 910 11 12

0,00 pmol L1 ) q 0,00 pmol L 0,00 pmol L'
2,00 ymol L 1,00 pymol L 0,50 pmol L
10,0 umol L 2,00 pmol L 1,00 pmol L1
50,0 pmol L1 3,00 ymol L1 2,00 ymol L™
100 pmol L1 5,00 ymol L1 3,00 pmol L1
200 pmol L 10,0 pmol L1 5,00 pmol L-1
400 pmol L1 50,0 pmol L' 7,00 pmol L
h X X X = 10,0 pmol L'
MDA-MB-231 4T1 HB4a 4T1
(b) 24h 24h
12 3 4 5 6 7 8 910 11 12
0,00 pmol L1 0,00 pmol L-1
0,500 pmol L 0,100 pmol L1
2,00 pmol L1 0,200 pmol L1
10,0 pmol L 0,300 pmol L1
50,0 ymol L1 0,400 pmol L
100 pmol L™ 0,500 pmol L1
200 pmol L1 1,00 pmol L
400 pmol L 2,00 ymol L

MDA-MB-231

HB4a
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(c) 24h 24h

12 3 45 67 8 910 1 12

0,00 pmol L1 0,00 pymol L
0,500 pmol L1 0,200 pmol L1
1,00 pmol L1 0,500 pmol L1
1,50 pmol L 0,700 ymol L1
2,00 ymol L1 1,00 pmol L1
3,00 pmol L1 2,00 pmol L1
5,00 pmol L1 5,00 pmol L
10,0 pmol L™ 10,0 pmol L
MDA-MB-231 HB4a
(d) 24h 24h

12 3 45 67 8 910 1 12

0,00 pmol L[ 0,00 pmol L'
0,500 pmol L-1 0,500 ymol L
1,00 pmol L 1,00 pmol L™
2,00 pmol L1 2,00 ymol L1
5,00 pmol L1 5,00 ymol L1
10,0 pmol L 10,0 pmol L
20,0 pmol L1 20,0 pmol L1
50,0 umol L[ 50,0 ymol L1

MDA-MB-231 HB4a

Etapa 3:
Na ultima etapa, o meio de cultura foi aspirado, lavado com PBS 1X e 100 uL

de MTT (5,00 mg/mL) foram adicionados em cada pogo, seguido de incubagao por 3
h. Apés esse tempo, com o auxilio do microscopio, observou-se a formagao de cristais
roxos em algumas concentragdes (formazan), o sobrenadante foi aspirado e foram
adicionados 100 pL de dmso, para dissolver o formazan. A placa foi entdo levada para
leitura em espectrofotdmetro de multiplaca MULTISKAN SkyHigh no comprimento de
onda de 540 nm.

Estatistica:
Os valores de ICso (concentragdo no meio de cultura necessaria para reduzir

o numero de células viaveis (viabilidade mitocondrial) para 50%) foram calculados
com o Software GraphPad Prism 8.4.2. para Windows. GraphPad Software, San

Diego, California, USA, www.graphpad.com.
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Os valores de viabilidade celular foram expressos como médias aritméticas,
com desvio padrao calculado para trés experimentos independentes. As diferengas
entre os multiplos grupos e os controles, foram detectadas por one-way ANOVA
seguido pelo teste de comparacbes multiplas de Tukey usando o GraphPad Prism.

Valores de P < 0.05 foram considerados estatisticamente significativos.

4.5.5 Determinacdo da curva de tempo na concentragcao de ICso

A partir dos resultados do ensaio de viabilidade mitocondrial, foi realizada uma
curva de tempo para a linhagem celular MDA-MB-231 com VgLEt, MeCl@V1s e V1o,
utilizando o valor de concentragao encontrado como ICso, € 0os tempos de incubagao
de 24, 48 e 72 h, com o intuito de estudar o efeito inibitério de crescimento celular dos

POVs ao longo do tempo.

4.6 ENSAIO DE MIGRAGAO CELULAR — WOUND HEALING

A linhagem MDA-MB-231 foi cultivada em placas de 6 pogos, com a adigao
de 600 mil células por pog¢o, de modo a atingir de 90 a 100% de confluéncia. Apos
adeséo celular, o soro fetal bovino (SFB) foi depletado do meio de cultivo por 4 h e
uma abertura, em linha reta, através da monocamada celular foi feita com uma
ponteira de 200 pL. Adicionou-se ent&o VeLE! (4,50 e 8,50 umol L"), V10 (0,450 e 0,900
umol L-1) e MeCI@V1s (0,500 e 0,100 umol L") e apds os tratamentos, as culturas
foram incubadas a 37 °C e 5% de COz2, com meio RPMI com 1% de soro fetal bovino.
A area da abertura foi fotografada e mensurada utilizando o software ImageJ® nos

tempos 0, 24 e 48 h, para andlise da migragéo celular (FIGURA 15).1%6
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FIGURA 15 — Esquema do ensaio de migracao celular (Wound Healing).
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4.7 AVALIACAO DA EXPRESSAO GENICA NA LINHAGEM CELULAR MDA-MB-
231

A linhagem celular de cancer de mama, MDA-MB231, foi cultivada em meio
RPMI1640 (Gibco), contendo 10% de soro fetal bovino (Cultlab), 5,00 mg/mL de
ciprofloxacino e 250 mg/mL de Anfotericina B. As células foram mantidas em uma
incubadora umida com 5% de CO2 a 37 °C. A linhagem celular foi cultivada em 9
placas de cultivo P100, com a adigao de 710 mil células em cada placa, seguido da
adicdo de 13,0 mL de meio de cultivo, totalizando aproximadamente 6 milhdes de
células, para que apos o tratamento com VeLEt na concentragéo obtida de ICso, ainda
restassem cerca de 3 milhdes de células, quantidade suficiente para realizar a
extracao de RNA.
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Tratamento

As células cultivadas nas placas de cultivo P100 foram mantidas incubadas
por 2 h antes do tratamento, a fim de permitir a adesao celular. Apds esse periodo, a
concentragdo obtida para a ICso do composto VeLEt (17,6 umol L) foi adicionada em

cada placa, e o sistema foi mantido em incubacgéo por 24 h a 37 °C.

Extragao de RNA

Para extracdo do RNA da linhagem MDA-MB-231 tratada e controle, foi
utilizado o kit All prep DNA/RNA (Qiagen), conforme especificagdes do fabricante.

Primeiramente, o tampao RLT plus foi preparado, utilizando 1,00 mL de
tampao RLT e 10,0 uL de beta-mercaptoetanol. A composicdo exata do tampao RLT
é confidencial pela (Qiagen), mas ele possui alta concentragdo de isotiocianato de
guanidina, que suporta a ligacado do RNA a membrana de silica.

As culturas de células da linhagem MDA-MB-231, tratada e controle, foram
soltas das placas com o auxilio de Tripsina (Gibco) e centrifugadas afim de conseguir
um pellet de células. Ao pellet, foi adicionado 600 uL do tampao RLT plus e transferido
para um tubo de 2,00 mL, adicionando-se 50,0 uL de proteinase K e 200 pL de etanol,
misturado e incubado por 10 min a temperatura ambiente. Apds esse periodo,
adicionou-se mais 400 uL de etanol, que foram entao transferidos para coluna rosa do
kit (RNeasy) contendo um tubo coletor. Esse sistema foi centrifugado por 15 s a 20.000
rpm, o filtrado foi descartado e a coluna recolocada no tubo coletor. Em seguida, 500
ML de RPE foram adicionados na coluna, e novamente centrifugados por 15 s,
descartando-se o filtrado.

Apos esse processo, foi preparada uma solugdo em um tubo de 1,50 mL com
70,0 pL do buffer RDD e 10,0 yL de DNAse e misturado por inversao. A mistura DNAse
+ RDD foi transferida para coluna rosa e incubada por 15 min a temperatura ambiente,
adicionando-se 500 uL do buffer FRN a coluna, seguido de centrifugacao por 15 s e
15.000 rpm.

A coluna foi transferida para um outro tubo coletor, e recolheu-se o que passou
na etapa anterior e foi colocado novamente na coluna. Seguindo-se com a

centrifugacao por 15 s a 20.000 rpm, e descartando-se o filtrado. Entdo, 500 yL do
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buffer RPE foram adicionados a coluna e centrifugados por 15 s a 20.000 rpm,
descartando-se o filtrado.

Adicionou-se 500 uL de etanol a coluna, seguido de centrifugagéo por 2 min.
A coluna foi transferida para um outro tubo coletor e centrifugada por 2 min, e entao
transferida novamente para um tubo de 1,50 mL identificado, adicionando-se 30,0 uL
de agua livre de RNAse, seguido de incubagéo por 1 min e centrifugagdo por 1 min a
10.000 rpm. Esse ultimo processo foi repetido e o eluente da coluna reinserido e

centrifugado.

Sintese de cDNA

A sintese de cDNA a partir do RNA extraido foi realizada utilizando o kit de
sintese SuperScript IV (Invitrogen). A concentracdo do RNA extraido da amostra
tratada foi de 1523 ng/pL e da amostra controle foi de 508 ng/uL. Para a sintese foram
utilizados 2000 ng/uL de RNA, 2,00 mmol L' de dNTP, 0,400 mmol L' de oligodT e
Randon primer e agua DEPC para completar 13,5 pL, e o sistema foi aquecido a 65°C
por 5 min. Apds esse periodo, os tubos foram colocados em gelo por 1 min, sendo
adicionados a eles 4,00 uL de PBS 5X, 0,200 mmol L~ de ditiotreitol (DTT), 20 U de
inibidor de ribonuclease, e 100 U de Superscript IV, e o sistema foi entdo incubado em

termociclador a 50 °C por 10 min e 80 °C por 10 min.

Quantificagao génica

Foram quantificados os seguintes genes: VEGF, BCL2, TP53, RIPKS,
CASPS8, PIK3 e BAX. A quantificacdo desses genes foi feita utilizando 1,00 pL de
cDNA na diluigdo 1:5 dos oligonucleotideos na concentragdo de 60 nmol L™, 3,00 pL
SYBR Green Power Master mix (Applied Biosystems) agua DEPC suficiente para 6,00
ML e colocado para amplificar no equipamento Step One Plus (Applied Biosystems).
Os valores de ciclo threshold (Ct) foram submetidos a analise de 2-22¢t (Livak and
Schmittgen 2001) utilizando o gene GAPDH como normalizador. Os iniciadores

utilizados nestas reacdes estdo descritos na TABELA 4.

TABELA 4 — Iniciadores utilizados na quantificacdo génica para a espécie Homo Sapiens

Gene Sequéncia de iniciadores Universais e Reversos (5' - 3)
VEGF U:ACTGGACCCTGGCTTTACTGCT e R: TGATCCGCATGATCTGCATGGTG
BCL2 U:CACTTGCCACTGTAGAGA R: GCTTCACTGCCTCCTT
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TP53 U: AGCTACGGTTTCCGTCTGGG R: CTTGTTGAGGGCAGGGGAGT
RIPK3 U:CCAGAGGCCACTTGTGTAGCG e R: CGCTTTAGAAGCCTTCAGGTTGAC
CASP8 U: ATGGCTACGGTGAAGAACTGCG R: ATCAAGAGCGGTCAGTCCTAC
BAX U: GCCTCCTCTCCTACTTC R: CCTCAGCCCATCTTCTT
GAPDH U:GGTGAAGCAGGCATCT e R: TGTTGAAGTCGCAGGAG

4.8 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA NAS LINHAGENS
CELULARES MDA-MB-231 E HB4A

Em uma placa de 24 pogos, foram acondicionadas laminulas circulares de
0,130 mm de diametro, ja limpas e esterilizadas. Em seguida, foram adicionadas 30
mil células por pogo, e incubadas por 2h a 37 °C. Apds esse periodo, foram
adicionadas diferentes concentragdes de VeLE! (4,50 e 8,50 umol L") e V1o (0,450 e
0,900 ymol L"), além do controle sem tratamento, e o sistema foi incubado por 24 h a
37 °C.

Fixagao Celular

As células foram entdo lavadas com cacodilato de sodio 0,100 mol L' e
fixadas com gluteraldeido 2,5 % em tamp3o cacodilato de sédio 0,100 mol L', em pH
7,20, e mantidas por 1 h a temperatura ambiente. Em seguida, as laminulas foram
lavadas 2 vezes com cacodilato de sddio 0,100 mol L' com um intervalo de 10 min
entre cada lavagem, e fixadas com tetroxido de 6smio 1% em tamp&o cacodilato de
sodio 0,100 mol L' e pH 7,20 por 30 min na auséncia de luz. Novamente foram
lavadas 2x com cacodilato de sédio 0,100 mol L' com um intervalo de 10 min entre

as lavagens.

Desidratacao

Na etapa de desidratagdo, as células sdo lavadas com alcool em diferentes
concentragdes (de 50% a 100%) com um intervalo entre as lavagens de 10 min. As
lavagens com as concentragdes a partir de 70% foram realizadas no dia da realizagéo
do ponto critico pelo Centro de Microscopia Eletrénica, e a lavagem com alcool 100%

foi realizada duas vezes. Apds a realizagdo do ponto critico, as amostras foram
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metalizadas com ouro e as imagens de Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

foram obtidas.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 PREPARAGAO DO HEXAVANADATO VgLEt

A reacao de V205 com acido oxalico, seguida da adicdo de 1,1,1-
tris(hidroximetil)propano (LF!) e trietilamina (Equagao 1) produziu um sdlido cristalino
no formato de paralelepipedos alaranjados, que foi caracterizado por difracédo de
raios X de monocristal e de pd, analise elementar e espectroscopia na regidao do
infravermelho como (CsH20N)2[VeO13{(OCH2)sCCH2CHs}2] (VeLE!). A rota de sintese
que leva a obtencdo de VeLEt puro e em bom rendimento foi desenvolvida pelo Dr.
Gabriel Barros Baptistella e foi descrita em detalhes em sua tese concluida em margo
de 2024 "7,

3 V205 + 2 H2C204 + 2 HaLFt + 2 EtsN — (EtsNH)2[VeO13(LEY)2] + 4 CO2 + 2 H20
[Eq. 1]

O espectro de IV registrado para VeLE! esta apresentado na FIGURA 16 e as
principais bandas de absorcéo e as atribui¢cdes tentativas estéo listadas na TABELA
5. Os modos vibracionais caracteristicos de polioxovanadatos v(V=0) e v(V-O-V)
foram observados em 955 cm™' e em 785 e 708 cm~', enquanto as bandas em 582 e
422 cm™' sao referentes a v(V-O) e §(V-0), respectivamente. As bandas em 1385 cm™
para 8(CHs) e em 1637 e 1464 cm~" atribuidas a v(CO) e v(CC) do esqueleto carbbnico
dos grupamentos (OCH2)sCCH2CH3}*-, (LE)3-.127.128

TABELA 5 — Atribui¢cdes tentativas das bandas de absorcao registradas na regido do infravermelho

para o produto VeLF! e do pré-ligante HsLEt.

Atribuicdo Tentativa Numero de onda (cm™)
VGLEt H3LEt
v(O-H) - 3358
v(N-H) 3083 -
v(CO) e v(CC) 1637 e 1464 1637 e 1463
d(CHs) 1385 1383
v(CO) 1045 1065 e 1012
v(V=0) 955 -
v(V-0-V) 785 e 708 -
v(V-0) e 5(V-0) 582 e 422 -

v = estiramentos simétricos e antissimétricos; & = deformagéo angular.
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FIGURA 16 — Espectro de absorgéo na regido do infravermelho registrado para o produto VeLE e do
pré-ligante HsLEt.
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A determinagao dos parametros de célula unitaria dos cristais preparados no
desenvolvimento deste trabalho (a = 12,0400 A, b = 12,633 A e c = 12,0834 A, e
angulos a =y = 90° e B = 100,95°) confirmou a obtengdo do produto desejado. "7 Os
cristais de VeLE' cristalizam no sistema monoclinico, P2i/n e a estrutura é
compreendida por um anion hexavanadato funcionalizado com dois ligantes
trisalcoxido (LFY)*- e dois contraions tetraetilaménio (EtsN*) (FIGURA 17). Os seis
grupos oxidovanadio(V) do polioxidoanion possuem uma geometria octaédrica
distorcida, unidos por seis ligantes 6xidos em ponte dupla (u2—O) e por um ligante
oxido central em ponte séxtupla (ue—O), que se encontra localizado no centro de
inversao do agregado.

No empacotamento cristalino do VeLEt ndo ocorre interagdo direta entre os
anions hexavanadatos. Os cations trietilamonio e os oxigénios p2-O do POV interagem
por intermédio de uma ligagéo de hidrogénio forte do tipo N-H---O e estdo envolvidos
em uma extensa rede de interagdes intermoleculares fracas a moderadas do tipo
C-H---O (FIGURA 17).
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FIGURA 17 — Representacéo do anion de (CsH20N)2[VeO13{(OCH2)sCCH2CHs}2] (VeLF) (a) modelo de
bolas e bastéo e (b) modelo de poliedros. (¢c) Empacotamento cristalino de Vel segundo os eixos. As
linhas pontilhadas azuis representam as ligagdes de hidrogénio.

@) i )

O produto VeLEt foi caracterizado por analise elementar (Teores em % m/m:
calculado com base na formulagao C24Hs4N2VeO19, onde C, 29,41; H, 5,55; N, 2,86; V,
31,2 e obtido C, 29,34; H, 5,63; N, 2,91; V, 29,2) e por difracdo de raios X de po
(FIGURA 18). O difratograma de p6 registrado para os cristais alaranjados apresenta
boa correlagdo com o difratograma gerado a partir dos dados cristalograficos de
(CsH20N)2[VeO13{(OCH2)sCCH2CHzs}2], indicando a obtengéo do produto com alto grau
de pureza cristalina. Os principais picos de difragdo observados no difratograma de
p6 em 26 (°) sdo: 9,42; 10,1; 11,4; 13,9; 16,8; 22,9; 23,6; 26,0 e 37,2.
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FIGURA 18 — (a) Difratograma de raios X de po registrado para VeLE! (linha laranja) e o simulado a
partir do cristal de VeLE! (linha preta).
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Um dos primeiros estudos de funcionalizagdgo de POVs com ligantes
trisalcoxidos foi descrito por Zubieta et. al. em 1992, obtendo-se quatro
hexavanadatos do tipo Lindqvist funcionalizados.®® O POV [(n-
C4Ho)aN]2[Ve013{(OCH2)3CCH2CHz3}2] apresenta a mesma estrutura do POV em VgLE,
mas com o contraion tertrabutilamonio.®® Ao contrario de VeLFt, o POV com o cation
(n-C4Hog)aN™ n&o foi isolado na forma cristalina e a formulagdo publicada foi proposta
por analogia com os outros hexavanadatos relatados no mesmo artigo.

A aplicagcado de hexavanadatos funcionalizados ainda € menos explorada do
que outros POVs, devido a dificuldade de controlar as frequentes reacdes colaterais
redox e baixos rendimentos.’?® Nos ultimos anos, tem surgido novas metodologias
mais brandas viabilizando a preparacdo de estruturas mais complexas.
Especificamente com o ligante (LF!)*-, outros exemplares desta subclasse foram
descritos, no entanto estes possuem o vanadio no estado de oxidagéo +IV. Outros Ve
foram obtidos por sinteses hidrotérmicas e apresentam diferentes proporgdes entre o
arcabougo metdlico e o ligante. Dentre eles, Khan et.al.’® descreveu o
Naz[VeO7{(OCH2)3sCCH2CHzs}4] de coloragao azul, em que todos os grupos oxido em
ponte dupla do Vs foram substituidos por 4 ligantes (LE')3-. A reagdo entre NH4VOs3,
Hs5C2C(CH20H)3 e N2H4-H20, um reagente fortemente redutor, na proporgao de 3: 1,5:
1, rendeu cristais azuis do arcabougo (NH4)2[VVeO7(OH)s{(OCH2)3CC2Hs}3]-4H20

contendo 3 ligantes (LF*)*- por Ve.1%"
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5.2 SINTESE E CARACTERIZAGCAO DE POLIOXOVANADATOS DE VALENCIA
MISTA

Na ultima década, nosso grupo de pesquisa concentrou esforcos para
desenvolver POVs-VM em alto grau de pureza e bons rendimentos, que sejam obtidos
por métodos de sintese brandos e empregando reagentes comercialmente disponiveis
e de baixo custo. Exemplos de sucesso sdo o K(NHa)s[HsV'V2VV12038(P04)]-11H20
(V14) 72, (MesN)s[VVeVV7036Cl] (V15), 7' (NHa)2(MesN)s [V'V12VVeOa2l]-MesNI-5H20 73
(V1gl) e [{Ke(OH2)12 VV11VV7041(PO4)-4H20}n]"2 (V18P). Os estudos de estabilidade
realizados em solugdo aquosa demonstraram que os POVs-VM contendo haletos
encapsulados sao mais estaveis do que aqueles contendo fosfatos. A estabilidade de
V14 e de V18P mostrou-se dependente da concentragdo de cada composto, no entanto,
ambos sdo susceptiveis a oxidagdo do V"V a VV e sofrem especiacdo em solucédo
formando outros POV-VM, V10 e/ou oligovanadatos de menor nuclearidade.

O (MesN)s[V'VeVV7036Cl] (V15 ou MeCI@V1s neste trabalho), foi inicialmente
descrita por Muller'®' e mais recentemente nosso grupo de pesquisa publicou uma
metodologia alternativa que utiliza reagentes comerciais de baixo custo e metodologia
mais branda.”! Visando ampliar o numero de compostos disponiveis com os
arcabougos mais estaveis, iniciou-se um estudo sistematizado para avaliar o efeito de
variagdes dos contraions alquilaménio. Para tal, foi preparado um novo composto,

variando-se o cation MesN* de Mel@V1g por BusN™.

5.2.1 Preparacgao do pentadecavanadato MeCl@V1s

O composto MeCl@Vis foi obtido na forma de cristais verde-escuros
(Equacao 2) que foram caracterizados por DRX de pé e DRX de monocristal e por
espectroscopia na regidao do infravermelho, como intuito de verificar se o produto
estava contaminado com o (NHa4)2V30s, um 6xido do tipo fresnoite que se forma como

impureza quando a reagao nao é conduzida em condigdes otimizadas.”"

15 NH4VO3 + 6 MesNCI + 7 CsH1406 + 16 H* — (MeaN)s[V15036CI] + 7 CeH1206 + 5
CI” + 15 NH4* + 9 H20 [Eq. 2]
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O espectro de IV de MeCl@V1s apresentou bandas correspondentes as
vibragdes caracteristicas de POVs em 979 cm™! referente a {V=0) (FIGURA 19 e
TABELA 6), além de bandas em 729 e 796 cm™ para ®V-O-V), 1483 e 1417 cm™

referentes a 5(CHs) e em 3032 e 2946 cm™' referentes a vase vs (CH3).'32

FIGURA 19 — Espectro de absorgéo na regido do infravermelho registrado para o produto MeCI@V1s.
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TABELA 6 — Atribuicbes tentativas para espectros vibracionais de IV do produto MeCI@V1s

Atribuigdo Tentativa'33'34 MeCl@V15 7"
1V=0) 979
UV-0-V) 729 e 796
5(CH2-CHs) -
5 (CHs) 1483 e 1417
Vas € Vs (CH3) 3032 946

v = estiramentos simétricos e antissimétricos; 8 = deformagéo angular

Os cristais de MeCl@V1s cristalizam no sistema Hexagonal, P6s/mmc, e
apresentaram parametros de cela unitaria: a = 13,8522 A, b = 13,8522 A, ¢ = 20,0991
A a=B=90°ey=120° O MeCl@V15 é um polioxovanadato pseudoesférico de
valéncia mista contendo um cloreto encapsulado (FIGURA 20). O agregado apresenta
15 centros de vanadio (8 VIV e 7 VVY) em geometria piramidal de base quadrada
distorcida, com um grupo oxidovanadio terminal na posigao apical de cada centro

metalico.”"
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O DRX de p6 registrado para MeCl@Vis (FIGURA 20) apresenta boa
correlagdo com os picos gerados a partir dos dados cristalograficos reportados para
(MesN)s[VVeVV7036Cl].7"* As analises apresentadas confirmam que o POV-VM foi
obtido em alto grau de pureza em todo o lote do material isolado. Os principais picos
no difratograma em 26 (°) s&o: 7,38; 8,60; 17,7; 19,9; 22,3; 23,1; 25,8; 26,7 e 32,8.

FIGURA 20 — Representacdo do anion [V15036(Cl)]® em (a) bolas e bastéo e (b) poliedros. Legenda:
amarelo = vanadio, vermelho = oxigénio e verde = cloreto. (c) Difratogramas de raio X de po registrados
para MeCI@Vs (linha verde) e o simulado a partir do cristal de (MesN)s[V'VsVV7036Cl] (linha preta).”
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5.2.2 Preparacao do POV-VM contendo iodeto encapsulado e tetrabutilamdnio como

contraion

Iniciamos nossos os estudos da influéncia de diferentes contraions em POVS-
VM pelo octadecavanadato contendo iodeto encapsulado. Para tal, foi realizada uma
reagdo adaptando-se a rota que gerou (NHa)2(MesN)s[V'V12VV60a42l]-MesNI-5H20
(V1sl),”® substituindo-se o (Me)sNI por (Bu)sNI como fonte de iodeto. A reagdo entre
NH4VOs3, manitol e o sal de iodeto (Bu)s4NI foi realizada na proporgéo de (1:2:4), em
agua sob refluxo e agitagdo magnética por 24 h. Neste sistema foi observada uma
mudanc¢a na coloracéo da solug¢do, passando de amarelo para amarelo esverdeado e

em seguida para verde-escuro Bul@Vis. A mudanca de coloragdo sugeriu a
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ocorréncia da reducdao, mesmo que parcial, dos centros de vanadio(V) para
vanadio(lV).

Ao final da reacao foi isolado um sodlido preto que foi identificado como
(NH4)2V30s por DRX de pd, compativel com a carta da base de dados JCPDS
(International Centre for Diffraction Data) n° 51-1733. Este produto ja foi anteriormente
descrito pelo grupo como insoluvel em agua e solventes organicos polares e
apolares.” Por nao ser de interesse deste trabalho, as caracterizagdes realizadas para
este produto sé serdo apresentadas quando necessarias para comparagao.

A solucao de reacao verde-escura limpida obtida apés a filtragao foi deixada
em repouso sob a bancada, rendendo um filme verde, sem rachaduras e translucido,
que foi lentamente depositando-se nas paredes do béquer a medida que o solvente
foi evaporando (FIGURA 21). Apés uma semana, o filme foi retirado do béquer por
raspagem rendendo um sélido verde-escuro (Bull@V1s), com rendimento de 36%. O
produto Bull@V1s foi solivel em solventes organicos polares, como acetona,
dimetilformamida (dmf) e dimetilsulféxido (dmso), parcialmente solivel em
diclorometano e insoluvel em agua, tetraidrofurano, acetonitrila, acetato de etila,

isopropanol e etanol.

FIGURA 21 — Em (a) sdlido preto obtido ((NH4)2V30s). Filmes em superficie de vidro (b) e de plastico
(c) pela reagdo entre NH4VOs3, manitol e (Bu')sNI, obtidos pela evaporagdo lenta da solugdo mae.

(@) (b)

Para Bul@V1s foram realizadas analises espectroscopicas (IV, UV-vis NIR e
Raman), DRX de pd, analise elementar, MEV, RMN de *'V e RPE.

5.2.2.1 Difragao de raios X de po6

Os difratogramas de p6 de Butl@V1s e (NH4)2V30s (FIGURA 22) séo bastante

distintos devido a elevada cristalinidade de (NH4)2V3Os, que resulta em picos de
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difracdo bem definidos, quando comparado a Bull@V1s, que possui cristalinidade
baixa. As tentativas de recristalizagdo de Butl@V1s renderam novos filmes ou levaram

a decomposicao do produto.

FIGURA 22 — Difratogramas de raio X de p6 registrados para (NH4)2V3Os (linha vermelha) e Bu'l@V1s
(linha preta). Os (*) informam os picos de difracdo esperados para (NH4)2V30s segundo a carta JCPDS
n° 51-1733, principais picos do difratograma em 26 (°): 15,94; 20,00; 22,38; 25,64; 27,58; 32,14; 35,76;
39,46 € 45,84.
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5.2.2.2 Caracterizagao por microscopia eletrénica de varredura

As imagens de MEV para Bull@V1s foram registradas na forma de p6 e no
filme, com o intuito de determinar a morfologia do composto em ambos os lotes, e

correlacionar com suas caracteristicas.
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FIGURA 23 — Imagens de MEV para o solido pulverizado do composto Bu'l@V+s em aproximagdes de
3000x, 10000x e 50000x em (a) e para o composto Bu'l@V4s na forma de filme ndo homogéneo (b) e
na forma de filme homogéneo (c) em aproximagdes de 1000x, 5000x, 10000x e, 50000x.
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Para o produto isolado na forma de po, foi observado a presenca de esferas
com diametro médio inferiores a 3 um e placas finas e pequenas dispersas entre as
esferas (FIGURA 23a), confirmando a natureza nao cristalina da amostra. Os filmes
de Bull@Vis apresentaram uma éarea extensa e homogénea, com algumas
rachaduras (FIGURA 23b), entre as quais podem ser encontradas esferas

semelhantes as observadas nas imagens do produto em po.
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Visando melhorar a qualidade do filme, foi preparada uma nova amostra em
que o filme foi obtido mergulhando uma lamina de vidro recoberta com um filme fino
de FTO (6xido de estanho dopado com fluor) direto na solugdo da reagéo. As imagens
de MEV, revelaram um filme homogéneo a olho nu e na ampliacdo de 50000x
(FIGURA 23c). Ampliacbes de 3000x e 5000x revelam uma fina camada de filme
homogéneo, com a deposigao de esferas semelhantes as da FIGURA 23a, que podem

estar indicando a formacédo de uma nova camada de filme.

5.2.2.3 Caracterizagao por espectroscopia de energia dispersiva de raios X

A analise por EDS consiste em escolher um ponto da amostra que ja foi
analisada por MEV, e identificar os elementos presentes. A EDS é baseada na
interacdo de um feixe de alta energia de particulas carregadas que gera uma fonte de
raios-X que excita uma amostra. A analise confirmou a presenga de vanadio, iodo e
oxigénio no produto Bu'l@V1s, mas suas porcentagens ndo sdo exatas (FIGURA 24).
A EDS é uma analise semiquantitativa, pois ela fornece as porcentagens de cada

elemento naquele ponto analisado da amostra, mas ndao da amostra como um todo.

FIGURA 24 — Espectro de EDS para o sdlido pulverizado do composto Bu'l@Vis, identificando os
elementos presentes na amostra, onde (%) é a porcentagem relativa de cada elemento e (c) é o desvio
padréo.
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5.2.2.4 Determinagao quantitativa dos teores de C, H, Ne V

Os resultados da andlise elementar para o solido verde escuro de Butl@Vs,
apresentados na TABELA 7, levaram a formulacdo (NBus4)sV1gO42l. O produto
Bull@V1s ndo contém aguas de hidratagdo, provavelmente devido a baixa afinidade

dos cations tretabutilamdnio por agua.

TABELA 7 — Resultados da dosagem de carbono, hidrogénio, nitrogénio e vanadio para o produto
But|@V1a

Teores em %(m/m) C H N \'/
Determinado para Bu'l@V1s 33,15 6,17 2,32 30,89
Calculado para (BusN)4[V180a42l] 28,62 5,40 2,09 34,14
Calculado para (BusN)s[V10a2l] 32,81 6,20 2,39 31,31
Calculado para (BusN)s[V180a42l] 36,37 6,87 2,65 28,92
Erro * 0,34 0,03 0,07 0,42

*Calculado considerando a formulagéo (BusN)s[V180a42l]

Desta forma, foi proposto que Butl@V1s seja compreendido por um arcabougo
polinuclear anidnico analogo a outros octadecavanadatos do tipo {X@V1sOn}, onde n
= 36-44; X = espécies encapsuladas, como Br-,|I-, P03, H20, entre outros.'®® O
arcabougo [V180a42l]>~ é analogo ao [V'V12VVe0a2l]"~ (V1gl) apresentado na FIGURA 25,
mas difere nas proporgdes entre V!V e VV 73114 A formulagdo (BusN)s[V18Q42l] para
Bull@V1s e a andlise do balango de carga permitiu chegar a proporgao de 10V'V:8VV.
E comum espécies de alta nuclearidade de valéncia mista apresentarem diferentes
propor¢cdes de VV e VY, levando a propriedades estruturais, espectroscopicas,

magnéticas, eletronicas e cataliticas diferenciadas.”
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FIGURA 25 — Estruturas de bolas e bastdo e poliedros do anion [V1sO42l]’~ presente em
(NH4)2(MesN)s[VV12VV60421]- MesNI-5H20.888° Codigo de cores: Amarelo =V, vermelho = O, verde = I~

Além dos compostos com iodeto encapsulado descritos por Muller, '35 outros
autores tiveram sucesso na sintese de estruturas do tipo [V18042l]*~, como é o caso
de Livage,'®® que obteve o arcabougo (NMeas)1o[H3V180a42l]-3H20, contendo apenas
VV, e Moors,’®” que obteve um POV-VM [V18042(1)]>~ com cinco cations
tetraetilamonio.

Moors relatou em outro trabalho a adsor¢cao deste mesmo POV na superficie
de Au(111), a fim de utilizar em futuros dispositivos nanoeletronicos.'*® Nossos dados
sugerem que o produto Bull@V1s € muito promissor comparado aos compostos ja
relatados, pois ele forma filmes homogéneos que aderem facilmente a superficies
como vidro e polietileno, além de apresentar uma sintese simples e de bom

rendimento, o que permite que ele seja utilizado em diversas aplicagdes.

5.2.2.5 Caracterizacao por espectroscopias vibracionais de infravermelho

O espectro de IV registrado para Butl@V1s esta apresentado na FIGURA 26a
e 0s principais modos vibracionais foram atribuidos tentativamente por comparagcao
com outros POMs descritos na literatura (TABELA 8). O espectro de Bu'l@Vis
apresentou bandas correspondentes as vibracdes caracteristicas de POVs em 997
cm', referente a V=0) e em 883 e 725 cm" referentes a (V-O-V). As vibragdes em
2959 e 2876 cm foram atribuidas a 5(CH2-CHzs) e as bandas em 1481 e 1381 cm™ a
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das € Os (CH3).’32 O Bull@V1s apresenta bandas adicionais as encontradas no

espectro de V1sl, ® atribuidas as 8(CH2-CHs) dos cations tetrabutilaménio.

TABELA 8 — Atribuicdes tentativas para espectros vibracionais de IV e Raman do produto Bu'l@V1s

Atribuigées IV/cm? Raman / cm
tentativas133'134 Bu‘I@V18 V13|73 Bu‘I@Vm Vsl 7
1V=0) 997 985 935 1020
UV-0-V) 883 e 725 707 671 688
5(V-0-V) - 617 - 417 e 514
O(CH2-CH3) 2959 e 2876 - - -
Oas € Os (CH3) 1481 e 1381 1486 e 1407 1310 -
WO-H) - 3435 ¢ 1618 - -
(n-But)aN* - ; 392 :

v = estiramentos simétricos e antissimétricos; 6 = deformacgéo angular.

O espectro Raman obtido para o produto Bull@V1s (FIGURA 26b) revelou
uma banda em 392 cm™' produzida pela sobreposigdo das vibragées w do cation
tetrabutilamonio e do 6(V-O-V), bem como bandas alargadas nas regides centradas

em 671 e 935 cm referentes as vibragées {V-O-V) e L V=0), respectivamente.

FIGURA 26 — Espectro de absorgéo na regido do infravermelho em (a) e Espectro Raman utilizando
laser de Ar* (514 nm) em (b) registrados para o produto Bu'l@V1s.
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5.2.2.6 Ressonancia paramagnética eletronica (RPE)

A andlise de RPE foi realizada para o produto Bull@V1s no estado solido e
em solugdo com o objetivo de obter informagdes sobre os estados de oxidagédo dos

centros de vanadio e sobre a estabilidade do composto em solugéao.

FIGURA 27 — Espectro de RPE registrado a 77 K do produto Bu'l@V1s em (a) para o sélido pulverizado,
e em (b) em acetona, nas concentragdes de 0,10 a 10 mmol L.

(a) 5]

10 -

Intensidade / u.a.

10

| L 1 L | L
200 300 400 500
B/mT



78

(b) 2000000

i ——0.10 mmol L'
1500000 | / ’\ ——1.0mmol L’

I ‘ ——50mmol L’
1000000 —— 10 mmol L'

500000
0

-500000

Intensidade / u.a.

-1000000

-1500000

250 300 350 400 450

-2000000

B/mT

Os espectros de RPE registrados para o produto Bull@V1s a partir do sélido
pulverizado a 77 K (FIGURA 27a) apresenta uma unica linha alargada, com
App=47,6 mT e g =1,97, caracteristica de espécies polinucleares que contém centros
de vanadio(lV) (I = 7/2) com interagdo magnética.”’

Um perfil espectral similar foi observado em solugdo para todas as
concentragcbes avaliadas. Os espectros mostrados FIGURA 27b possui linhas
alargadas (App=31,1mT e g = 1,98), o que € compativel com a manutencédo da
espécie polinuclear de valéncia mista, até mesmo nas solugdes mais diluidas.’®® Os
espectros sugerem que o composto se mantém estavel em solugdo de acetona em

todas as concentragdes investigadas.

5.2.2.7 Caracterizagdo de Bull@V1s em solugdo por espectroscopia de ressonancia

magnética nuclear (RMN de ®'V)

A analise de RMN de %'V foi realizada para o produto Bull@Vis (Anexo 2,
FIGURA A1), visando obter informagdes sobre a estabilidade do composto em
solugdo. As concentragdes utilizadas para o RMN de %'V foram 0,100; 1,00; 5,00 e
10,0 mmol L', em acetona-de.

O espectro de RMN de °'V pode ser usado na identificacdo de espécies que

possuam vanadio(V) na sua composi¢ao, no entanto, estes sinais nao foram
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observados para Bull@Vis em nenhuma das concentragbes investigadas. Esse
resultado reforga a hipotese levantada a partir dos dados de RPE de que a estrutura
polinuclear de valéncia mista € mantida em solucdo de acetona, e sdo comparaveis
com os relatados para o Visl,”® pois mostram que este agregado possui baixa
tendéncia a sofrer quebras para formar espécies de menor nuclearidade. Finalmente,
os dados apontam para uma maior estabilidade de octadecavanadatos com iodeto
encapsulado nos diferentes solventes avaliados, seja protico (agua) ou aproético
(acetona), quando comparado ao POV analogo contendo fosfato encapsulado VisP,”3

que € mais suscetivel a sofrer reagdes de hidrélise em solugdo aquosa.

5.2.2.8 Caracterizagédo de Bull@V1s por espectroscopia eletronica (UV-vis-NIR)

O espectro de Bull@V1s apresentou um perfil de bandas caracteristico de
polioxovanadatos de valéncia mista (VV:V'V). No espectro mostrado na FIGURA 28, foi
observado a presenga de uma banda de maior intensidade que se estende de 500 nm
até a regido do ultravioleta (¢ = 1100,0 L-mol'-cm™), que pode ser atribuida a
transferéncia de carga ligante-metal (LMCT) pn(O, oxo) — d(V),® e outra banda de
menor intensidade com maximo em 900 nm e ¢ de 380,0 L-mol-'-cm™, atribuida a
transicao de transferéncia de carga de intervaléncia (TCIV, VV—VV).140 Os espectros
de absorgéo foram registrados para solu¢gdes armazenadas a temperatura ambiente
a cada 24 h, por trés dias, ndo havendo alteracdo na intensidade das bandas,
apontando novamente para a alta estabilidade de Bull@Vs.

Robin e Day'4? propuseram 3 categorias diferenciadas pelo perfil e
intensidade da interagdo eletrénica entre os centros metalicos:

(i) Classe | — carga localizada nos centros metalicos;

(i) Classe Il — carga parcialmente deslocalizada entre os centros metalicos;

(iii) Classe Il — carga deslocalizada entre os centros metalicos.
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FIGURA 28 — Espectro de UV-Vis-NIR da solugdo em acetona do produto Bu'l@Vs em concentragéo
de 1,00 mmol L.
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O valor obtido para Avi. tedrico se encontra no limite entre a transigédo de
carga localizada e a deslocalizada (Equacgéo 3). Portanto, se o valor de Av12 (exp) for
superior ou igual ao Avi,2 (tedrico), o sistema sera de classe Il e se o valor obtido for
menor que o Av12 (tedrico), este pertencera da classe 111.143

A distribuicdo de carga do produto Bull@V1s foi classificada como tipo |l
através da comparagao dos valores experimentais e tedricos de largura de banda a
meia altura (Av12). Os valores de Av12 foram determinados utilizando a Equagao 3,
apresentando valores iguais a Avi.2 (exp) de 6626 cm™ e Avis2 teor) de 5070 cm™, e a
banda de transferéncia de carga de intervaléncia de Bul@V1s foi classificada como
do tipo Il.

AVigeon = (2310 X vmax) % [EQ. 3]

Onde Av12 = largura da banda a meia altura; vmax = energia da absor¢do maxima.
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5.3 ESTUDOS DE ESTABILIDADE EM SOLUCAO E NO MEIO DE CULTURA RPMI

A anadlise de RMN é usualmente empregada para analisar espécies
diamagnéticas em solugao, deste modo, ela € utilizada para caracterizar espécies de
vanadio(V). Ja a analise de RPE ¢é utilizada para estudar espécies paramagnéticas,
identificando espécies de vanadio(lV) e de valéncia mista presentes em solugéao.
Desta forma, foram realizadas anélises de RMN de °'V para V1o, V6LFt, MeCI@V15 €
Bull@V1s e de RPE apenas para MeCl@V1s e Bull@V1s.

Estes estudos permitiram determinar a estabilidade dos arcabougos
polinucleares em solucdo, além de identificar as entidades quimicas presentes e
auxiliar na correlagdo entre as estruturas quimicas e as atividades observadas,
possibilitando comparar a estabilidade relativa com a atividade contra as células de

cancer.

5.3.1 Analise dos polioxovanadatos de vanadio(V)

Sistemas de oxidovanadio(V) em solugdo aquosa possuem grande
complexidade pela coexisténcia de varias espécies em equilibrio. Os equilibrios
podem ser deslocados em diferentes condi¢des, as quais incluem a concentracédo de
vanadio, temperatura e pH do meio.%' As espécies de vanadio(V) identificadas por
RMN de 5V nas solugdes de V1o e VeLEt sdo comumente reportadas em solugdes
aquosas de polioxovanadatos, 8 enquanto no meio de cultura RPMI, *° a composicao
variou com o tempo do experimento. A FIGURA 29 compila os principais dados que

serao discutidos abaixo.
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FIGURA 29 — Equilibrios das espécies de vanadio(V) gerados para os sistemas de Vi € VeLE na
concentragéo de 1,00 mmol L~! determinadas por RMN de 5'V em: (a) solug&o aquosa e (b) meio celular
RPMI. Onde V1 = HVO4%", Vi = HaVO4™, V2= HaV207%, Vi = VuO12*, Vs = V5015° e Vo = [V1002s]%~. Na
figura estdo indicados os deslocamentos quimicos para cada espécie no RMN de %'V, segundo a
literatura.*®
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A literatura reporta que o anion V1o € estavel por dias em solugdo aquosa em
pH de 4 a 7.8 O espectro de V1o registrado em agua, pH ajustado para 4 é mostrado
na FIGURA 30, a esquerda. O espectro apresenta os sinais esperados para o anion
monoprotonado, [HV1002g]°", correspondentes aos trés ambientes quimicos diferentes
para os centros de vanadio(V): vanadios centrais (Va) em —423 ppm, vanadios
equatoriais (Vs) em —503 ppm e vanadios axiais (Vc) em —519 ppm. O perfil espectral
esta de acordo com o relatado para solugbes aquosas deste polioxidoanion.*8144 Além

dos sinais do V1o, o sinal em =560 ppm foi atribuido ao [H2VO4]~ (V1).
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FIGURA 30 — Espectro de RMN de *'V de V4o em D20 na concentragéo de 1,00 mmol L~" e pH inicial
igual a 4 (esquerda) e em meio celular RPMI na concentragdo de 1,00 mmol L~" e pH inicial de 7,4
(direita).
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O espectro registrado para a solugdo de V1o no meio de cultura RPMI recém-
preparada (FIGURA 30, direita) apresenta os sinais de Va, Vs e V¢ atribuidos ao anion,
[V10028]¢~ totalmente desprotonado em —421, —-496 e —-513 ppm, respectivamente. O
espectro apresentou ainda um sinal alargado em —-558 ppm, comumente presente em
meios de cultivo celular tratados com compostos de vanadio. Este sinal € conhecido
como V1+PV e é gerado a partir do rapido equilibrio entre o V1 (H2VO4~) e 0 complexo
de vanadio com fosfato (PV = HVPO73-).145

A partir de 3 h, foram observados sinais referentes ao anion [HV1002g]*",
[H2V207]% (V2) em 571 ppm, [V4O12]* (V4) em —577 ppm e [V5015]°~ (V5) em —585
ppm, evidenciando uma extensa quebra do polioxoanion assim que este entra em
contato com o meio de cultura.’#146 Apds 24 h de experimento, o V4 se tornou a
espécie predominante até o tempo final do experimento de 72 h.

Ramos et al. confirmaram a influéncia de macromoléculas na estabilidade do
V1o, pela investigagdo da interagdo da espécie [V10028]®~ com G-actina.'” O &nion
[V10028]%~ pode interagir com alguns componentes celulares, levando a decomposigao
da espécie, o0 que novamente corrobora a influéncia de macromoléculas na
especiagdo dos POVs.*® Esses resultados explicam a diferenca entre os espectros em
agua e em meio celular RPMI, tanto para o V10, quanto para os outros POVs, que

apresentam maior especiagao em meio celular. O modelo de especiagdo mais aceito
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postula que em condi¢des acidas, apenas duas espécies majoritarias sao reportadas,
Vio e [VO2(OH2)4]* (VO2*).48

O espectro de RMN de %'V para o VeLEt em solugdo de D20 na concentragao
de 1,0 mmol L' (FIGURA 31, esquerda), para todos os tempos estudados, apresentou
um sinal intenso em aproximadamente § = -510 ppm, atribuidos a espécie [VeO13LE%-
(V6). Os sinais referentes as espécies [HVO4]>~ e [H2VO4]~ aparecem em -531 e
— 560 ppm, respectivamente. Este resultado ndo era esperado para a solucao inicial,
pois os seis centros de vanadio sdo quimicamente equivalentes e é relatado que
outros hexavanadatos s&o estaveis em solugbes recém preparadas.'#8-150 A presenca
da espécie monomérica pode estar associada a baixa concentragdo do composto
utilizada na analise, ndo favorecendo a formagao de espécies de maior nuclearidade.
Um estudo adicional variando a concentragdo de VeLF! podera ajudar a elucidar se

esta quebra é inerente ao POVou ocorre apenas em concentragdes baixas.

FIGURA 31 — Espectro de RMN de *'V de VeLE em D20 na concentracdo de 1,00 mmol L~ (esquerda).
Espectro de RMN de *'V de V6Lt em meio celular RPMI na concentragéo de 1,00 mmol L' (direita).
Onde Ve = [V6O13LE)%, Vi’ = HVO4?", V1 = HaVO4™, V1+PV = (H2VO4~ + HVPO7%), V3 = HV3O10*, Vs =
V4012* e Vs = V5015
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O espectro de RMN de ®'V para o Produto VeLEt em meio celular RPMI na
concentragéo de 1,0 mmol L' (FIGURA 31, direita) para os tempos 0 e 3 h apresentou
um sinal em § = -510 ppm, referente ao anion [VeO13LF?-, o qual foi o Unico sinal

observado na solucao recém preparada. Neste contexto, diferentemente do que foi
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observado para o VeLE em agua, o meio de cultura RPMI retardou a ocorréncia de
reacdes de hidrolise que levam a formagao de outros oligovanadatos.

A partir de 3 h, o espectro apresentou um sinal adicional alargado em
—558 ppm, atribuido a V1+PV e no tempo de 10 h, as espécies V4 e V5 foram

observadas, em deslocamentos quimicos de —576 e —585 ppm, respectivamente.
5.3.2 Analise dos polioxovanadatos de valéncia mista

As espécies de vanadio(V) que se formam em solugdo (agua para MeCl@V1s
e dmso para Bul@V1s) foram identificadas a partir da analise de RMN de °'V e as
espécies de vanadio(lV) ou de valéncia mista por ressonancia paramagnética
eletrénica. Estas duas técnicas espectroscopicas sdo complementares para a
descricao dos compostos contendo mais de um estado de oxidacdo. Na FIGURA 32a
tém-se a especiacado em solugao, e na FIGURA 32b, a especiagao dos POVs em meio
de cultura RPMI, com seus respectivos deslocamentos quimicos no espectro de RMN
de %'V.

FIGURA 32 — Equilibrios das espécies de vanadio(V) gerados para os sistemas de MeCl@Vis e
Butl@V.s determinadas por RMN de 'V na concentragéo de 1,00 mmol L~': (a) em solug&o aquosa ou
dmso; (b) em meio celular RPMI. Onde V1 = H2VO4~, V1o = [V10028]%", V1+PV = (H2VO4~ + HVPO7), V2
= HaV2077, V4 = V4012* e Vs = V5015°. Na figura estéo indicados os deslocamentos quimicos para
cada espécie no RMN de %'V, segundo a literatura.*®
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O MeCl@Vis sofre hidrdlise parcial em solugdo aquosa, formando
oligovandatos(V) simples e ions oxidovanadio(lV), que sdo gradualmente oxidados,
resultando em um aparecimento e aumento da intensidade dos sinais de V1 e de V1o
como o tempo de 24 h (FIGURA 33, esquerda). O resultado € interessante para
aplicagbes medicinais, pois evidencia que este arcabougo é relativamente estavel em

solugédo aquosa, s6 formando grandes quantidades de outra espécie apds 72 h.

FIGURA 33 — Espectro de RMN de *'V de MeCI@V1s em D20 na concentragdo de 1,00 mmol L' e pH
inicial igual a 6,4 (esquerda) e em meio celular RPMI na concentragéo de 1,00 mmol L~ (direita). Onde
V1 = HaVO4™, Va,Ve € Ve= [H2V10028]*,V1+PV = (H2VO4s~ + HVPO7®), V2 = HaV2077, Va = VaO12* e Vs
=V5015%".
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O espectro de RMN de °'V para o Produto MeCl@Vis em RPMI na
concentragdo de 1,0 mmol L~ (FIGURA 33, direita) teve o mesmo perfil para todos os
tempos estudados, apresentando um sinal alargado de V1+PV em -578 ppm. Foram
observados sinais adicionais relativos a V2 em -571 ppm, V4 em -576 ppm e Vs em
-585 ppm. Para este POV, o meio de cultura favoreceu a quebra do agregado,
gerando diferentes espécies de menor nuclearidade.

O espectro de RMN de %'V para Bull@V1s em dmso deuterado (FIGURA 34,
esquerda) ndo apresentou nenhum sinal, em todos os tempos estudados. Esse
resultado pode sugerir que a estrutura do POV-VM se mantém inalterada, ou seja, o
arcabougo polinuclear [V180421]* é altamente estavel em solugdo, como ja visto
anteriormente quando o solvente utilizado foi acetona.

Esses resultados podem ser comparados com os obtidos para o POV-VM
analogo Mel@V1s,”® que se mostrou bastante estavel em solugédo (agua, acetona e
dmso), nao favorecendo a formagao de espécies de menor nuclearidade.

Entretanto, quando o Bu'l@Vis foi analisado em meio celular RPMI, o
espectro de RMN de 5V teve o mesmo perfil que o observado para o composto
MeCl@V1s, apresentando o mesmo conjunto de sinais em todos os tempos estudados
(FIGURA 34, direita). Foram observados no espectro um sinal alargado em
aproximadamente & = -578 ppm (V1+PV), assim como sinais referentes as espécies
V2 em -571 ppm, V4 em -576 ppm e Vs em —585 ppm.

Em comparagado com o solvente dmso, sugere-se que o meio celular RPMI
favorece a especiagdo do Bul@V1s no momento em que o POV entra em contato com

0 meio, gerando sinais de espécies de vanadio(V) de menor nuclearidade.
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FIGURA 34 — Espectro de RMN de 'V de Bu'l@V4s em dmso deuterado na concentragéo de 1,00 mmol
L' (esquerda) e em meio celular RPMI na concentragdo de 1,0 mmol L' (direita).
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Nos experimentos de RPE de MeCl@V1s e Bull@V1s nas solugdes em agua,
dmso ou meio celular RPMI, nao foi identificada a presenga de sinais de espécies de
vanadio(lV) ou de valéncia mista em nenhum dos tempos estudados.

Ja havia sido realizado anteriormente no nosso grupo de pesquisa, pela Dra.
Kahoana Postal em sua tese de doutorado,'®' uma investigacdo da estabilidade em
solugdo aquosa e em meio celular 7H9 para o MeCl@V1s. Quando solubilizado em
agua, o POV apresentou um sinal alargado até 24 h de experimento, referente ao
arcabougo polinuclear do MeCl@V1s (FIGURA 35, esquerda). A analise realizada
neste trabalho, em que o POV-VM, foi soluvel apenas em solventes organicos, nao
apresentou sinais, provavelmente devido a alta constante dielétrica dos solventes
utilizados em relacédo ao limite de deteccdo do equipamento, que € menor quando

comparada ao utilizado em estudos anteriores do grupo.



FIGURA 35 — Espectros de RPE registrados a 77 K do produto MeCI@V15 em agua (esquerda)'® e em

meio celular RPMI (direita) na concentragdo de 1,00 mmol L.
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5.4 ENSAIOS EM LINHAGENS CELULARES DE CANCER DE MAMA

Iniciamos nossos estudos empregando células MDA-MB-231, como modelo
celular de cancer de mama humano, e a linhagem celular luminal de epitélio mamario
HB4a como modelo celular normal de mama humano. A FIGURA 36 apresenta as
estruturas dos agregados anidnicos e as linhagens celulares empregadas nos estudos

de citotoxicidade.

FIGURA 36 — Esquema dos POVs e linhagens celulares utilizados nos ensaios bioldgicos.
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A linhagem MDA-MB-231 foi selecionada por ser do subtipo triplo-negativo,

ou seja, € altamente agressiva, invasiva e pouco diferenciada por ndo possuir receptor

de estrogénio (ER) e receptor de progesterona, assim como amplificacdo do HER2
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(receptor 2 do fator de crescimento epidérmico humano).'%%153 Adicionalmente, esta é
uma linhagem de facil manuseio, considerada ideal para o treinamento em cultivo
celular.

O ensaio de viabilidade mitocondrial e a curva de tempo foram realizados para
todos os POVs, entretanto, a curva de tempo foi feita apenas para a linhagem tumoral.
Os POVs estudados foram divididos em dois grupos:

y POVs de vanadio(V): (EtsNH)2[VeO13(LE')2] (VeLE!), onde LEt = 1,1,1-
tris(hidroximetil)propano e o anion decavanadato [V1002s]® (V10) (FIGURA 36).

. POVs de valéncia mista pseudoesféricos: (MeaN)s[V15036(Cl)]
(MeCl@V1s) e (NBus)s[V180a421] (Butl@V1s) (FIGURA 36).

Para VeLEt e V1o foram realizados o Ensaio de Migragdo Celular (Wound
Healing), e estudos por microscopia eletrénica de varredura. Finalmente, selecionou-
se o VeLEt para realizar o ensaio de viabilidade mitocondrial na linhagem tumoral de
mama de camundongos BALB/cfCRH e conduzir estudos preliminares do mecanismo
da acgdo anticancer, realizando e um estudo de expressdo génica com varios

iniciadores.

5.4.1 Polioxovanadatos (POVs) de vanadio(V)

5.4.1.1 Ensaios de citotoxicidade

O ensaio de toxicidade dos POVs foi realizado através da verificacao da
viabilidade mitocondrial utilizando diferentes concentragdes de cada composto nas
linhagens tumoral e normal, por um periodo de incubacdo de 24 h. Para a
determinagao da ICsp introduziu-se inicialmente as células aos pogos para permitir a
adesao celular, para depois adicionar quantidades crescentes de cada POV. A
influéncia do tempo no crescimento celular foi analisada utilizando o valor obtido de
ICs0 pelo ensaio de MTT e para tempos de incubagao de 24, 48 e 72 h.

Os resultados do estudo de viabilidade mitocondrial na linhagem MDA-MB-
231 apds 24 h de incubagéo das culturas com concentracdes crescentes de VegLFEt
(2,00 umol L= a 400 umol L") e de V10 (0,50 a 10 umol L") sdo apresentados nas
FIGURA 37, e mostram que a atividade antitumoral € mais sensivel a variagbes de

concentragéo do V1o. Os valores de ICso de 17,6 umol L' para VeLEt é 7 vezes maior
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que o do V1o de 2,53 ymol L. Para o VeLE, ndo foi observado 100% de inibicdo da
viabilidade mitocondrial, mesmo quando as células foram tratadas com a maior
concentragdo. O resultado sugere que a célula tem uma quantidade limite de sitios
alvo para este POV. O mesmo efeito ndo foi observado para o Vi, inicialmente
apontando que os dois POVs podem ter afinidades diferentes pelos mesmos sitios ou
interagir com sitios alternativos.

A concentracao de ICso de V6LE e V1o foram selecionadas para acompanhar a
viabilidade mitocondrial ao longo de 24, 48 e 72 h. Os graficos apresentados na
FIGURA 37 mostraram que ambos os POVs séo inibidores potentes do crescimento
celular da linhagem MDA-MB-231, corroborando o valor determinado para a ICs0 apds
24 h de incubagao. Observou-se ainda um caimento expressivo do crescimento celular
em 48 h, o qual que se manteve constante apés 72 h, demonstrando um efeito

citotdxico.
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FIGURA 37 — Avaliagao do efeito citotoxico na linhagem MDA-MB-231 em diferentes concentragées do
POV em 24, em (a) para (EtsNH)2[VeO13(LEY)2] (V6LE!) e (b) para [V1002s]® (V10). Curva de ICso em (c)
para VeLE e (d) para Vio. As curvas de Tempo para VeLE e V4o sdo apresentadas em (e) e (f),
respectivamente.
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O ensaio de viabilidade mitocondrial para a linhagem HB4a, gerou um valor
de ICso de 9,77 pumol L' para o VeLEt e 10 vezes menor para o V1o (0,966 umol L)
(FIGURA 38). O VeLEt destaca-se nestes ensaios porque os resultados de ICso na
linhagem normal tém diminui¢cdo de viabilidade proxima a 50% da linhagem tumoral
(Figura 37a), enquanto que para o V1o a diminui¢cao foi somente 30% da viabilidade
da linhagem tumoral. Neste contexto, em experimentos com animais esses dados

precisam ser levados em consideragao para escolha das doses.

FIGURA 38 — Avaliagdo do efeito citotoxico na linhagem HB4a em diferentes concentragées do POV
em 24 h, em (a) para (EtsNH)2[VsO13(LE)2] (V6LE') e (b) para [V10028]®~ (V10). Curva de ICso em (c) para
VeLE e (d) para Vio.
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Prevendo a possibilidade de ampliar nossos estudos para modelos animais,
incluimos o modelo celular de cancer de mama murino (4T1), o qual € um modelo de
cancer de mama metastatico aceito como referéncia para comparar com o cancer de
mama humano.'' O ensaio de viabilidade mitocondrial para o VeLE resultou em um
valor de ICso de 2,97 umol L', e mostrou-se dependente da concentragdo do POV
(FIGURA 39).

FIGURA 39 — (a) Avaliagdo do efeito citotoxico do (EtsNH)2[VeO13(LEY)2] (V6LE!) na linhagem 4T1 (em
roxo). (b) Curva de ICso.
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Comparando-se esse resultado com o obtido para a linhagem celular de MDA-
MB-231, nota-se que o POV é mais toxico para o modelo murino do que para o modelo
humano, além de apresentar uma maior toxicidade quando comparado a linhagem
normal de mama humano. Esse resultado é interessante, pois pode sugerir boas

repostas do composto VeLEt na futura realizagdo de testes em camundongos.

5.4.1.2 Ensaio de migracéo celular (Wound Healing)

O ensaio de Wound Healing, popularmente conhecido como ensaio de
cicatrizacao de feridas in vitro, € um método simples que permite estudar a migragéao
celular. A linhagem MDA-MB-231 é composta por células de cancer de mama com

caracteristicas mesenquimais (formato fusiforme) e, portanto, possuem habilidade
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migratoria.’® Nesta técnica, as células de cancer foram cultivadas em meio RPMI, em
uma placa de 6 pocgos, até formar uma monocamada de células confluentes. A seguir
uma fenda foi gerada e o meio de cultura foi substituido por outro contendo o POV
(VeLEt ou V10) nas concentragdes desejadas. O fechamento da ranhura, causado pela
migracao celular foi quantificado fotografando os pogos com um microscopio invertido
nos intervalos de tempo 0, 24 e 48 h. Para avaliar um possivel efeito sobre o processo
de migragao celular, foram selecionadas as concentragées de VeLEt de 4,50 e 8,50
umol L' (valores inferiores a ICso de 9,77 umol L' obtida para a linhagem normal
HB4a). Para o V1o os valores empregados foram 0,450 umol L' e 0,900 pumol L.

As FIGURAS 40a e 41a (experimento controle) apresentam imagens
selecionadas de um total de 6 repeticdes de cada condicdo, onde observa-se a
migracao padrao da linhagem sem tratamento sobre a fenda. Nos tratamentos com o
VeLE! houve inibicdo da migragado (FIGURA 40a). Com o aumento na concentragéo
em cerca de 1 vez, mas ainda inferior a 1Cso, a migragdo da linhagem diminuiu e
consequentemente a area da lacuna aumentou, de 71% para 80%, apdés 48 h
(FIGURA 40b). A diminui da migragao € essencial para uma terapia que vise ndo so a
reducdo de um tumor, mas também retardar, ou até mesmo impedir um processo de
metastase. O estudo realizado em paralelo com o V1o n&o gerou mudanga significativa

na migracao celular ao longo do tempo (FIGURA 41).
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FIGURA 40 — Ensaio de Migracdo Celular Wound Healing na linhagem MDA-MB-231 controles e
tratadas com VeLEt por 0, 24 e 48 h. Em (a) fotos dos cultivos celulares durante o experimento e em (b)
gréfico gerado a partir da area das feridas, com o auxilio do software ImageJ (em porcentagem).
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FIGURA 41 — Ensaio de Migracdo Celular Wound Healing na linhagem MDA-MB-231 controles e
tratadas com V4 por 0, 24 e 48h. Em (a) fotos dos cultivos celulares durante o experimento e em (b)
grafico gerado a partir da area das feridas, com o auxilio do software Imaged (demonstrado em
porcentagem).
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5.4.1.3 Microscopia Eletrbnica de Varredura das células

A analise por microscopia eletronica de varredura (MEV) foi realizada nas
linhagens celulares de cancer de mama humano (MDA-MB-231) e na linhagem normal
de mama humano (HB4a), para VeLEt e V1o, a fim de verificar se os compostos
interferem na morfologia celular em concentragées menores do que o valor obtido de
ICs0 para a linhagem normal de mama.

As concentragdes utilizadas de VeLEt foram de 4,50 e 8,50 ymol L' para
ambas as linhagens celulares. As imagens de MEV podem ser observadas na
FIGURA 42, na linhagem MDA-MB-231, e na FIGURA 43, na linhagem HB4a. Para a
linhagem MDA-MB-231 (FIGURA 42b,c) nota-se que em comparagao com o controle
(FIGURA 42a), ocorreu a perda do formato fusiforme caracteristico desta linhagem,
em ambas as concentragdes estudadas, para um formato ameboide. Essa morfologia
€ geralmente relacionada a uma menor capacidade migratéria, o que corrobora os
ensaios de migracao celular anteriormente discutidos. Finalmente, na maior dose do
POV ocorreu a formagao de microvesiculas associadas ao inicio do processo de morte
celular. Essas alteragdes morfoldgicas nas células podem estar relacionadas com o
citoesqueleto e com a actina.

Ja para a HB4a (FIGURA 43b,c), notou-se uma maior diminuigdo do numero
de células, o que era esperado, visto que o composto VeLE! € mais agressivo para
essa linhagem, além de um elevado aumento no numero de vesiculas. Entretanto, ndo
se notou grande diferenca no formato ameboide caracteristico das células HB4a,
observado no controle (FIGURA 43a).
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FIGURA 42 — Imagens de MEV para o produto VeLF, na linhagem celular MDA-MB-231 em
aproximagoes de 500x, 1000x, 5000x e 10000x, em (a) para os controles, (b) na concentragéo de 4,50
umol L™ e (c) na concentragdo de 8,50 ymol L.
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FIGURA 43 — Imagens de MEV para o produto VeLF!, para a linhagem celular HB4a em aproximacdes
de 500x, 1000x, 5000x e 10000x, em (a) para os controles, (b) na concentragéo de 4,50 umol L™ e (c)
na concentragéo de 8,50 ymol L.
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A fim de verificar se o tratamento das células com o decavanadato influencia

na morfologia celular, foram analisadas as imagens de MEV das células, nas
concentragbes de V1o de 0,450 e 0,900 umol L' (FIGURA 44 e 45), em ambas as

linhagens celulares.
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FIGURA 44 — Imagens de Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV) para o produto V1o na linhagem
celular MDA-MB-231, nas aproximagbes de 500x, 2500x e 5000x, em (a) para o controle, (b) na
concentragéo de 0,450 pmol L' e (c) na concentragéo de 0,900 pymol L.
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Para o V1o, as imagens de MEV para a linhagem MDA-MB-231 podem ser

observadas na FIGURA 44, na qual em ambas as concentra¢des utilizadas, quando
comparadas ao controle (FIGURA 44a), observou-se um aumento do numero de
células mortas ou ndo aderidas (formato esférico), além de um aumento no numero
de vesiculas das células em formato fusiforme. Em relacdo as células aderidas, néo
houve grande diferenga na morfologia, visto que a maioria permanece alongada,
assim como o controle. Algumas células estao descoladas e apresentam um formato
esférico, indicando que estdo mortas. Esses dados corroboram os obtidos no ensaio

de migragao celular.
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FIGURA 45 — Imagens de Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV) para o produto V1o na linhagem
celular HB4a, nas aproximagdes de 500x, 2500x e 5000x, em (a) para o controle, (b) na concentragéo
de 0,450 ymol L' e (c) na concentragéo de 0,900 ymol L.

Nas imagens registradas para a linhagem HB4a (FIGURA 45), observou-se

uma maior quantidade de células em formato esférico, provavelmente células mortas,
e um maior numero de vesiculas. Entretanto, n&o foi observado grande diferenca na
morfologia das células vivas em comparagdo ao controle, com o aumento da

concentragao de Vo.

5.4.1.4 Avaliagcédo da expressao génica na linhagem celular MDA-MB-231

Existem trés mecanismos classicos de morte celular, sdo eles: apoptose,

necrose e necroptose, como observado na FIGURA 46.
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FIGURA 46 — Mecanismos classicos de morte celular.
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A apoptose € uma morte celular programada e “organizada”, essencial para o
desenvolvimento e a homeostase do organismo, que ndo gera uma resposta
inflamatéria. Ela € caracterizada pela contragcdo celular e formagcdo de corpos
apoptoticos, e como o conteudo celular ndo € liberado na corrente sanguinea nao
ocorre resposta inflamatéria. Esse mecanismo pode ser desencadeado por sinais
internos, como dano ao DNA, ou internos, como a sinalizagdo de morte celular. >

A necrose € uma morte celular ndo programada, geralmente desencadeada
por injurias ou danos extremos ao tecido. Diferentemente da apoptose, € um processo
inflamatdrio que resulta na liberagdo de conteudo celular para a corrente sanguinea.
Ela é caracterizada por inchacgo celular e ruptura da membrana plasmatica, levando a
liberagao do conteudo celular e a consequente resposta inflamatoria. Esse mecanismo

pode ser causado principalmente por falta de suprimento sanguineo.'®®
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A necroptose € uma morte celular que se assemelha em morfologia a necrose
classica, entretanto, € uma morte celular inflamatéria programada. Ao contrario da
necrose, depende de uma via de sinalizagdo mediada por quinases denominadas
RIPK1 e RIPK3 e tem como molécula efetora a pseudoquinase MLKL.'¢ Ela é
caracterizada pela ruptura controlada da membrana plasmatica e liberagdo do
contetido celular, mas com alguma regulagdo em comparagao com a necrose.'®®

A partir dos resultados apresentados acima para os POVs, decidiu-se
investigar o mecanismo de morte celular apenas para o VeLEt na linhagem MDA-MB-
231, visto que como ele altera a morfologia celular, isso pode indicar que ele interage
com a membrana desencadeando processos no interior da célula. Os genes
escolhidos foram aqueles relacionados aos mecanismos de angiogénese (VEGF),
apoptose (BCL2, TP53, CASP8 e BAX) e necroptose (RIPK3).

O gréfico de expressao relativa por gene (FIGURA 47) mostra o Unico gene que
teve um aumento da expresséo relativa em comparagéo ao controle foi o RIPK3, cuja
expressao aumentou em 15 vezes. A expressao desse gene indica que um dos
mecanismos de morte celular provocado pelo VeLE! na linhagem de cancer de mama
pode ocorrer por necroptose.

FIGURA 47 — Avaliagdo da expresséo relativa dos genes na linhagem MDA-MB-231 tratada com 17,6

umol L' do composto (EtsNH)2[VeO13(L)2] (VeLEY). Em (a) grafico da expresséo relativa com todos os
genes testados, e em (b) triplicata com o gene que apresentou superexpresséo, RIPK3.

(a) (b)

25

© g 257 _«
5 207 £ 27 [ ]
m —
Qo ©
o 15- (44 15-
g o
% 10+ P 104
g :
% 54 5 5-
w i
0- 0-
\Q'(;( 3% \Qb Qﬂ"\e’Q Controle RIPK3
R\ZS Q) ""‘ Q
& 2 o“‘ S
(€ @) )

A interagdo como o VeLEt pode desencadear a via da necroptose, sinalizada

a partir da ativacdo do gene RIPK3 que é um fator envolvido na formacédo do
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necrossoma, ativado quando ocorre inativagdo ou inibicdo das caspases. O
necrossoma, juntamente com outros fatores, migra para a membrana celular
causando a ruptura e vazamento, levando a morte celular.®’

Alguns estudos com POMs confirmam que essa classe de compostos é capaz
de atravessar a membrana celular de células de cancer, localizando-se dentro do
citoplasma, entretanto, o mecanismo de acdo dos POMs ainda nao foi muito
explorado.'8-163 Yamase realizou o primeiro estudo sobre o mecanismo de POMs em
células de cancer. O mecanismo proposto consiste na reducao e reoxidagao do POM
e, portanto, dos componentes celulares da cadeia de transporte de elétrons, que
podem inibir a formagao de ATP, levando a morte celular por apoptose.'%*

Essa proposta de mecanismo é embasada em uma série de estudos que
sugeriram que a citotoxicidade de POMs bioativos esta diretamente relacionada ao
seu potencial redox, entretanto, outros fatores como tamanho, estrutura e composicao
também desempenham grande influéncia na atividade dos POMs contra células de
cancer.*0

O anion decavanadato, [V1002s]®-, € um potente inibidor de ATPase do tipo P,
que sao bombas idnicas que mantém o equilibrio idnico nas células, além de atuarem
como transdutoras de sinal.’®5-'67 A atividade anticAncer relatada do &nion
decavanadato e alguns outros POVs, geralmente se devem em parte da inibicdo das
ATPases do tipo P, contudo, esse processo ndo é seletivo para células tumorais.*°

Para a linhagem celular de cancer de mama MDA-MB-231, um decavanadato
funcionalizado descrito por Cheng et.al., Nas{(HOCH2CH2)3NH}2[V1002s]-6H20,
apresentou mecanismo de morte celular por apoptose, %2 que consiste em uma morte
celular programada acompanhada por diversas alteragdes morfoldgicas, bioquimicas
e na arquitetura celular.

O mecanismo de morte celular descrito na literatura para o anion
decavanadato (apoptose) se diferencia do obtido neste trabalho para o VeLEt, que
apresenta morte celular por necroptose. Essa diferenga nos mecanismos de morte
celular pode ser influenciada por diversos fatores, dentre eles a nuclearidade diferente
de cada POV, as espécies formadas em solugio, e a funcionalizagédo do VeLEt com os

dois ligantes alcoois tripédicos.
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5.4.1.5 Ensaios de citotoxicidade com variagao de tempo de incubacéao

Os resultados de especiagdo obtidos pela analise de RMN de °'V para o VeLFt
em meio RPMI (FIGURA 30) mostraram que o arcabougo polinuclear [VeO13LE]?> se
mantém em solugao por até 3 h, decompondo-se em espécies de menor nuclearidade
(V1+PV, V3 e Vs) apds este periodo. A partir desses resultados, um estudo foi realizado
para avaliar se o VeLE tem a maior contribuicdo para o valor de ICso, ou se o resultado
€ devido a mistura de oxidovanadatos presentes em solugao.

Para tal, realizou-se um experimento no qual as células de MDA-MB-231
foram tratadas com uma solugdo de 17,6 umol L' VeLE! (concentragdo da ICso)
mantendo tempos de incubacéo de 1, 2, 3 e 24 h. O sobrenadante dos controles e das
culturas contendo o POV foram retirados em cada tempo, e as células foram lavadas
com PBS 1X. A seguir adicionou-se o0 meio RPMI, e a incubagao foi mantida até
completar 24 h, para em seguida realizar a adicdo de MTT em todos e determinar a
viabilidade mitocondrial (FIGURA 48).

FIGURA 48 — Avaliacdo do efeito citotoxico do (EtsNH)2[VeO13(LE!)2] (VeLE!) na linhagem MDA-MB-
231(em vermelho), utilizando o valor de ICso de 17,6 ymol L', nos tempos de 1, 2, 3 e 24 h em
comparagao com os respectivos controles.
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O grafico da FIGURA 48 evidencia que nao ha diferenca significativa nas trés
primeiras horas, quando comparados aos seus controles. Entretanto, apds 24 h a
viabilidade mitocondrial diminuiu em 50%, como esperado pelos ensaios de ICso. Esse

resultado sugere que o VeLE! ndo causa danos irreversiveis as células nas primeiras
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horas, ou que outros oxidovanadatos que se formam em solugdo possam contribuir

para os resultados de citotoxicidade observados.

5.4.2 Polioxovanadatos de Valéncia Mista (POVs-VM)

Os resultados de inibicao de viabilidade mitocondrial das células MDA-MB-
231 tratadas com MeCl@V1s e Bull@V1s por 24 h mostram uma dependéncia da
concentragdo (FIGURA 49), resultando em um valor de ICso de 17,2 umol L' e 9,89
umol L', respectivamente (FIGURA 49 a,b). Os ensaios de viabilidade ao longo do
tempo de 24, 48 e 72 h foram similares aos observados para o VeLEt e ao V1o €
corroboram os valores de ICso. Os valores de ICso para as células normais HB4a foram
1,02 ymol L' para MeCl@V1s e 11,0 para Bul@V1s (FIGURA 50). O MeCl@V1s foi
17 vezes mais toxico para as células normais, do que para a linhagem tumoral. O
Bull@V+1s mostrou-se mais promissor, pois foi o Unico dos POVs avaliados até o
momento que apresentou menor toxicidade para a células normais do que para as

tumorais.
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FIGURA 49 — Avaliagao do efeito citotoxico na linhagem MDA-MB-231 em diferentes concentragbes do
POV em 24, em (a) para (MesN)s[V15036(Cl)] (MeCI@V15) e (b) para (BusN)s[V180a42I] (Bu'l@V4s). Curva
de ICso em (c) para MeCI@V+s e (d) para Bu'l@V.s. As curvas de Tempo para MeCI@V1s' e Bull@V1s
sdo apresentadas em (e) e (f), respectivamente.
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FIGURA 50 — Avaliagdo do efeito citotoxico na linhagem HB4a em diferentes concentragbes do POV
em 24 h, em (a) para (MesN)s[V15036(Cl)] (MeCI@V1s) e (b) para (BuaN)s[V1g0a2l] (Bull@V1s). Curva de
ICs0 em (c) para MeCI@V1s5 e (d) para Bu'l@Vs.
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Na TABELA 9 sdo apresentados os valores de ICso obtidos com 24 h de
incubagao para os compostos VeLEt, MeCl@V1s, € Bul@V1s e V10, comparados com
os valores relatados para outros polioxovanadatos encontrados na literatura que

utilizam a mesma linhagem celular de cancer de mama.



110

TABELA 9 — Valores de ICso (umol L) determinados para alguns polioxovanadatos nas linhagens
celulares MDA-MB-231 e HB4a em 24h de incubacéao

Polioxovanadato MDA-MB- HB4a Meio Referéncia
231 Celular
VeLE (EtsNH)2[V6O13(LEY)2] 17,6 9,77 RPMI #
MeCl@V1s (MesN)s[V15036(Cl)] 17,2 1,02 RPMI #
Bu'l@V1s (BuaN)s[V18042l] 9,89 11,0 RPMI #
V1o [V10028]%~ 2,53 0,966 RPMI #
1 K12[VV18042(H20)]16H20 >500 - DMEM 109
2 Mg (H20)e(C4aN2H7)a[V10028]-4H20 10,0 - DMEM 168
3 (NH4)4Li2[V10028]- 10H20 125 - DMEM 102

# Resultado deste trabalho.Onde C4N2H7 =2-metilimidazol

Dentre os compostos listados, o POV contendo apenas V', [VV18042(H20)]'%~
(1) apresenta o menor efeito citotdxico, cerca de 200 vezes menos potente que o0 Vio.
A diferenca em relagdo a alta citotoxicidade de MeCl@V1s e Bull@V1s sugere que o
efeito do POV deve estar relacionado ao padrdo estrutural e a estabilidade do
agregado polinuclear, o qual é altamente dependente da natureza da entidade
encapsulada. Enquanto os haletos estabilizam a estrutura do arcabougo polinuclear
através de interagoes eletrostaticas, em [V'V18042(H20)]'?~ as forgas atrativas entre a
agua encapsulada e os centros de vanadio no interior do POV sao bem mais fracas.

Ainda que preliminares, os resultados da agdo antiproliferativa do Bull@V1s
sdo muito promissores. Este POV obteve o segundo melhor resultado de
citotoxicidade para a linhagem de cancer, perdendo apenas para o V19, € uma menor
toxicidade para a linhagem normal de mama humano, quando comparado aos POVs
listados na TABELA 9. Os dados comprovaram a maior citotoxicidade do Bull@V1s
para as células de cancer do que para as células normais, propondo-se que seu
arcabouco polinuclear ndo se decompde facilmente.

Até o momento, o efeito da funcionalizagdo VeLF' ainda ndo foi bem
compreendido, pois analisando-se apenas os valores de ICso para as células de
cancer teve citotoxicidade semelhante ao MeCl@V1s. Os compostos 2 e 3 da Tabela
8 sao sais de decavanadato, variando na combinag¢ado de contraions no numero de
moléculas de agua cristalizacédo presentes na estrutura. O sal 2 é um hibrido
organico/inorganico, enquanto 3 € um sal que s6 possui componentes inorganicos. Os
valores de ICso apontam para um efeito do contraion, onde o sal contendo Li* rendeu

um valor de ICso 50 vezes maior do que o observado para Vo.
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6 CONSIDERAGOES FINAIS E PERSPECTIVAS FUTURAS

Atualmente ja é bem conhecido que compostos de vanadio podem interferir
nos diferentes estagios da carcinogénese (iniciagcdo, promogao e progressao), o0 que
os torna promissores para o desenvolvimento de novos farmacos. A classe dos
polioxometalatos baseados em vanadio (polioxovanadatos) tem se mostrado
promissora em estudos in vitro para diferentes linhagens de cancer.

Visando contribuir para este cenario, nosso grupo de pesquisa vem
desenvolvendo diversos derivados do anion decavanadato e polioxovanadatos de
valéncia mista (V' /VV) e avaliando a sua atividade em diferentes modelos biologicos,
com especial interesse na agao antimicrobiana e antitumoral.

Neste trabalho, foram sintetizados e caracterizados dois POVs inéditos, um
hexavanadato de vanadio(V) funcionalizado com alcool tripédico, que ja tinha sido
preparado anteriormente pelo grupo de pesquisa, e um octadecavanadato de valéncia
mista. Além deles, um pentadecavanadato ja descrito na literatura, e o anion
decavanadato foram usados no trabalho, e todos os POVs foram testados em
linhagem celulares, a de cancer de mama do subtipo triplo negativo (MDA-MB-231) e
a linhagem normal de mama (HB4a).

O hexavanadato foi preparado empregando a metodologia desenvolvida pelo
Dr. Gabriel Barros Baptistella, obtendo um POV de vanadio(V)
(CsH20N)2[VeO13{(OCH2)3CCH2CHBa}2] (VeLEt), produzindo cristais que cristalizaram no
sistema monoclinico P2+4/n no formato de paralelepipedos alaranjados, com
rendimento de 51,5%. O estudo de estabilidade em solugdo aquosa para os POVs de
vanadio(V), o VeLEt e o0 anion decavanadato (V10), mostrou a alta estabilidade em agua
para os dois compostos, que apresentaram os sinais mais intensos referentes aos
arcaboucgos polinucleares por até 72 h de experimento. Entretanto, em meio celular
RPMI, ambos os POVs mantiveram seus sinais caracteristicos apenas até 3h de
experimento, e apds esse periodo, a prevaléncia foi de sinais de espécies de menor
nuclearidade.

O pentadecavanadato [(CH3)4N]s[V15036(Cl)] MeCI@V1s’! foi preparado
utilizando uma metodologia otimizada desenvolvida pelo nosso grupo de pesquisa,
produzindo cristais verde-escuros do sistema hexagonal P6s/mmc, apresentando
63,4% de rendimento. Os estudos de especiagdo para este POV mostraram uma

estabilidade nas solugdes iniciais em agua, entretanto, apds 72 h de experimento
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notou-se o aparecimento de sinais referentes ao anion decavanadato. Ja em meio
celular RPMI, em todos os tempos estudados houve especiagéo para espécies de
menor nuclearidade, provavelmente devido a possibilidade de interagir com
componentes quelantes do meio, aminoacidos e vitaminas.

O octadecavanadato preparado apresentou rendimento de 36,3% e é
constituido de um arcabouco pseudoesférico de valéncia mista com um iodeto
encapsulado (BusN)s[V180a42l] (Bull@V1s). O Bull@V1is andlogo ao polioxidoanion
descrito por Muller (I@V18042%") e que se difere de outro POV-VM estudado pelo grupo
pela troca de cation MesN* por BusN*.13% Esta substituigdo impactou diretamente na
solubilidade (em agua ou solventes organicos) e na morfologia dos POV-VM
(obtencao de cristais ou filmes). Esse POV apresentou alta estabilidade em solugéo
aquosa, nao apresentando sinais no espectro de RMN, o que indica que o arcabougo
polinuclear ndo se quebrou em solucdo. Contudo, em meio celular ele apresentou
especiacao semelhante ao observado para o MeCl@V1s.

O potencial dos POVs como novos agentes na terapia do cancer de mama no
subtipo triplo negativo foi investigado na linhagem celular MDA-MB-231 (cancer de
mama) e comparado com a linhagem de epitélio mamario normal HB4a. Até o
momento, o VeLE! é o composto que estd com seus estudos em estagio mais

avangado. A Figura 51 resume os ensaios realizados até o momento.

FIGURA 51 — Esquema dos POVs sintetizados ou reproduzidos neste trabalho e seus respectivos

estudos bioldgicos. Legenda: amarelo = vanadio, vermelho = oxigénio, cinza = carbono, branco =

hidrogénio, verde claro = cloreto e verde escuro = iodeto.
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Apesar de o hexavanadato VeLE! apresentar uma maior toxicidade as células
normais, ele foi capaz de impedir a migragao celular, diferentemente do que foi
observado para Vio e MeCl@V1s, que se mostraram altamente citotoxicos para a
linhagem HB4a e nao foram capazes de impedir a migracao celular das células de
cancer. Dados da literatura in vitro mostram que o V1o tem excelente agdo antitumoral.

Os estudos adicionais realizados com o VeLEt mostraram que o POV modifica
a morfologia celular, o que ndo é observado para o V1o, € desencadeia a morte celular
por meio da necroptose. Além disso, ele € toxico para as células de cancer de mama
murino (4T1), revelando-se mais agressivo para essa linhagem do que para as
linhagens humanas. Os resultados obtidos neste trabalho sugerem que o VeLFt seria
um candidato bastante promissor para desenvolver estudos in vivo. Neste sentido,
estudos em camundongos BALB/cfCRH, um modelo aceito para comparar com o
cancer de mama humano poderiam ser realizados no ambito da UFPR.

Os POVs estudados apresentaram uma maior toxicidade a linhagem HB4a do
que a MDA-MB-231, exceto o Bull@V1s que foi 0,90 vezes mais toxico as células de
cancer, revelando-se um composto promissor para dar continuidade nos estudos
biolégicos em comparagao com VeLEt e V.

Os resultados aqui apresentados justificam a continuidade dos estudos, e a
futura utilizagdo dos outros POVs em desenvolvimento nos ensaios de viabilidade
mitocondrial, com o intuito de comparar a influéncia de diferentes contraions e anions

encapsulados na atividade do composto.
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ANEXO 1 — PREPARO DAS SOLUGOES

Tabela A1 — Preparo das solugdes em agua em diferentes concentracdes dos POVs MeCI@Vs, V6L
e NaV1o para o ensaio de viabilidade celular

( 18 Oorn(ii(l)lﬁ) Co(;\ceqtragéo Voljuame Volume Conceqtragéo Vo(ljuame Volume
B (100 umol L'_1) (uenjgjlan 13) solugdo de(EISMI (d“ens]ijlag ?) solugéo de(ELP)MI
C (1000 pumol L) (uL) (uL)
A 0,100 2,0 98 0,100 8,00 392
A 0,200 4,0 96 0,200 16,0 384
A 0,300 6,0 94 0,300 24,0 376
A 0,400 8,0 92 0,400 32,0 368
A 0,500 10,0 90 0,500 40,0 360
A 0,700 14,0 86,0 0,700 56,0 344
A 1,00 20 80 1,00 80,0 320
B 1,50 3,0 97 1,50 12,0 388
B 2,00 4,0 96 10,0 16,0 384
B 3,00 6,0 94 3,00 24,0 376
B 5,00 10 90 5,00 40,0 360
B 7,00 14 86 7,00 56 344
B 10,0 20 80 10,0 80,0 320
Cc 50,0 10 90 50,0 40,0 360
Cc 100 20 80 100 80,0 320
Cc 200 40 60 200 160 240
C 400 80 20 400 320 80,0

Tabela A2: Preparo das solugbes em dmso em diferentes concentragdes do POV Bu'l@Vis para o
ensaio de viabilidade celular

Solugédo A ~  Volume ~ Volume
1 Concentragéo Volume  Concentragao Volume
(100 pmol L) desei da . d

A esejada ~ . de RPMI desejada ~ . de RPMI

B (1000 umol L) (umol L) solucéo (uL) (umol L) solucao (ul)

C (10000 pmol L'y~ H (ul) K K (nL) H

A 0,500 1,00 99,0 0,500 4,00 396

A 1,00 2,00 98,0 1,00 8,00 392

A 2,00 4,00 96,0 2,00 16,0 384

B 5,00 1,00 99,0 5,00 4,00 396

B 10,0 2,00 98,0 10,0 8,00 392

B 20,0 4,00 96,0 20,0 16,0 384

C 50,0 1,00 99,0 50,0 4,00 396
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ANEXO 2

FIGURA A1 — Espectro de RMN de ®'V registrado em temperatura ambiente para Bu'l@V1sem acetona-
de.
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