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IMPACTO POTENCIAL DESTA PESQUISA

Esta pesquisa visa desenvolver novos metalofarmacos a base de niquel, com
potencial para substituir a cisplatina e seus analogos, proporcionando tratamentos
antitumorais mais eficazes e com menos efeitos colaterais. O estudo pode impulsionar
inovacdes cientificas e técnicas, com impactos sociais e econémicos ao contribuir
para a saude publica no tratamento de cancer, promovendo o desenvolvimento de
terapias mais seguras e acessiveis globalmente, alinhado aos ODS de saude e bem-

estar, industria, inovacao e infraestrutura.

POTENTIAL IMPACT OF THIS RESEARCH

The aim of this research is the development of new nickel-based
metalopharmaceuticals with the potential to replace cisplatin, offering more effective
cancer treatments with fewer side effects. The study may lead to scientific and
technical innovations, with social and economic impacts, contributing to public health
in cancer treatment and promoting the development of safer and more accessible
therapies globally, in alignment with the SDGs of health and well-being, industry,

innovation, and infrastructure.
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RESUMO

O céancer abrange um grupo de doencas caracterizadas pelo crescimento descontro-
lado de células, que podem invadir tecidos e 6rgaos. O Instituto Nacional do Cancer
(INCA) estima cerca de 704 mil novos casos anuais no Brasil entre 2023 e 2025. Entre
as terapias disponiveis, destacam-se quimioterapicos a base de platina, como a
cisplatina, que sdo amplamente utilizados, embora associados a efeitos colaterais
significativos e resisténcia celular. Esses desafios reforcam a busca por novos me-
talofarmacos capazes de reduzir os efeitos adversos e melhorar a eficacia dos tra-
tamentos. Dentre 0os metais disponiveis para o planejamento de novos metalofarma-
cos, 0 niquel representa uma alternativa interessante dado seu papel essencial em
sistemas bioldgicos. Assim, este trabalho apresenta a sintese, caracterizacéo e ava-
liacdo antitumoral, bem como a interacdo com o DNA de dois compostos inéditos
[Ni(VMTSC-Ph)z] (AP-2) e [Ni(VPTSC-Ph)] (AP-4), onde VMTSC-Ph = 3-metoxi-4-[2-
(morfolinil)etdxi)benzaldeido-N(4-fenil)tiossemicarbazona; VPTSC-Ph = 3-metoxi-4-
[2-(piperidinil)etoxi)benzaldeido-N(4-fenil)tiossemicarbazona. A caracterizacdo foi
realizada por técnicas espectroscopicas (infravermelho (1V), ressonancia magnética
nuclear (RMN) de *H e 3C). Adicionalmente, a estrutura molecular e cristalina do
composto AP-4 foi determinada através da técnica de difracdo de raios X por mono-
cristal. O efeito dos compostos em células tumorais de mama (MCF-7, MDA-MB-231
e SKBR-3), pulmao (A549) foi investigado pela técnica de MTT. Os complexos mos-
traram ser igualmente ou mais ativos que a cisplatina frente as linhagens MCF-7,
MDA-MB-231 e A549, dependendo do grupo morfolinil/ piperidinil presente na estru-
tura da tiossemicarbazona. Estudos espectroscOpicos sugerem que a interagao entre

os complexos com o DNA se da por um modo diferente da intercalacao.

Palavras-chave: tiossemicarbazonas; compostos de niquel; cancer; farmacos; DNA.



ABSTRACT

Cancer can be defined as a group of diseases characterized by the uncontrolled growth
of cells, making damage on tissues and organs. The National Cancer Institute (INCA)
estimates approximately 704,000 new cases annually in Brazil between 2023 and
2025. Among the available therapies, platinum-based chemotherapeutic agents, such
as cisplatin, still stand out for their widespread use, even they are associated with
significant side effects and cellular resistance. These challenges underscore the need
for novel metallodrugs capable to reduce these adverse effects and improving
treatment efficacy. Nickel ions emerge as a promising alternative for designing new
metallodrugs due to its essential role in biological systems. This work presents the
synthesis, characterization, and antitumor evaluation, as well as the DNA binding
studies, of two novel compounds, [Ni(VMTSC-Ph)z] (AP-2) and [Ni(VPTSC-Ph)2] (AP-
4), where VMTSC-Ph = 3-methoxy-4-[2-(morpholinyl)ethoxy]benzaldehyde-N(4-
phenyl)thiosemicarbazone and VPTSC-Ph = 3-methoxy-4-[2-
(piperidinyl)ethoxy]benzaldehyde-N(4-phenyl)thiosemicarbazone. = Characterization
was performed using spectroscopic techniques, including infrared (IR) and nuclear
magnetic resonance (NMR) spectroscopy 'H and 3C. Additionally, the molecular and
crystalline structure of compound AP-4 was determined by single-crystal X-ray
diffraction. The cytotoxic effects of the compounds were evaluated against breast
(MCF-7, MDA-MB-231 and SKBr3) and lung (A549) cancer cell lines using the MTT
assay. The complexes were found to be equally or more active than cisplatin against
the MCF-7, MDA-MB-231 and A549 cell lines, depending on the presence of the
morpholinyl or piperidinyl groups in the thiosemicarbazone structure. Spectroscopic
studies suggest that the interaction between the complexes and DNA occurs via a

mechanism distinct from intercalation.

Keywords: thiosemicarbazones; nickel compounds; cancer; pharmaceuticals; DNA.
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1 INTRODUCAO

1.1 Cancer

O céancer pode ser definido como um conjunto de enfermidades em que células
normais sofrem mutacdes irreversiveis, resultando em alteracbes genéticas que
prejudicam a homeostase dos tecidos a medida em que as células mutadas se
proliferam. Tais células transformadas exibem caracteristicas de rapida taxa de

proliferacdo e baixa taxa de apoptose!?.

Conforme a classificacdo da Organizacdo Mundial de Saude, o cancer
representa a segunda principal causa de 6bitos globalmente. Em pesquisas recentes,
o Instituto Nacional do Cancer (INCA) estimou mais de 2 milhdes de novos casos no
triénio de 2023 a 2025, totalizando 704 mil novos casos anualmente?. Dentre esses
casos, destacam-se 72 mil de cancer de prostata e 74 mil de cancer de mama. Em
comparacao com o triénio anterior (2020 a 2022), houve um aumento significativo para
625 mil novos casos, sendo as causas desse crescimento rapido complexas,

possivelmente relacionadas ao envelhecimento e crescimento populacional?.

O processo de formacdo de um tumor € denominado carcinogénese ou
oncogénese e ocorre devido a diversos fatores, como a exposicdo a agentes
carcinogénicos, que guarda uma relacdo proporcional com os habitos de vida de um
individuo. Dentre os fatores de risco, destacam-se o tabagismo, o consumo de

bebidas alcodlicas e o sedentarismo?.

A carcinogénese, Figura 1, envolve as fases de iniciacdo, promocado e
progressao. Na fase de iniciacdo, os agentes cancerigenos, ao entrar em contato com
células sadias, provocam alteracbes genéticas (iniciacdo), resultando em
modificacdes celulares, embora ainda ndo seja possivel detectar a formacédo de um
tumor. A promocéao ocorre quando as células iniciadas sao frequentemente expostas
a oncopromotores, transformando-as em células malignas. O estagio de progressao,
marcado pela multiplicagdo desordenada das células, desencadeia na formacéao do

cancerl.
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Figura 1. Etapas da Carcinogénese.

Apoptose

Dano ao Crescimento
DNA : anormal
Reparo Proliferacéo Proliferagdo

Fonte. Autor. Criado com biorender.com.

Dentre as formas de tratamentos disponiveis, destacam-se a radioterapia,
cirurgia e quimioterapia como abordagens primarias. No contexto da quimioterapia,
sdo administrados agentes antineoplasicos ou quimioterapicos, com o objetivo de
promover a reducdo do quadro tumoral®. Dentre a disponibilidade de farmacos, os
agentes antineoplasicos a base de platina desempenham um papel crucial nos
regimes quimioterdpicos. No entanto, a crescente resisténcia celular e os efeitos

colaterais associados ao uso desses agentes sdo motivo de consideravel apreensao.
1.2 Cancer de mama

O cancer de mama é o principal tipo de cancer que acometem as mulheres,
sendo uma das principais causas de mortes no Brasil e no mundo?®3. Esse tipo de
cancer pode ter origem nas células dos ductos mamarios, responsaveis por conduzir
o leite das glandulas ao mamilo, ou diretamente nas glandulas mamarias. Em casos
avancados, as células tumorais podem se disseminar para tecidos adjacentes ou

mesmo para outras partes do corpo, originando metastases.

Diversos fatores estdo associados ao aumento do risco de desenvolvimento do
cancer de mama. Entre eles, destacam-se o historico familiar ou pessoal de cancer,
mutacBes genéticas em genes supressores tumorais como BRCA1l e BRCA2,
obesidade, exposicdo a radiacdes ionizantes, terapia de reposicdo hormonal
prolongada, menopausa tardia®.

No Brasil, segundo o INCA, o cancer de mama sera responsavel por 10,5% de
todos os novos casos de cancer entre mulheres nos anos de 2023 a 2025, com uma
estimativa anual de aproximadamente 74 mil diagndsticos, representando uma taxa

de incidéncia de 66,54 novos casos para cada 100 mil mulheres®®.
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O cancer de mama € classificado em diferentes subtipos com base na
expressdo de marcadores moleculares especificos, como o receptor de estrogénio
(ER), o receptor de progesterona (PR) e o receptor do fator de crescimento epidérmico
humano (HER2)S.

Dentre os subtipos, o cancer de mama triplo-negativo se destaca por sua
agressividade e complexidade de tratamento. Esse tipo é caracterizado pela auséncia
de expresséao dos receptores ER, PR e HER2, 0 que o torna como um dos tipos mais
agressivos, pois ndo responde as terapias hormonais e aos tratamentos direcionados
a HER2, limitando as opcdes terapéuticas disponiveis’. Como resultado, o cancer de
mama triplo-negativo esta associado a maior letalidade, especialmente em casos

diagnosticados em estagios avancados.

O tratamento do cancer de mama é um desafio devido ao grupo heterogéneo
de tumores que diferem no comportamento, evolucdo e resposta ao tratamento®.
Consequentemente, estratégia terapéutica considera fatores como o estagio da
doenca (estadiamento), as caracteristicas bioldgicas do tumor e as condi¢des gerais
da paciente. As opcdes de tratamento sédo divididas em modalidades locais, como
cirurgia e radioterapia, e sistémicas, incluindo quimioterapia, hormonioterapia e

terapia bioldgica®.

Nas fases iniciais do cancer de mama, a abordagem terapéutica geralmente
inclui cirurgia, que pode ser conservadora ou uma mastectomia. O tratamento
sistémico € indicado quando hé risco de recorréncia, levando em consideracao fatores
como idade da paciente, tamanho e tipo do tumor, e comprometimento dos linfonodos
auxiliares®. A decisdo sobre o tipo de tratamento sistémico a ser administrado depende
do fendtipo intrinseco determinado pela avaliacdo da expressdo do receptor de
estrogénio (ER), receptor de progesterona (PR), amplificacdo do gene HER-2/Neu e

do marcador nuclear de proliferacdo celular Ki-67%°.
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Tabela 1. Subtipos de cancer de mama e seus marcadores caracteristicos, e terapias sugeridas.

Subtipo Expresséo de biomarcadores Terapia sugerida
Luminal A ER(+), PR(+), HER2 (-) e Ki-67 baixo? TE na maioria dos casos.
Luminal B ER(+), HER2 (-); PR baixo ou Ki-67 alto® TE + Quimioterapia + Anti

HER2
Basal ER(-), PR(-), HER2 (-), citoqueratinas basais Quimioterapia
(+)
HER2 ER e/ou PR(-), HER2(+) Quimioterapia + Anti HER2
positivo
N&o- ER(-), PR(-), HER2 (-) Quimioterapia
classificavel

2 <14%; = 14%; TE: Terapia Enddcrina
Fonte. Adaptado de NOUNOU et al. 2015.

Os subtipos luminal-A e luminal-B do cancer de mama representam cerca de
75% dos casos e sdo caracterizados pela expressdo dos receptores hormonais de
estrogénio (ER) e progesterona (PR). O horménio estrogénio desempenha um papel
crucial na regulacdo da apoptose, na expressao de fatores de crescimento e seus
receptores, tornando esses carcinomas teoricamente sensiveis a hormonioterapia!?.
Entre as terapias enddcrinas utilizadas, destacam-se os moduladores seletivos dos
receptores de estrégeno, como o tamoxifeno, inibidores de aromatase e analogos do

hormdnio da gonadotrofina®.

Segundo o Protocolo Clinico e Diretrizes Terapéuticas para Cancer de Mama
elaborado pelo Ministério da Saude, a carboplatina é indicada em terapia combinada
com outros quimioterapicos ou com agentes anti-HER2 para o tratamento do cancer

de mama em diversos casos (neoadjuvante, adjuvante e metastatico)?2.

1.3 Antineoplasicos a base de platina

Desde que a descoberta da atividade antitumoral da cisplatina foi identificada,
diversos complexos com base neste metal foram projetados com o intuito de
desenvolver novos agentes antitumorais mais eficazes. Entre esses, destacam-se a
Carboplatina e a Oxaliplatina, que apresentam vantagens em relacdo a cisplatina,
diminuindo a neurotoxicidade, por exemplo. Outros farmacos receberam aprovacao
em diferentes paises, como € o caso da Nedaplatina (no Japé&o), Lobaplatina (na
China) e Heptaplatina (na Coreia), conforme ilustrado na Figura 24,
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Figura 2. Agentes metalofarmacos antitumorais utilizados atualmente.
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Fonte. Autor.

A carboplatina foi aprovada para uso clinico em 1989, e foi planejada de acordo
com a toxicidade dos farmacos de platina, que esta diretamente relacionada a
facilidade com a qual os ligantes abandonadores aniénicos sdo substituidos pela
agua. Os complexos de platina com ligantes dicarboxilatos quelantes apresentam
menor toxicidade em relacéo aos complexos contendo ligantes monodentados, como
o cloreto. Isso ocorre devido a cinética de aquacao consideravelmente mais lenta dos
ligantes dicarboxilatos, decorrente do efeito quelato. A atividades desses complexos
esta relacionada a sua inércia frente a reacdes de troca de ligantes e a abertura lenta

do anel quelato formado pelo dicarboxilato®®.

Figura 3. Reacéo de abertura do anel da carboplatina.
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Fonte. Autor.

A abertura do anel quelato permite a formacdo de espécies monoaquo, no
entanto, a reacéo reversa também pode ocorrer relativamente rapida. Sendo assim, o

composto quelato € consequentemente mais estavel em relagcdo a cisplatina,
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garantindo que o complexo mantenha sua estrutura o tempo suficiente para atingir o
alvo farmacoldgico'®. A espécie monoaquo pode reagir com ligantes N-doadores,
como as bases nitrogenadas do DNA. O aduto formado é suficientemente estavel para
permitir a descoordenacao do segundo atomo de oxigénio do ligante dicarboxilato e
subsequente formacdo das ligacdes cruzadas no DNA. Uma vez hidrolisada, a
carboplatina gera a mesma espécie ativa responsavel pela atividade da cisplatina, o

fon cis-[Pt(OH2)2(NHz3)2]?*, formando os mesmos adutos no DNA.

Os aquocomplexos formados reagem predominantemente com o N(7) da
guanina, formando adutos com essas nucleobases, como ilustrado na Figura 4. Ao se
ligar ao DNA, a lesao resulta em uma distor¢ao da estrutura de dupla hélice do DNA
que, se nao for reparada, desencadeia uma cascata de eventos culminando na morte

celular?’,

Figura 4. Representacao do mecanismo de acao da cisplatina e seus analogos.
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Fonte. Autor. Criado com biorender.com

Por outro lado, o DNA esta presente tanto nas células tumorais quanto nas
células saudaveis, resultando em ambos os tipos celulares sendo afetados pelo

mecanismo citotdxico da cisplatina e seus analogos.

Consequentemente, os indices de seletividade (IS) séo reduzidos, contribuindo
para a ocorréncia de diversos efeitos colaterais nos pacientes, como nefrotoxicidade,

neurotoxicidade, nauseas e vomitos. Destacam-se ainda a resisténcia celular e os
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mecanismos de defesa que podem diminuir a eficacia desses farmacos'®1°, Embora
a carboplatina apresente menor neurotoxicidade e nefrotoxicidade que a cisplatina, a
carboplatina esta associada a efeitos mielossupressores, reduzindo o niamero de
leucdcitos (leucopenia), neutrofilos (neutropenia) e plaquetas (trombocitopenia),

expondo os pacientes a um maior risco de infecgbes por organismos patogénicos?.

Diante do exposto, diversos grupos de pesquisa tém direcionado seus esfor¢os
para buscar alternativas aos complexos de platina utilizados na medicina, com o
objetivo de desenvolver complexos de platina ou ndo capazes de eliminar as células
tumorais por meio de mecanismos distintos. Dentre os varios metais pesquisados, 0s
complexos de niquel tém sidos reportados na literatura pelos seus efeitos em células
tumorais!®. Nas préximas paginas, serdo apresentados alguns aspectos da quimica

de coordenacdao, bioinorganica e toxicolégicos do niquel e seus compostos.
1.4 Niquel

O niquel € um metal de transicdo pertencente a mesma familia da platina,
resultando em propriedades quimicas e fisicas semelhantes. Dentre os estados de
oxidacdo do niquel (podendo ser encontrado de —1 a +4), o estado de oxidacao +Il &
sem duvida o mais importante, pois o Ni' tem a capacidade de formar diversos
compostos como haletos, 6xidos e sulfetos, por exemplo, e é o estado de oxidagao

mais predominante em sistemas biol6gicos?223,

Na quimica de coordenacéo, o Ni' tende a formar preferencialmente complexos
com geometria octaédrica e quadratica planar, sendo que essa Ultima geometria
ocorre preferencialmente em pH fisiolégico (ou superior) quando o ion metalico se
encontra coordenado a ligantes de campo forte, como nitrogénio de amida e enxofre

de grupamento tiol, onde os elétrons séo forcados a se emparelharem?223,

O niquel desempenha papéis importantes em sistemas biolégicos em alguns
organismos, atuando principalmente como cofator em varias enzimas essenciais.
Essas enzimas incluem a urease, que desempenha um papel importante na
decomposicdo da ureia em amonia, superéxido dismutase (em estados de oxidagao
+2 e +3) e metil coenzima M redutase, que atua no metabolismo de bactérias

anaerébicas®*?6, Nos seres humanos, o niguel em quantidades pequenas, é



29

considerado como um metal importante para o desenvolvimento humano. Ele atua em
processos metabodlitos, como a manutencdo do sistema antioxidante e atividade

enzimatica, sua deficiéncia pode prejudicar esses processos?’.

No entanto, a deficiéncia de niquel € pouco evidenciada em humanos, pois 0
corpo obtém quantidades suficientes através da dieta, com alimentos como vegetais,
nozes, e também por meio da agua potavel. J4 a alta exposicdo ao niquel pode
acarretar diversos problemas aos seres humanos, de acordo com estudos de
exposi¢do ocupacional ligadas a industria de transformacéo, que detectou evidéncias

clinicas como sinusite, rinite, dermatites de contato e cancer de pulmao?.

A toxicidade de compostos de niquel, como sulfetos de niquel, geralmente esta
associada ao estresse oxidativo induzido por espécies reativas de oxigénio (ROS), e
a sua afinidade por acidos nucleicos e proteinas. A ingestdo ou exposi¢ao prolongada
ao niquel (+2) também pode causar danos aos rins, sistema nervoso, figado e danos
ao DNA?°.

Estudos in vitro realizados em células Hela, linhagem celular de céncer
cervical, evidenciaram que altas concentracfes de cloreto de niquel podem provocar
danos oxidativos ao DNA. Ja estudos envolvendo citometria de fluxo com metais
carcinogénicos, indicaram que o Ni"inibiu a progresséo da divisdo celular em células

tumorais de pulm&o?82°,

Esses resultados destacam o papel dual do niquel, que é essencial para
algumas funcdes bioldgicas em pequenas quantidades, mas cuja presenca em altas
concentracfes esta associada a efeitos genotdxicos e carcinogénicos. Sendo assim,
no desenvolvimento de novos compostos de coordenacao, utilizando o niquel como
centro metalico, uma estratégia eficaz para contornar a toxicidade deste metal € o uso

de ligantes quelantes, como as tiossemicarbazonas®.
1.5 Tiossemicarbazonas

Dentre a classe de ligantes quelantes, destacam-se as tiossemicarbazonas
(TSC’s), que sao reportadas na literatura por possuirem um amplo perfil farmacoldgico

como atividade antiviral, antichagastica, antibacteriana e acdo antitumoral3%:3L,
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Geralmente, as TSC’s podem formar compostos de coordenacédo nas formas
neutras ou anidnicas, uma vez que o atomo de hidrogénio do grupo hidrazinico pode
ser removido, causando uma deslocalizagao da nuvem eletrénica 1T sobre o fragmento
N-N-C-S. Esta propriedade confere as TSC’s uma natureza de ligantes
intermediarios entre uma base de Pearson do tipo a e b, justificando sua elevada
afinidade por diversos metais®?, incluindo acidos de Pearson das classes a e b. Essa

versatilidade estrutural e sua estrutura geral estéo ilustradas na Figura 5.

Figura 5. Estrutura geral de tiossemicarbazonas (a) e modos de coordenacéo de tiossemicarbazonas

(b).
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Fonte. Autor.

A acdo antitumoral das TSCs tem sido atribuida para a atuacao da inibicao
frente a enzima ribonucletideo redutase (RR), que esta associada a replicacdo e
reparo do DNA e sua habilidade de quelar cations metalicos que atuam como

cofatores de enzimas-alvo na terapia contra o cancer3334,

7z

Um composto que atua nesse sentido é a Triapina®, 3-aminopiridina-2-
carboxaldeido-tiossemicarbazona, que integra o grupo das a-(N)-heterociclo-
tiossemicarbazonas®*. Atualmente, estudos clinicos na fase Ill estdo em andamento
para avaliar a aplicacdo desse farmaco em terapias combinadas com cisplatina e
radioterapia em pacientes com cancer cervical ou vaginal. Quanto ao mecanismo de
acdo da Triapina®, estudos sugerem que sua atividade estad relacionada com a

formacdo de um complexo entre a tiossemicarbazona e o nucleo de ferro localizado
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no sitio catalitico da enzima (RR), reduzindo o ion Fe3* para Fe*?, que promove a

inativacao da enzima.

Deste modo, uma ampla variedade de ligantes tiossemicarbazonas e seus
complexos derivados vem sendo amplamente estudados, com destaque para a busca
de novas substancias que possuam propriedades farmacoldgicas. Pois, ao ligar-se a
um centro metélico de maneira quelante, juntamente com o efeito sinérgico originado
pela combinacdo com metais de transi¢ao, varios grupos de pesquisa tém explorado
a acao dos complexos em linhagens tumorais, especialmente os complexos metélicos

de geometria quadrética planar.14 3538,
1.6 Hipotese

Farias et. al. reportaram a obtencédo de bisquelatos de Ni' contendo TSC’s
derivadas do cinamaldeido (cTSC) com atividade antiproliferativa in vitro frente as
linhagens tumorais A549 (carcinoma pulmonar), MCF7 (cancer de mama) e nao
tumoral, MRC-5. Os complexos de férmula geral [Ni(R’-cTSC)2] apresentaram
diferentes valores de ICso frente as linhagens A549 (R’ = Me: 1,96+0,26 uM e R’ = Et:
1,06+0,15 um), MCF-7 (R’ =Me: 13,11+1.1 uM e R’ = Et: 3,701£0,64 uM) e contra MRC-
5(R’=Me: 23,16+1,18 uM e R’ = Et: 23,16+0,82 uM). Todos os complexos mostraram

ser mais seletivos que o farmaco padrao cisplatina frente as células tumorais!4.

Adicionalmente, outros complexos quadraticos planares foram obtidos pelo
grupo®, estes contendo como centro metalico o Pd" e ligantes tiossemicarbazonas
derivados da vanilina contendo modificagdes estruturais (VR’TSC-Ph). Os bisquelatos
[PA(R’-vTSC-Ph)2] apresentaram grande atividade citotoxica frente as linhagens
tumorais e ndo tumorais, sendo os valores de ICso frente as células tumorais A549 (R’
= N-etilpiperidina: 7,92+1,05 uM e R’ = N-etilmorfolina: 3,16+0,48 pM), MCF-7 (R’ =
N-etilpiperidina: 7,52+0,45 pM e R’ = N-etilmorfolina: 3,42+0,97 uM), MDA-MB-231 (R’
= N-etilpiperidina: 6,46+0,40 uM e R’ = N-etilmorfolina: 3,12+0,22 uM) e frente a MRC-
5 (R’ = N-etilpiperidina: 1,80+0,12 uM e R’ = N-etilmorfolina: 0,88+0,10 uM).

Assim, motivados pela atividade citotoxica desses complexos, nosso grupo de

pesquisa tem estudado essa classe de compostos, objetivando esclarecer quais
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partes da molécula sdo importantes para a citotoxicidade contra as células tumorais e

quais ndo sédo, bem como a influéncia da troca de centros metalicos.

Considerando os resultados promissores obtidos pelo nosso grupo de
pesquisa, em relacdo a acdo dos complexos de formula geral [M(L)2], M = Ni" ou Pd"
e L = ligantes tiossemicarbazonas, frente as células tumorais de mama como MCF-7
e pulmdo A549, foi inferido e proposto que a substituicio dos ligantes
tiossemicarbazonas derivados do cinamaldeido por tiossemicarbazonas derivadas da
vanilina contendo as modificagdes estruturais, juntamente com a substituicdo do
centro metalico de Pd" por Ni' neste sistema, podera potencializar a agao inibitéria
desses complexos. Com base nesse protétipo (Figura 6), propde-se a realizacédo de
estudos sintéticos/estruturais e a investigacdo do potencial citotoxico de complexos

bisquelatos de Ni'" contendo ligantes tiossemicarbazonas.

Figura 6. Esquema de modificagfes estruturais baseado nas moléculas prototipos.
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2 OBJETIVOS

O objetivo principal deste trabalho consiste na sintese, caracterizacao,
investigacao da atividade biolégica de dois complexos inéditos de niquel(ll) contendo

ligantes tiossemicarbazonas derivados da 3-metoxi-4-hidroxibenzaldeido.
2.1 Objetivos especificos

Sintese e caracterizacdo de dois ligantes (tiossemicarbazonas) derivados da
vanilina, contendo modificagbes estruturais sendo  3-metoxi-4-[2-(4-
morfolinil)etoxilbenzaldeido tiossemicarbazona (VMTSC-Ph) e 3-metoxi-4-[2-(1-

piperidinil)etéxilbenzaldeido tiossemicarbazona (VPTSC-Ph);

Sintese e caracterizagdo de dois complexos inéditos de niquel(ll) do tipo [Ni(L)z],
onde L = VMTSC-Ph (AP-2), VPTSC-Ph (AP-4);

Avaliar o comportamento quimico dos complexos em solucéo;

Avaliar a atividade citotoxica in vitro dos ligantes tiossemicarbazonas e seus
respectivos complexos de Ni' frente as células tumorais de pulméo (A549) e de
mama (MCF-7, MDA-MB-231 e SKBr-3);

Avaliar a atividade citotoxica in vitro dos compostos frente as linhagens celulares
nao tumorais de pulmao (MRC-5) e de mama (MCF-10A) e determinar o indice de
seletividade (IS);

Estudar a interacdo dos complexos com o ctDNA.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Procedéncia de solventes e reagentes

Os reagentes  3-metoxi-4-hidroxibenzaldeido, cloridrato de  1-(2-
cloroetil)morfolina, cloridrato de 1-(2-cloroetil)piperidina, 4-fenil-3-tiossemicarbazida e
acetato de Ni(Ac): tetrahidratado foram adquiridos da Sigma-Aldrich. Os solventes

organicos foram utilizados como fornecidos.

3.2 Instrumentacao

Os espectros de FTIR foram obtidos no espectrofotdmetro Nicolet IS5 Thermo
Scientific na faixa de 4000 — 400 cm™, utilizando pastilhas de KBr. Os espectros de
RMN 1D foram obtidos no espectrometro multinuclear BRUKER Avance IlIl HD 600
(14, 1T a 298 K), equipamento disponivel na plataforma multiusuario no Instituto de
Quimica da UNESP, Campus de Araraquara. As amostras, VMTSC-Ph, VPTSC-Ph e
AP-2 foram preparadas em DMSO-ds € 0 composto AP-4 foi preparado em CDCls, 0s
sinais residuais em 2,50 ppm e 7,26 ppm foram utilizados como referéncia. As
medidas de condutividade molar foram realizadas em condutivimetro DM 31 Digimed,
para o preparo de uma solucédo dos respectivos complexos, de concentracdo molar

igual 1x10° mol L™, utilizou-se como solvente dimetilsuféxido (DMSO).

3.3 Difracao de raios x de monocristal

As medidas de difragéo de raios X de monocristal para o complexo AP-4 foram
realizadas pelo Prof. Dr. Javier Ellena no Instituto de Fisica de S&o Carlos — USP. Os
dados foram obtidos a temperatura ambiente (25 °C) no difratdmetro Rigaku Synergy-
S equipado com um sistema detector HyPix-6000HE, utilizando a radiagao MoKa (A =
0,71073 A), da fonte de jato de fotons. A estrutura foi resolvida por método direto
usando o software SHELXT. As correc¢des de reducédo, dimensionamento e absor¢cao
de dados foram realizadas usando CrysAlisPro. A representacéo grafica da estrutura

foi elaborada pelo software Mercury.
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3.4 Sintese dos precursores derivados da vanilina e ligantes

tiossemicarbazonas

Os ligantes derivados do 3-metoxi-4-hidroxibenzaldeido (VMTSC-Ph e VPTSC-
Ph) foram sintetizados em duas etapas, sendo: etapa I, funcionaliza¢ao do grupo fenol
presente na vanilina e etapa Il, reacdo entre o precursor carbonilado correspondente
e a 4-fenil-3-tiossemicarbazida.

As sinteses dos precursores 3-metoxi-4-[2-(piperidinil)etdxilbenzaldeido (VP) e
3-metoxi-4-[2-(morfolinil)etoxilbenzaldeido (VM) foram realizadas de acordo com a

metodologia descrita na literatura3%4.
Figura 7. Sintese dos ligantes tiossemicarbazonas.
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Fonte. Autor.

Etapa I. Em um baldo de fundo redondo de 50 mL, contendo 1,0000 g de
K2COs, foram adicionados 0,5000 g de cloridrato de 1-(2-cloroetil)piperidina ou 1-(2-
cloroetil)morfolina dissolvidos em 15 mL de acetona. Sob agitacdo, adicionou-se
1,0000 g de vanilina dissolvida em 15 mL do mesmo solvente. Apés 6 horas de refluxo,
a reacdo foi filtrada por filtracdo simples para remover o carbonato de potéssio e a
acetona foi evaporada até atingir aproximadamente 5 mL, sendo posteriormente
adicionado ao sistema 15 mL de diclorometano. Em seguida, realizaram-se trés
lavagens da fase organica com solugcdo de 10% KOH, com finalidade de retirar o

excesso do aldeido empregado. Apés a secagem da fase orgéanica via rotaevaporador,
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obteve-se um produto viscoso de coloracéo alaranjada para o composto VP e um
sélido cristalino amarelado para VM. R(%) 79,7 para VP e 36,9 de VM.

Etapa Il. A um baldo de fundo redondo de 100 mL, contendo 15 mL de agua,
foram adicionados 2,9 mmol do precursor funcionalizado (VP ou VM) solubilizados em
5 mL de etanol, e 2,65 mmol da 4-fenil-3-tiossemicarbazida sob agitacdo e
temperatura ambiente. Posteriormente, o meio foi acidificado com uma solugao de HCI
3,7%, a mistura foi mantida sob agitacdo magnética a temperatura ambiente durante
24 horas. Apoés este periodo de tempo, adicionou-se ao meio reacional uma solucéo
aquosa de K2COs até o ajuste do pH para 9, levando assim, a precipitacdo do
composto. O produto foi filtrado, lavado com metanol e seco a vacuo. R(%) = 75
(VPTSC-Ph) e 78 (MVTSC-Ph).

3.5 Sintese dos complexos

As sinteses dos complexos AP-2 e AP-4 foram adaptadas de procedimentos
previamente reportados na literatura®3°. Em suma, a adicdo de 2 mmol de VMTSC-
Ph ou VPTSC-Ph a 1 mmol de Ni(Ac): tetrahidratado, em metanol durante 24 horas,
resultou na obtencé@o dos complexos de férmula geral [Ni(L)2], L = VMTSC-Ph (AP-2),
VPTSC-Ph (AP-4). Os produtos foram isolados por meio de filtracado simples, lavados
com metanol e secos em dessecador. Obteve-se um produto solido de coloracao
marrom para AP-2 e um solido microcristalino escuro para AP-4. R(%) = 70 (AP-2) e
67 (AP-4).

Figura 8. Sintese dos complexos AP-2 e AP-4.
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3.6 Ensaio de estabilidade em solucéo

O comportamento quimico dos complexos em solucao foi avaliado pela técnica
espectroscopica de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) de 1H. As amostras foram
solubilizadas em DMSO-ds e 0s espectros foram adquiridos em um espectrometro
multinuclear BRUKER Avance Il HD 600 (14, 1T) a 298 K nos tempos de 0, 24 e 48
horas.

3.7 Atividade citotéxica in vitro
3.7.1 Diluicdo dos compostos

Solucbes estoque dos compostos, tiossemicarbazonas e complexos de niquel,
foram preparadas em DMSO. Para todos os ensaios, os compostos foram diluidos em

meio de cultura e a concentracao final de DMSO foi inferior a 0,5%.
3.7.2 Linhagens celulares

Nesse trabalho foram utilizadas quatro linhagens tumorais humanas, A549
(carcinoma pulmonar), MCF-7 (adenocarcinoma de mama - hormoénio sensitiva),
MDA-MB-231 (adenocarcinoma de mama triplo negativo) e SKBr-3 (adenocarcinoma
de mama), e duas linhagens nao tumorais humana MRC-5 (fibroblasto de pulméao) e
MCF-10A (células epiteliais de mama).

As células tumorais de pulmdo e mama (A549 e MDA-MB-231,
respectivamente) e ndo tumorais (MRC-5) foram cultivadas em meio de cultura
Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM, Vitrocell) suplementado com 10% de soro
fetal bovino (FBS). As linhagens tumorais de mama (SKBR-3 e MCF-7) foram
cultivadas em meio de cultura Roswell Park Memorial Institute 1640 (RPMI 1640)
contendo 20% FBS. A linhagem nao tumoral MCF-10A foi cultivada em DMEM/F12
(Vitrocell) contendo 5% de soro de cavalo, EGF (0,02 mg mL1), hidrocortisona (0,05
mg mL1), insulina (0,01 mg mL™t). Todos os meios continham penicilina (100 Ul mL™?)
e estreptomicina (100 mg mL™). As células foram mantidas em uma incubadora a 37
°C e 5% de COz2.
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3.7.3 Ensaio de viabilidade celular — Ensaio de MTT

A atividade citotéxica dos complexos frente as células A549, MRC-5, SKBr-3,
MCF-7, MCF-10A foi avaliada pelo método do ensaio do MTT (brometo de 3-(4,5-
dimetil-tiazol-2-il)-2,5- difeniltetrazdlio). Apds a contagem da suspensdo celular, as
células (1,0x10* células/100 pL) foram adicionadas em placas de 96 pocos estéreis e
mantidas durante 24 horas a 37°C e 5% de CO2 em uma incubadora para adeséao
celular. Em seguida, o meio foi removido, e diferentes concentracdes dos ligantes e

complexos foram adicionados aos pocos, e as placas foram incubadas por 48h.

ApOs este periodo, o meio foi removido e uma solucéo de MTT foi adicionada
aos pocos (50 uL/poco). As placas foram incubadas por 3 horas, o excesso do MTT
foi removido e os cristais de formazan foram dissolvidos em isopropanol (100
uL/poco). As leituras de absorbancia foram realizadas em um leitor de microplacas
(Synergy HTX Multimode Reader — Agilent) em 570 nm. O valor de ICso (concentracao
minima que inibe 50% da viabilidade celular) foi determinado a partir de curvas dose-
resposta utilizando o software Graph Pad Prism 8.0. Os ensaios foram realizados em

duplicata.

3.8 Ensaios de interagcdo com o ctDNA

Os ensaios de interacdo com o ctDNA foram realizados utilizando tampé&o Tris-
HCI (5 mM de Tris-HCIl e 50 mM de NaCl, pH 7,4). As solu¢bes estoque dos complexos
de niquel foram preparadas em DMSO e diluidas até as concentracdes desejadas no
tampao Tris-HCI, de modo que a concentracao final de DMSO né&o ultrapassasse 3%.
Para a preparacdo da solugcdo estoque de CctDNA, foram adicionados
aproximadamente 8 mg de ctDNA (Sigma) em 4,0 mL de tampéao Tris-HCI. A solucao

foi mantida sob refrigeracéo a 6 °C por 48 horas para garantir a completa solubilizacao.

Em seguida, a concentragdo da solucdo de ctDNA foi determinada por
espectroscopia na regido do UV-Vis, assumindo-se a absortividade molar (€) do ctDNA
a 260 nm igual a 6600 mol* cm™ L. A pureza das solu¢cées de ctDNA foi avaliada pela
razdo da absorbancia em 260 e 280 nm (A260/A280), considerando que valores entre

1,8 e 1,9 indicam que o ctDNA esta suficientemente livre de proteinas.
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3.8.1 Titulagdo Espectrofotométrica

Espectros de UV-Vis foram obtidos para os complexos na auséncia e presenca
de quantidades crescentes de ctDNA, na regido de 200 a 800 nm em tampéo salino
Tris-HCI com pH = 7,4. O experimento foi realizado em temperatura ambiente,
mantendo a concentracdo dos complexos constantes (20 uM), variando somente a
concentracdo do ctDNA (0 — 60 uM).

Os complexos foram solubilizados em DMSO com a finalidade de se obter uma
solucéo de concentracédo de 1 mM, e a partir desta solugéo, foram adicionados 60 pL
do composto em 2940 uL de tampao em uma cubeta de quartzo de 3,5 mL. Em uma
segunda cubeta, preparou-se o branco a partir de 60 uL de DMSO puro e 2940 uL de
tampéo salino Tris-HCI (pH = 7,4). Apds a leitura da cubeta 1, foram adicionados
sucessivamente aliquotas de 18 uL de uma solucdo de ctDNA (1x10-° mol LY em

ambas as cubetas (1 e 2), sucessivamente, até um total de 10 adi¢cdes. Desse modo,
a proporcéo molar do aduto complexo-ctDNA, foi variada de 0,3 a 3,0 com intervalos

de 0,3 em cada adicao.
A constante de ligacao (Kbp) foi obtida através da Equacédo de Benesi-Hildebrand

(Equacéo 1):

AO Eq &g 1
X
A— Ay Eyc— & Ehu-¢— & Kp[DNA]

Sendo, Ao e A as absorbancias dos compostos na auséncia e na presenca de
ctDNA, respectivamente. Os coeficientes € e sn-¢Sao 0s coeficientes de absortividade
molar do complexo livre e do aduto complexo-ctDNA, respectivamente. O valor de Kp
foi obtido através da razdo entre os coeficientes linear e angular obtidos através da
curva de Ao/(A-Ao) em fungédo de 1/[DNA].

3.8.2 Ensaios de competicdo com Hoechst 33258

Estudos de competicdo foram realizados empregando a sonda Hoechst 33258
e ctDNA. SolucBes da biomolécula (60 uM) pré-tratadas com Hoechst 33258 (6 uM)
foram preparadas em tampdo Tris-HCl (pH = 7,4). A essas solugdes, foram

adicionadas aliquotas de uma solucéo dos compostos de niquel (2x10° mol L* em
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DMSO). As amostras foram incubadas durante 5 minutos a 25 °C e os espectros de
emissao foram registrados. A concentracdo dos compostos AP-2 e AP-4 variou entre
9 e 90 pM. Os espectros de emissdo do Hoechst-ctDNA foram registrados na faixa de
360-600 nm utilizando comprimento de onda de excitagcdo igual a 350 nm. O
equipamento utilizado foi o Espectrofluorimetro Horiba Jobin Yvon, modelo Fluorolog-
3 FL3-122.
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4 RESULTADOS
4.1 Sintese dos ligantes tiossemicarbazonas

A obtencdo de tiossemicarbazonas ocorre por meio de reacdes de
condensacao aldolicas, que envolvem um composto carbonilado, sendo aldeido ou
cetona, e um derivado contendo amina primaria, como as tiossemicarbazidas. A
reacdo € geralmente conduzida em meio alcodlico, com adicdo de pequenas

quantidades de &cido para atuar como catalisador#32,

Figura 9. Mecanismo sugerido para formacao das tiossemicarbazonas.
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A vanilina € um composto organico que pode ser extraido naturalmente da
baunilha ou sintetizada quimicamente a partir da lignina (subproduto da indastria de
celulose). Esse composto é responsavel pelo sabor e aroma caracteristicos da
baunilha, mas além disso, também apresenta propriedades biologicas, como
atividades antioxidantes, antimicrobianas e potenciais efeitos antitumorais, vém

despertando o interesse da industria farmacéutica*!42.

Devido a presenca de um grupo carbonila em sua estrutura, a vanilina é uma
escolha promissora na sintese das tiossemicarbazonas, pois facilita a reacdo com
tiossemicarbazidas e a subsequente formacdo da ligagdo C=N, caracteristica das
tiossemicarbazonas*3. As tiossemicarbazonas sdo reconhecidas por suas amplas
atividades biolégicas, incluindo propriedades antitumorais e antimicrobianas, e a
presenca de grupos funcionais adicionais na estrutura da vanilina pode potencializar

essas atividades**.

Adicionalmente, a complexacdo de metais de transicdo, como o niquel, com
tiossemicarbazonas tem sido explorada para aumentar a estabilidade e atividade
biolégica dos complexos formados, devido a capacidade do niquel de facilitar
interacBes com biomoléculas e potencialmente modular efeitos citotoxicos em células
tumorais?®*26. Dessa forma, a vanilina funcionalizada atua como um ponto de partida
promissor para a sintese de compostos com propriedades terapéuticas aprimoradas,
envolvendo a formacado de tiossemicarbazonas e sua posterior complexacdo com o
Ni'".

Os ligantes 3-metoxi-4-[2-(4-morfolinil)etoxilbenzaldeido tiossemicarbazona
(VMTSC-Ph) e 3-metoxi-4-[2-(1-piperidinil)etdxilbenzaldeido tiossemicarbazona
(VPTSC-Ph) foram sintetizados conforme descritos na literatura®®. Os ligantes
derivados do 3-metoxi-4-hidroxibenzaldeido (vanilina) foram obtidos em duas etapas,
etapa I, funcionalizacdo do grupo fenol presente na vanilina e etapa ll, reacao entre o

precursor carbonilado correspondente e a 4-fenil-3-tiossemicarbazida.

Na etapa I, os precursores VM (3-metoxi-4-[2-(morfolinil)etoxilbenzaldeido) e
VP (3-metoxi-4-[2-(piperidinil)etoxi]benzaldeido) foram sintetizados a partir da reacéo
entre 3-metoxi-4-hidroxibenzaldeido com cloridrato de 1-(2-cloroetil) morfolina e

cloridrato de 1-(2-cloroetil) piperidina, respectivamente. A escolha dessa
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funcionalizacdo objetivou aumentar a bioatividade e solubilidade em meio biolégico.
De acordo com a estrutura do aldeido empregado, optou-se pelo uso de um meio
basico moderado, de forma a direcionar o ataque especificamente ao grupo fendlico
da vanilina, pois o uso de uma base forte pode atacar o grupo aldeido ou o cloreto do
cloridrato de 1-(2-cloroetil) morfolina e cloridrato de 1-(2-cloroetil) piperidina,
ocorrendo assim uma reacdo diferente da esperada**. O mecanismo da

funcionalizacéo é apresentado na Figura 10.

Figura 10. Mecanismo sugerido para a formac&o dos precursores.
H 0

N

K,CO; _-CHs
Acetona
50 °C o)
12h

R

O R = CH, (VP), O (VM)

Fonte. Autor.

Apos a funcionalizacéo, o produto foi submetido a sucessivas lavagens com o
objetivo de remover o reagente em excesso, purificando o composto obtido. Como a
vanilina foi utilizada em excesso, as lavagens foram realizadas com uma solucéo
basica de NaOH. Essa etapa visou atacar o grupo fendlico, tornando a vanilina mais

sollivel em meio aquoso e facilitando sua remocéo completa3®4°,

Os espectros de RMN de 'H indicaram a formagéo dos precursores VM e VP,
evidenciada pelo desaparecimento do sinal caracteristico do grupo fendlico da vanilina
em 10,26 ppm3%4. Os sinais dos hidrogénios aromaticos estdo presentes na regido
de 10 — 6 ppm. O aparecimento de sinais em campo blindado, sdo associados aos
grupos 2-(morfolinil)etoxi e 2-(piperidinil)etoxi, confirmando a obten¢do dos produtos
nas formas propostas. O esquema de numeracdo empregado para a atribuicdo dos
sinais de hidrogénio encontra-se na Figura 11. Os dados dos espectros de RMN de

1H estdo dispostos na Tabela 2.
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Figura 11. Esquema de numeragdo empregada para atribuicdo dos hidrogénios dos precursores VM e

VP.
H (0]
1
4 2
9
3 CH,
0/
o
5
7
8 (\ 6
8!
Fonte. Autor.
Figura 12. Espectros de RMN de 'H dos compostos VM e VP em solu¢do de DMSO-ds.
VM
VP

(]

T T T T T T T T
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6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 25 2.0 1.5
ppm

Fonte. Autor.
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Tabela 2. Dados de RMN de 'H dos precursores derivados da vanilina, VM e VP, em DMSO-ds.

Atribuicéo RMN *H (& ppm)
VM VP
OH --- ---
1 9,83 9,83
2 7,39943=19Hz 7,3894=1,8Hz
3 7,1993)=82Hz 7,1893)=8,2Hz
4 7,53¢4d 7,524d
841=8,2;1,9Hz °%4=8,2;19Hz
5 4,19'3)=6,0Hz 4,16'3J=6,0 Hz
6 2,72'133J=6,0Hz 2,67' 3J=6,0 Hz
2,480 2,420
3,57t 3J=45Hz 1,47
3,83° 3,823
10 --- 1,36

s = singleto; d: dubleto; dd: duplo dubleto; t = tripleto; m = multipleto; br = largo.
Fonte. Autor.

Na etapa Il da formacao das tiossemicarbazonas, o carbonilado precursor da
vanilina funcionalizada (VM ou VP) desempenhou o papel de eletréfilo, enquanto a
tiossemicarbazida atuou como nucledfilo. Em meio &cido (pH = 4 a 6) a protonacao do
oxigénio da carbonila resulta em uma maior inducao de densidade eletronica na dupla
ligacdo. Consequentemente, o sitio eletrofilico da carbonila, o 4&tomo de carbono,
torna-se mais propenso a receber o par de elétrons do nucleéfilo*345, A concluséo da
reacao ocorre apos diversas etapas de rearranjo eletrénico, resultando na formacéao
da base de Schiff (C=N), acompanhada pela liberacdo de uma molécula de agua,

como ilustrado na Figura 9.

Os ligantes obtidos a partir da reagdo de condensacdo entre os aldeidos
funcionalizados e 4-fenil-3-tiossemicarbazida foram caracterizados via espectroscopia
vibracional da regido do infravermelho (FTIR), ressonancia magnética nuclear para os
nlcleos de 'H e '3C. Todas as medidas foram realizadas utilizando dimetilsulféxido

deuterado (DMSO-ds) como solvente.
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Para a sintese dos complexos AP-2 e AP-4, utilizou-se o Ni(Ac)2 tetrahidratado
como precursor metélico e seus respectivos ligantes funcionalizados. O acetato de
niquel € amplamente utilizado na quimica de coordenacao, principalmente devido a
sua capacidade de gerar ions acetato in situ*6. Esses ions atuam como bases fracas,
facilitando a desprotonacdo das tiossemicarbazonas, o que € essencial para a
coordenacao eficaz do ligante ao centro metalico. A desprotonagdo promovida pelo
acetato permite que o grupo azometinico da tiossemicarbazona se ligue ao metal em

uma configuracéo estavel, frequentemente formando complexos bisquelatos.

Além disso, o uso do acetato de niquel simplifica a sintese, pois dispensa a
necessidade de adicionar bases externas, o que pode interferir na reagcdo ou na
obtencado do produto desejado. J& a escolha da acetonitrila como solvente deve-se a
sua capacidade de dissolver o ligante e dissolver parcialmente o precursor metalico,

enguanto os complexos permanecem insoluveis, facilitando assim o seu isolamento.

As reacfes de complexac¢do resultaram na formag&o de um Unico produto, que
foi caracterizado via FTIR, RMN de H, 13C, e difratometria de raio-X de monocristal
para o composto AP-4. Estudos de comportamento em solugdo de DMSO-ds para 0s
complexos foram realizados a partir da técnica de ressonancia magnética nuclear de
H.

4.2 Caracterizagéo

Devido as semelhancas estruturais, e consequentemente dos espectros
obtidos, dos ligantes e complexos sintetizados, serdo abordados na discussao apenas
0s espectros dos compostos VPTSC-Ph e [Ni(VPTSC-Ph)2) (AP-4).

4.2.1 Espectroscopia vibracional na regido do infravermelho

A espectroscopia vibracional na regido do infravermelho é uma técnica
essencial de caracterizacdo, que permite a identificacdo dos modos vibracionais das
ligacbes de moléculas organicas e inorganicas. Com essa técnica, € possivel
determinar grupos funcionais e analisar ligacdes especificas, pois diferentes ligagbes

entre os atomos e a diferenca no ambiente quimico resultam em diferentes
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comprimentos de ondas?3>#’. Desse modo, essa técnica espectroscopica aliada a
outras técnicas, como a de ressonancia magnética nuclear, contribui para uma
caracterizacdo mais completa dos compostos sintetizados.

Os espectros de infravermelho dos ligantes podem ser estudados em termos
dos principais modos vibracionais das tiossemicarbazonas, sendo v(C=N), v(N-H) e
v(C=S)%%31, Os espectros de absorcdo na regido do infravermelho do ligante e seu
respectivo complexo se encontram ilustrados na Figura 13, os valores das principais

bandas encontradas estéo dispostos na Tabela 3.

Figura 13. Espectros de FTIR para os compostos VPTSC-Ph (azul) e AP-4 (preto).

VPTSC-Ph

AP-4

Transmitancia (%)

| L | L | L | L | L | L |

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Numero de onda (cm™)

Fonte. Autor.

De acordo com o espectro do ligante VPTSC-Ph, bandas fortes entre 3442 —
3298 cm* sdo referentes ao estiramento vN-H do grupo tioamidico, enguanto a banda
de média intensidade em 3155 cm é atribuida ao estiramento assimétrico vN-H
hidrazinico. Ja a banda forte em 1545 cm™ pode ser atribuida ao acoplamento dos
modos vibracionais 6NH+vassC=N, conhecido como acoplamento tioamida I. A banda
de média intensidade em 1594 cm é referente ao estiramento da ligacdo vC=N, o

aparecimento dessa banda indica a formacao do ligante tiossemicarbazona. Além
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disso, foi possivel identificar uma banda fraca em 815 cm, atribuida ao estiramento

simétrico vC=S, tioamida [\/3940.,

A deslocalizagédo eletrbnica das tiossemicarbazonas, propicia o equilibrio
tautomérico, Figura 14. A auséncia de bandas fortes na regido entre 2600 — 2500 cm-

Lindica que os ligantes estédo na forma tautomérica tiona no estado sélido.

Figura 14. Formas tautoméricas (tiona e tiol) de tiossemicarbazonas.

R, R; R, R,

)\ H I!l Tautomerismo )\ |
~ ~ ™ N N
R, N \l-r R, R, we Y \R4

~—
Tiona Tiol

Fonte. Autor.

De acordo com o espectro do complexo AP-4, é possivel observar a auséncia
de bandas caracteristicas de vN-H na regido de 3160 cm, referentes ao grupo
hidrazinico do ligante, sugerindo a desprotonacdo da tiossemicarbazona apols a
complexacdo. J4 o deslocamento dos modos vibracionais SNH+vassC=N em relagao
ao ligante livre (1545 cm™) pode ser observado pela banda forte em 1514 cm™, essa
banda est4 sobreposta a outra banda que é atribuida aos carbonos dos anéis
aromaticos da molécula (que é observada em 1516 cm™ no ligante), Figura a3 (anexo),
causando um aumento de intensidade da banda e evidenciando a complexacéo via

atomo de N iminico.

Outro indicativo da formacdo do complexo N,S-anibnico e da complexacao
através do atomo de enxofre, € o deslocamento da banda atribuida ao estiramento
vC=S para menor nimero de onda no complexo (805 cm™) em relacéo ao ligante livre
(815 cm™)3°, Esse deslocamento pode estar relacionado com a diminuicdo da ordem
de ligacédo do grupamento da tiocarbonila (C=S no ligante para C-S no complexo) e a
formacao de um carater parcial de ligacdo C=N no atomo de nitrogénio da tioamida.
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Tabela 3. Dados obtidos por espectroscopia no IV referente aos ligantes VMTSC-Ph e VPTSC-Ph, e
seus respectivos complexos AP-2 e AP-4.

NUmero de Onda/cm™?

Atribuicdes
VMTSC-Ph AP-2 VPTSC-Ph AP-4

3295™ 3295M 3298M 3295™ vNH
3159m --- 3155™ --- vNH

2959 2929 2930M 2929 vCspsH
1595m 1597™m 1594m 1598™ vC=N
1546™ 1511F 1545F 1514F SNH+vC=Nitioamida |
1131f 1141f 1132™ 1144™m vC-N

815f 803f 815 805 vC=Stioamida Vv

690 690f 691™ 692 oCH

Intensidades: f = fraca; m = média; F = forte

4.2.2 Condutividade molar

Fonte. Autor.

A determinacdo da condutividade molar é fundamental para avaliar o tipo de

eletrdlito que caracteriza os complexos metéalicos em estudo. Por meio dessa técnica,

€ possivel determinar se os complexos se comportam como eletrélitos ou nao

eletrélitos em solucdo. Essa informagdo é essencial para avaliar a estrutura dos

complexos formados, bem como na compreensdo de seu comportamento em

diferentes meios*°.

Os valores de condutividade molar a 25 °C em DMSO estdo dispostos na

Tabela 4. Os dados obtidos foram inferiores a 2,0 uS cm? mol* indicando a natureza

nao eletrolitica dos complexos.
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Tabela 4. Dados de Condutividade Molar para os complexos.

Compostos K/uScmt Av / uS cm?mol?
AP-2 1,82 1,82
AP-4 1,93 1,93

Fonte. Autor.

4.2.3 Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear

A espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN) é a técnica mais
poderosa e amplamente utilizavel para determinag¢es estruturais. Sua importancia
estd na capacidade de fornecer informacbes detalhadas sobre a estrutura e o
ambiente quimico dos atomos em uma molécula, pois a técnica se baseia no estudo
das interacdes entre a radiacdo eletromagnética e os nucleos dos atomos*3.

Na auséncia de um campo magnético externo, 0s spins nucleares se orientam
aleatoriamente, com niveis de energia degenerados entre si. No entanto, quando um
campo magnético externo é aplicado, um préton que esta alinhado com o campo
apresenta o estado de spin a, e o préton que esta alinhado contra o campo ocupa o
estado de spin 3. Com isso, os dois estados de spin possuem diferentes estados
energéticos, apresentando uma diferenca mensuravel de energia (AE)*3°0,

Quando ¢é aplicado uma radiacao eletromagnética sobre um nucleo que ocupa
um estado de spin a, pode ocorrer a absorgao de energia do féton equivalente a AE,
fazendo com que o nucleo mude o estado de spin para B, resultando assim nos
espectros de ressonancia magnética nuclear.

As andlises espectroscopicas referentes as atribuicdes dos espectros de RMN
do ligante VPTSC-Ph foram conduzidas utilizando os esquemas de numeracao

apresentados a seguir, de acordo com a Figura 15.
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Figura 15. Numeracdo empregada para os ligantes.
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Fonte. Autor.

A presenga de um Unico conjunto de sinais nos espectros de RMN de H tanto
das tiossemicarbazonas como dos complexos, indicaram a existéncia de uma Unica

espécie em solucéo, Figura 16.

Figura 16. Espectro de RMN 'H para o ligante VPTSC-Ph em DMSO-ds.
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O hidrogénio hidrazinico (H7), que apresenta maior deslocamento quimico, foi
observado como um singleto em 11,72 ppm, na regido mais desblindada do espectro.
Os hidrogénios na forma de singletos em 10,02 e 8,09 ppm foram atribuidos ao

hidrogénio da tioamida (H5) e ao hidrogénio iminico (H9), respectivamente3® 4°,

Ao que concerne o fragmento derivado da vanilina funcionalizada, observa-se
na regido dos hidrogénios aromaticos, um conjunto de sinais referentes ao anel
aromatico da vanilina (H15, H12 e H11) e do substituinte fenil (H3, H2 e H1) da porcao

da tiossemicarbazona, que estao presentes na faixa de 7,57 — 7,01 ppm.

O singleto observado em 3,83 ppm na regido dos hidrogénios alifaticos,
corresponde aos hidrogénios H22 do grupamento metoxila da vanilina. Os demais
sinais nesta regido em 4,09; 2,66; 2,43; 1,37 e 1,49 ppm foram atribuidos com o auxilio
do experimento TOCSY 1D, os espectros foram adquiridos irradiando as regides de
2,66 e 1,49 ppm, Figura 17.

Figura 17. Expanséo dos espectros de RMN do experiento TOCSY 1D com irradiagéo do sinal em 1,49

ppm para o ligante VPTSC-Ph, em solu¢do de DMSO-ds. Ampliacdo do espectro de RMN *H em
vermelho, espectro de RMN !H que sofreu irradiagdo em preto.
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Fonte. Autor.

Este experimento unidimensional permite a identificacdo de acoplamentos de

hidrogénios, os quais podem estar fortemente ou fracamente acoplados, bem como
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os acoplamentos a longa distancia (3J e 4J), que pertencem a um sistema de spin
isolado??. Sendo assim, a irradiacdo em 1,49 ppm resultou no aparecimento de dois
sinais, um em 2,43 ppm e outro em 1,37 ppm, que se referem aos hidrogénios H19 e
H21, do anel piperidina, o sinal em 1,49 ppm foi atribuido ao hidrogénio H20,

demonstrando que estes hidrogénios compdem um mesmo sistema de spin“e.

Ainda utilizando a mesma técnica, a irradiacdo do sinal em 2,66 ppm mostrou
um conjunto de spin contemplado por dois sinais, em 4,09 ppm e outro em 2,66 ppm.
Com esse resultado, atribuiu-se o sinal em 4,09 ppm sendo o H16 e o sinal em 2,66
como sendo o hidrogénio H17 presentes ao substituinte etil do anel piperidina, Figura
18.

Figura 18. Expanséo dos espectros de RMN do experimento TOCSY 1D com irradiagdo do sinal em

2,66 ppm para o ligante VPTSC-Ph, em solucdo de DMSO-ds. Ampliacdo do espectro de RMN H em
vermelho, espectro de RMN 'H que sofreu irradiacdo em preto.
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Fonte. Autor.

No espectro de 3C observa-se o aparecimento dos sinais caracteristicos de
ligantes tiossemicarbazonas. O sinal em 143,25 ppm foi atribuido ao carbono
azometinico (C9). J4 o sinal presente em 175,68 ppm foi atribuido ao carbono da
tioamida (C6).
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Os sinais presentes na regido dos carbonos aromaticos em 126,74; 122,38;
112,60; 150,11; 149,24 e 109,64 ppm foram atribuidos aos carbonos do anel
aromatico da vanilina, sendo C10, C11, C12, C13, C14 e C15, respectivamente. Ja 0s
sinais nesta regido em 125,35; 128,08 e 126,08 ppm foram atribuidos ao anel
aromatico do substituinte da tiossemicarbazona, sendo estes Cl, C2 e C3,
respectivamente, Figura 19.

Figura 19. Espectro de RMN de 3C do ligante VPTSC-Ph em solu¢gdo de DMSO-de.
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Fonte. Autor.

Os sinais observados em campo blindado em 66,39 e 57,31 ppm foram
atribuidos ao substituinte etil do anel piperidina, sendo estes C16 e C17,
respectivamente. Ja os sinais referentes aos carbonos do anel piperidina presentes
em 54,46, 25,57 e 23,92 ppm foram atribuidos aos carbonos C19, C20 e C21,
respectivamente. O sinal observado em 55,89 foi atribuido ao carbono do grupo
metoxi presente no derivado da vanilina (C22). Os valores dos deslocamentos
quimicos tanto do RMN de 'H quanto de 13C dos ligantes se encontram dispostos nas
Tabelas 5 e 6.

As atribuicOes dos sinais do complexo AP-4 seguiram a numeracgao da Figura
20. Ao analisar o espectro, pode-se observar um Unico conjunto de sinais no espectro,

indicando a existéncia de uma Unica espécie em solucéo. 23qg2
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De acordo com o espectro, pode-se constatar que o complexo se encontra com
carga neutra, e que o ligante se apresenta como N,S-anibnico, como verificado
previamente nos trabalhos do grupo de pesquisa ao empregar a mesma metodologia
de sintese!43°. Tal fendbmeno pode ser observado a partir do desaparecimento do sinal

tipico de hidrogénio hidrazinico (H7, no ligante).

Com o auxilio do experimento de RMN de 3C, bem como da andlise de
correlagdes heteronucleares *H-3C via mapas de contorno HSQC e HMBC (Anexo),
pode-se verificar a formacéo do grupo iminotiol a partir do deslocamento do sinal do
carbono C6 para a regidao mais blindada do espectro, sendo observado em 175,68
ppm para o ligante e em 172,18 ppm. A blindagem desse carbono pode estar
relacionada pelo enfraquecimento da ligacdo C=S, como evidenciado pelo espectro
de FTIR.

A coordenacao do nitrogénio iminico foi evidenciada através do deslocamento
do H9 para uma regido mais blindada do espectro em relacdo ao ligante livre (7,89
ppm e 8,09 ppm, respectivamente). Apesar do RMN de H ter fornecido ajuda para a
compreensao da coordenacdo do atomo de N ao metal, infelizmente o sinal de tipico

do grupo iminico no espectro de RMN de 13C néo foi detectado.

Figura 20. Numeracdo empregada para os complexos.
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Fonte. Autor.
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Figura 21. Espectro de RMN *H para o complexo AP-4 em CDCls.
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Fonte. Autor.

O sinal do hidrogénio da tioamida, H5 em forma de singleto se encontra mais
deslocado para regido de campo alto em relagéo ao ligante livre, em 6,81 ppm. Os
sinais dos hidrogénios H1 (7,04 ppm) e H3 (7,46 ppm), bem como os carbonos C1
(123,90 ppm) e C3 (120,79 ppm) se encontram deslocados para a regido de campo
baixo de seus respectivos espectros em relacdo ao ligante livre, possivelmente devido
a ativacdo das posicdes orto e para do anel do substituinte da porcdo da
tiossemicarbazona. Na Tabela 5, encontram-se as atribuicées dos sinais encontrados

nos espectros de H do ligante e de seu respectivo complexo.
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Figura 22. Espectro de RMN de 13C do complexo AP-4 em solugéo de CDCls.
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Fonte. Autor.

Em relacdo aos grupamentos alifaticos da molécula, ndo houve variacdes
significativas nos deslocamentos dos sinais dos hidrogénios e carbonos apdés a
coordenacao. As atribuicdes para os sinais de carbono estéo dispostas na Tabela 6.

Tabela 5. Atribuicdo dos sinais para os espectros de RMN 'H para os ligantes tiossemicarbazonas e
seus complexos.

Atribuicéo RMN H (8 ppm)
VMTSC-Ph* AP-2* VPTSC-Ph* AP-4#
1 7,21™ 7,02™ 7,21M 7,04t
3J=7,3 Hz
2 7,37M 7,30M 7,37M 7,28M
3 7,57T™ 7,58™ 7,57M 7,464
3J=7,8Hz
5 10,023 9,66° 10,023 6,815
7 11,72¢ --- 11,725 ---
9 8,09° 7,96° 8,09 7,89°
11 7,27% 7,58M 7,269 7,359
4J=2,0Hz 4J =19 Hz 4J =19 Hz
3] =8,4 Hz 3J =8,3 Hz 3J =8,5 Hz
12 7,024 7,02™ 7,014 6,83
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16

17

19
20

21
22

3 =8,4 Hz
7,57™M
4,11t

3J=6,8Hz
2,70t

3 =6,8 Hz
2,480
3,57

3 =6,0 Hz

3,83°

7,58M
4,141

3J=6,9Hz
2,69t

3J =6,9Hz
2,460
3,56

3 =5,7 Hz

3,48°

3J =8,3 Hz
7,57M
4,09

3J=7,0Hz
2,66!

3J=7,0Hz
2,430
1,49™

1,37
3,83°
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7,49°
4,17t
3J=75Hz
2,81!
3J=7,5Hz
2,500"
1,60m

1,44
3,48°

*em DMSO-ds; # em CDClIs; s = singleto; d: dubleto; t = tripleto; m = multipleto; br = largo

Fonte. Autor.

Tabela 6. Atribuicdo dos sinais para os espectros de RMN 13C para os ligantes tiossemicarbazonas e

seus complexos.

Atribuicéao

© o b~ W DN P

RMN 13C (5 ppm)

VMTSC-Ph* AP-2* VPTSC-Ph* AP-4#
125,36 122,58 125,35 123,90
128,09 128,71 128,08 129,34
126,10 119,78 126,08 120,79
139,19 140,75 139,19 140,37
175,69 171,48 175,68 172,18
143,23 114,71 143,25 114,94
126,82 125,19 126,74 125,84
122,35 119,78 122,38 127,55
112,66 112,12 112,60 111,89
150,04 150,89 150,11 151,61
149,27 148,15 149,24 149,04
109,64 126,93 109,64 120,79

66,19 66,14 66,39 66,92
56,95 56,84 57,31 57,82
53,68 53,65 54,46 55,43
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20 b 66,18 25,57 26,22
21 --- --- 23,92 24,46
22 55,90 55,53 55,89 56,29

** = nao detectado
Fonte. Autor.

4.2.4 Difracéo de raios X por monocristal

A difracdo de raios X por monocristal é uma técnica crucial utilizada para
determinacao da estrutura tridimensional de compostos solidos cristalinos. O objetivo
principal da técnica é identificar as posicOes espaciais dos atomos no cristal,
permitindo a reconstrucéo precisa da estrutura molecular. A difracdo de raios X por
monocristal fornece informacdes detalhadas sobre os parametros geométricos das
moléculas, como comprimentos e angulos de ligacdo, além de dados sobre a
distribuicdo de densidade eletronica ao longo da estrutural439,

Através da difratometria de raios X do complexo AP-4, foi possivel identificar
que o composto obtido € um complexo mononuclear de Ni", Figura 23. Os dados
referentes a coleta de dados, refinamento e parametros do cristal e cela unitaria

encontram-se na Tabela al (Anexo).

Figura 23. Estrutura cristalina do complexo AP-4.

Fonte. Autor.
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As reflexdes coletadas pela difracdo de raios X para o composto identificaram
uma rede de Bravais do tipo monoclinica centrada em P, a = 15.8150(2) A, b =
9.08710(10) A, ¢ = 16.6141(2) A, p = 117.503(2)°, tendo sua estrutura cristalina
determinada no grupo espacial P2:1/n (N° 14) e com sua cela unitaria contendo
unidades assimétricas (Z = 4). Os indices R finais, (I > 20(l)), resultaram em R; =
0.0415 e wR2 = 0.1156.

A estrutura molecular do composto pode ser identificada como um complexo
mononuclear de Ni", tetracoordenado em um ambiente quadratico planar e dois
ligantes tiossemicarbazonas aniénicos coordenados de maneira bidentada (N?,S*-
doador) na configuragdo trans. O ambiente tetracoordenado € comprovado pelos
valores de angulos de ligacdo N2!-Ni-N2 (180.00(9)°) e S1-Ni-S1%(180.00(2)°). Os
valores de distancias de ligacdo para Ni-N2 (1.9244(15) A) e Ni-S1(2.1726(5) A),
respectivamente, sdo comparaveis aos observados na estrutura do complexo
[Ni(cTSC)2] (Ni-N1 = 1.9095(13); Ni-S1 = 2.1580(5) A)5L. Além disso, a distancia de
ligagdo C=S, 1.7416(18) A, indica a diminuicdo da ordem de ligacdo devido a
complexacdo, sendo que em tiossemicarbazonas livres, a ligagdo C=S apresenta

valores de distancia de ligacdo em torno de 1,6 A.

4.2.5 Comportamento em solucdo dos complexos

Para a realizacao de ensaios in vitro, torna-se essencial investigar a integridade
dos complexos metalicos em solucéo. A estabilidade desses compostos €é evidenciada
quando ndo se observam alterac6es no nucleo de coordenacao da espécie, como a
dissociacao ou a substituicdo de ligantes, sob as condicfes experimentais aplicadas.

Devido a baixa solubilidade dos complexos em agua, utiliza-se o solvente
dimetilsulféxido (DMSO) para solubiliza-los nos ensaios de avaliagdo de viabilidade
celular. Entretanto, o DMSO apresenta natureza coordenante, o que implica que a
solubilizacdo dos complexos nesse solvente pode resultar em substituicdes de

ligantes, originando outras espécies quimicas.

Com o propdsito de investigar a estabilidade dos compostos AP-2 e AP-4 em
solucéo, foram obtidos espectros de RMN de 'H nos intervalos de 0, 24 e 48 horas
apos o preparo das solucdes. Esse periodo foi selecionado por corresponder ao tempo

de incubacdo convencionalmente utilizado nos ensaios de viabilidade celular®?. Os
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espectros relativos ao experimento de comportamento em solucdo de AP-4 estédo
apresentados na Figura 24.

Figura 24. Estudo de estabilidade em solucéo para o complexo AP-4 em DMSO-ds nos intervalos de
tempo de Oh (vermelho), 24h (verde) e 48h (azul).
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Fonte. Autor.

Conforme ilustrado na Figura 24, nos experimentos de RMN dependentes do
tempo, ndo foram identificadas alteracbes nos deslocamentos ou multiplicidades dos
sinais de ressonancia dos prétons durante o periodo de analise, indicando que nao

houve a troca de ligantes com o solvente DMSO-ds.

4.3 Ensaios Bioldgicos

4.3.1 Avaliacao da atividade antiproliferativa

O ensaio colorimétrico de MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)2,5-difenil brometo de
tetrazélio) € uma técnica amplamente utilizada para avaliar a viabilidade celular. Esse
método consiste na capacidade das células viaveis de reduzir o MTT (coloragéo
amarelada) a moléculas insoliveis de formazan (coloracdo arroxeada). Essa
conversdo € realizada por enzimas desidrogenases mitocondriais de células

metabolicamente ativas. A quantidade de formazan formado é proporcional ao nimero
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de células viaveis, podendo ser quantificada por meio da obtencéo da absorbancia.
Assim, quanto menor a concentracdo de formazan gerado, menor € o numero de
células viaveis, indicando uma maior inibicdo da linhagem celular pelo composto

estudado®?,

Figura 25. Reducdo do MTT via enzimas desidrogenases.
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Fonte. Autor. Criado com biorender.

Os dados de viabilidade celular podem ser expressos pela atividade
antiproliferativa da molécula em estudo, onde o valor de ICso representa a
concentracdo necessaria da espécie para inibir 50% da linhagem celular, seja de
linhagens tumorais ou ndo tumorais.

Para os ligantes e os complexos de Ni", os valores obtidos de ICso frente as
linhagens celulares tumorais A549, MCF-7, MDA-MB-231 e SKBr-3 e nao tumorais
MRC-5 e MCF-10A encontram-se na Tabela 7. Utilizou-se a cisplatina como

referéncia.
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Tabela 7. Atividade antiproliferativa in vitro dos compostos as linhagens tumorais A549, MCF-7, MDA-
MB-231, SKBr-3 e nédo tumorais MRC-5 e MCF-10A.

ICs0 (M)
Compostos MRC-5 A549 MCF-7 SKBr-3 MD;;QAB' MCF-10A
VMTSC-Ph 26,45+1,72 28,62+1,28 64,49+1,32 52,34+1,15 55,47+1,26 >100
VPTSC-Ph 33,69+0,17 >100 >100 29,31+0,28 45,04+6,21 >100

AP-2 8,09+1,04 24,45+2,10 11,31+0,60 27,01+0,13 33,23+0,70 17,79+0,17
AP-4 15,49+1,18 6,44+0,03 48,61+1,66 8,72+1,65 21,01+0,10 7,90+0,32
Cisplatina 12,86+0,42 23,36+0,42 49,60+3,69 13,98+0,49 43,85+2,4 28,81+5,84

Fonte. Autor.

Ao analisar os valores obtidos de ICso obtidos para os ligantes e seus
respectivos complexos, nota-se que a coordenacédo dos ligantes tiossemicarbazonas
ao Ni' aumentou a atividade antiproliferativa dos complexos, exceto para a linhagem
tumoral de mama MCF-7 (VPTSC-Ph = 40,88+0,87 uM e AP-4 = 48,61+1,66 uM).
Todos os ligantes apresentaram valores de ICso maiores que a cisplatina em todas as
linhagens celulares, com excecdo do ligante VPTSC-Ph (40,88+0,87 puM) que
apresentou um valor menor que a cisplatina (49,60£3,69 uM) para a linhagem MCF-
7.

Enquanto que para os complexos metélicos, pode-se observar que as suas
atividades foram afetadas pelo substituinte R (R = CH20u O) no fragmento da vanilina
funcionalizada. O composto AP-2 demonstrou maior atividade frente a linhagem
tumoral de mama MCF-7 (11,31+0,60 pM) em relagéo a cisplatina (49,60+3,69 uM) e
foi aproximadamente quatro vezes mais citotéxico que AP-4 (48,61+1,66 uM),
apresentando assim maior atividade antitumoral dentre todos os compostos
sintetizados. Na linhagem tumoral MDA-MB-231, AP-2 apresentou maior atividade
gue o farmaco padrdo cisplatina (43,85+2,4 uM). Em relacdo as outras linhagens
tumorais, AP-2 apresentou uma atividade similar a cisplatina para A549 (AP-2 =
24,45+2,10 uM; cisplatina = 23,36+£0,42 uM). O composto AP-2 demonstrou ser
menos ativo frente a linhagem SKBr-3 (27,01+0,13 uM) em relagéo ao farmaco padréao
(13,98+0,49 puM). Nas linhagens nao tumorais, AP-2 demonstrou ser mais toxico em
relacdo a cisplatina, no entanto, foi aproximadamente duas vezes menos toxico que
AP-4 para a linhagem MCF-10A (AP-2 = 17,79+0,17 uM; AP-4 = 7,90£0,32 uM).

Ja o complexo AP-4 demonstrou ser mais citotoxico que a cisplatina nas
linhagens tumorais A549 (AP-4 = 6,44+0,03 uM; cisplatina = 23,36+0,42 uM) e SKBr-
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3 (AP-4 = 8,72+1,65 uM; cisplatina = 13,98+0,49 uM), e aproximadamente quatro
vezes mais citotoxico que AP-2 na linhagem tumoral de pulméo e aproximadamente
trés vezes mais ativo que AP-2 na linhagem tumoral SKBr-3. Na linhagem tumoral
MDA-MB-231, AP-4 (21,01+0,10 uM) apresentou aproximadamente duas vezes mais
atividade que o farmaco padrdo cisplatina (43,85+2,40 uM), e em relacdo ao AP-2,
também apresentou maior atividade antitumoral. Em relacdo a células hormdnio-
sensitivas MCF-7, o complexo AP-4 (48,61+1,66 uM) apresentou valores semelhantes
a cisplatina (49,60+3,69 uM). Na linhagem néo tumoral MRC-5, AP-4 (15,49+1,18 uM)
demonstrou uma atividade ligeiramente menor que a cisplatina (12,86+0,42 uM). Ja
na linhagem nao tumoral de mama (MCF-10A), AP-4 (7,90+0,32 uM) apresentou ser
mais citotoxico que o metalofarmaco padrao (28,81+5,84 uM).

Ao comparar os complexos sintetizados com 0s compostos andalogos
reportados por Farias et al.'* e Moura3®, nota-se que tanto o centro metdlico, quanto
os ligantes contribuiram para diferentes atividades antiproliferativas. Em relacéo a
troca de ligantes, e mantendo o centro metalico, percebe-se que a atividade frente as
células tumorais de mama MCF-7, foi maior para os complexos contendo ligantes
derivados do cinamaldeido [Ni(R’-cTSC)2], (R’ = Me: 13,11+1.1 yM e R’ = Et:
3,70%0,64 uM), e a atividade antitumoral também foi maior para a linhagem tumoral de
pulméo (A549), (R’ = Me: 1,96+0,26 uM e R’ = Et: 1,06+£0,15 pM). No entanto, para a
linhagem nao tumoral de pulmdo (MRC-5), os complexos de Farias et al.l4
Demonstram ser menos citotoxicos que os complexos sintetizados neste trabalho, (R’
= Me: 23,16+1,18 uM e R’ = Et: 23,16+0,82 uM), tais resultados sugerem que 0s
ligantes escolhidos, desempenham um papel fundamental no desenvolvimento de
novos metalofarmacos.

Em relacdo aos complexos de Moura®®, [Pd(R’-vTSC-Ph)2], o complexo AP-4
(6,44+0,03 uM) apresentou atividade semelhante aos complexos reportados na
literatura para a linhagem tumoral A549, R’ = N-etilpiperidina: 7,92+1,05 uM e R’ = N-
etilmorfolina: 3,16+0,48 uM. Para as linhagens tumorais MCF-7 (R’ = N-etilpiperidina:
7,52+0,45 uM e R’ = N-etilmorfolina: 3,42+0,97 uM) e MDA-MB-231 (R’ = N-
etilpiperidina: 6,46+0,40 uM e R’ = N-etilmorfolina: 3,12+0,22 pM), 0os complexos
reportados por Moura3®®, foram mais ativos que os complexos AP-2 e AP-4. J4 na
linhagem nédo tumoral de pulmdo (MRC-5), os complexos de Moura®® foram mais
citotoxicos (R’ = N-etilpiperidina: 1,80+£0,12 uM e R’ = N-etilmorfolina: 0,88+0,10 pM)
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que os complexos obtidos neste trabalho, evidenciando que a troca do centro metélico
também influencia na atividade antitumoral dos complexos metalicos.

Ja em complexos quadraticos planares de niquel(ll) contendo ligantes
derivados da zingerona (ICso > 50 uM)°3, os complexos AP-2 e AP apresentaram
maior atividade antitumoral frente a linhagem tumoral MCF-7, sugerindo que o0s
ligantes derivados da vanilina possam estar diretamente relacionados ao efeito
antitumoral dos complexos obtidos.

O indice de seletividade (IS), Tabela 8, foi determinado pela razédo entre os
valores de ICso nas células MRC-5 e A549 para ISP (indice de seletividade para as
células de pulméo) e para os valores de ISM (indice de seletividade frente as células
de mama) foi calculado pela razdo entre os valores de ICso nas células MCF-102 e
MCF-7. Os ligantes VMTSC-Ph (ISM = 1,55) e VPTSC-Ph (ISM = 2,44) bem como o
complexo AP-2 (ISM = 1,55) exibiram maiores valores de indice de seletividade frente
as células de mama em relacdo ao farmaco padrdo cisplatina (ISM = 0,58). J4 o
complexo AP-4(ISP = 2,40) apresentou maior indice de seletividade frente as células

de pulméao em relacéo a cisplatina (IS = 0,55).

Tabela 8. indices de seletividade (IS) ISP = ICsomrc-5) / ICsoasag); I1SM = 1Csovcr-104) / IC50McE-7).
IS

Compostos ISP ISM

VMTSC-Ph 0,92 1,55

VPTSC-Ph 0,33 2,44

AP-2 0,33 1,57

AP-4 2,40 0,16

Cisplatina 0,55 0,58
Fonte. Autor.

Com a finalidade de entender possiveis interacdes entre os complexos
metalicos e possiveis alvos bioldgicos, empregou-se técnicas espectroscopicas como
a titulacao espectrofotométrica com o ctDNA e supressao da fluorescéncia utilizando
a sonda Hoechst 33258.

4.3.2 Ensaios de Interacdao com DNA
Diversas moléculas pequenas, com capacidade de se ligarem ao DNA
gendmico, tém apresentado eficacia como agentes quimioterapicos contra ceélulas

tumorais, microrganismos patogénicos e virus. O DNA representa o alvo
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farmacologico de uma extensa gama de farmacos atualmente empregados em
praticas clinicas ou em estagios avancados de testes clinicos. A ideia de atingir o DNA
para modular as fungdes celulares, seja através da modulacédo da expressao génica
ou da interferéncia na replicacdo, revela-se logicamente fundamentada e

conceitualmente simples!’: %4,

O DNA é um biopolimero linear composto por nucleotideos que estdo unidos
por ligacbes fosfodiéster, sendo capaz de armazenar e transmitir a informacao
genética dentro da célula. A cadeia de acucar-fosfato, que € carregada
negativamente, € hidrofilica e se encontra exposta a solugcdo aquosa do meio
intracelular. Por outro lado, as bases nitrogenadas, que séo planares e possuem
carater lipofilico, orientam-se para o interior da dupla-hélice®. A disposicdo das
ligacdes no DNA resulta na formacéo de dois sulcos, conhecidos como sulco maior e
menor. A estrutura supramolecular da hélice dupla é estabilizada por diversas forcas
nao-covalentes, como ligagcdes de hidrogénio e interagbes TI-TT entre as bases
nitrogenadas, além da atracdo eletrostatica entre as cadeias acuUcar-fosfato

(negativas) e os cations presentes na solugéo!’-,

Figura 26. Representacdo da estrutura do DNA.
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Fonte. Autor.

Dada a complexidade estrutural dessa biomolécula, a interagcdo entre uma
molécula pequena e o DNA, Figura 27, pode ocorrer de diversos modos, entre eles a

intercalag&o entre os pares de bases nitrogenadas (A), interac&o via sulcos maior e/ou
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menor (B), interacdo eletrostatica com os grupos fosfato (C), ligagdo covalente via
grupos fosfatos (D) e/ou via a&tomo de nitrogénio das bases nitrogenadas'# 17 56,

Figura 27. Modos de interacdo entre moléculas e o DNA.
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Fonte. Autor.

Diversas metodologias tém sido empregadas para investigar as interacgoes,
tanto covalentes quanto ndo-covalentes, entre moléculas pequenas e o DNAS657,
Dentre as técnicas conhecidas, no ambito dessas abordagens, a espectroscopia de
absorcao eletronica destaca-se como uma das mais amplamente utilizadas, visto que
proporciona informacdes preliminares importantes. O espectro de absor¢cédo no UV-
Visivel do DNA exibe uma banda intensa e larga na regido do ultravioleta (UV),
apresentando um pico maximo em 260 nm. Esta banda € influenciada pelas transi¢des
eletrbnicas dos cromoforos presentes nas purinas (adenina e guanina) e pirimidinas

(citosina e timina).

A investigacdo da interacdo com o DNA pode ser conduzida por meio da
comparacao entre os espectros da molécula pequena, do DNA livre e do complexo
DNA/molécula pequena. Alteracées na banda do DNA e nas absor¢des do complexo
sao observadas quando ocorre algum tipo de interacdo. Portanto, esse tipo de analise
requer o acompanhamento de uma dessas bandas a medida que aliquotas de
solugbes, com concentracdo crescente de DNA, s&o adicionadas a uma solucdo

contendo uma concentracéo constante do complexo”:49,

Mudancas na estrutura de dupla hélice do DNA resultam em efeitos

hipercrémicos ou hipocromicos. A desestabilizacdo da estrutura secundaria provoca
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um aumento na absorbancia (hipercromismo), enquanto a estabilizacdo é
caracterizada por uma diminui¢cdo na absorbancia (hipocromismo). Esses efeitos séo
originados por interagGes eletrostaticas ou de intercalacdo®®. Geralmente, a
intercalacdo de uma molécula com o DNA resulta em um notavel hipocromismo e
desvio batocrémico no maximo de absorcdo em compara¢cdo com o complexo livre.
Em contrapartida, compostos que interagem de fracamente com o DNA apresentam

um efeito hipocrémico menos pronunciado.

Diversas metodologias tém sido empregadas para investigar as interacoes,
tanto covalentes quanto ndo-covalentes, entre moléculas pequenas e o DNAS657,
Dentre as técnicas conhecidas, no ambito dessas abordagens, a espectroscopia de
absorcao eletronica destaca-se como uma das mais amplamente utilizadas, visto que
proporciona informacdes preliminares importantes. O espectro de absorcdo no UV-
Visivel do DNA exibe uma banda intensa e larga na regido do ultravioleta (UV),
apresentando um pico maximo em 260 nm. Esta banda é influenciada pelas transi¢des
eletrébnicas dos cromoforos presentes nas purinas (adenina e guanina) e pirimidinas

(citosina e timina).

A investigacdo da interacdo com o DNA pode ser conduzida por meio da
comparacao entre os espectros da molécula pequena, do DNA livre e do complexo
DNA/molécula pequena. Alteracées na banda do DNA e nas absor¢des do complexo
sdo observadas quando ocorre algum tipo de interacdo. Portanto, esse tipo de anélise
requer o acompanhamento de uma dessas bandas a medida que aliquotas de
solugdes, com concentracdo crescente de DNA, sédo adicionadas a uma solucao

contendo uma concentracéo constante do complexo”4°,

Mudancas na estrutura de dupla hélice do DNA resultam em efeitos
hipercrémicos ou hipocrémicos. A desestabilizagdo da estrutura secundaria provoca
um aumento na absorbancia (hipercromismo), enquanto a estabilizacdo é
caracterizada por uma diminuicdo na absorbancia (hipocromismo). Esses efeitos sao
originados por interacdes eletrostaticas ou de intercalacdo®. Geralmente, a
intercalacdo de uma molécula com o DNA resulta em um notavel hipocromismo e
desvio batocrémico no maximo de absor¢cdo em comparagcdo com o complexo livre.
Em contrapartida, compostos que interagem de fracamente com o DNA apresentam

um efeito hipocromico menos pronunciado.
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4.3.2.1 Titulagdo Espectrofotométrica

Para avaliar a afinidade e os possiveis modos de interacao entre os complexos
de niquel ao DNA, foram conduzidos ensaios de titulacdo espectrofotométrica com
DNA. Os espectros de UV-Vis dos compostos foram obtidos na auséncia e presenca
de concentracdes crescentes de ctDNA, Figura 28.

Figura 28. Diferentes razdes molares entre ctDNA e AP-4, [20 uM] e [DNA] =0 — 60 pM] e determinagéo
da constante de ligacdo Kb a partir da correlacao linear de Benesi-Hidelbrand.
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Apoés a adicdo do ctDNA, observou-se que o aumento da concentracdo do
ctDNA resultou em um efeito hipocromico de aproximadamente 32,7% da intensidade
da absorbancia sem desvio significativo da banda em 373 nm. A avaliacdo da
magnitude da afinidade de ligacdo entre um complexo metalico e o DNA pode ser
realizada por meio dos valores das constantes de ligagcdo (Kn). De acordo com a
literatura, compostos intercaladores classicos e metalo-intercaladores geralmente
exibem valores de Kby situados no intervalo entre 10° a 107 M. Valores inferiores a
essa faixa sugerem a ocorréncia de outros modos de ligacdo ndo covalente entre o

DNA e uma molécula pequena®’.

A constante de ligacéo Ky foi calculada de acordo com a equacdo de Benesi-
Hildebrand (Equacéo 1). A constante Ky encontrada para o composto AP-4 foi de
6,26x10*M1, que é inferior aos valores apresentados por compostos intercaladores
(brometo de etidio, 4,94x10° M1) e metalo-intercaladores classicos, sugerindo que o

complexo interage fracamente com o ctDNA.

A constante de ligagéo Kb foi calculada de acordo com a equacgéo de Benesi-
Hildebrand (Equacgédo 1). A constante Ky encontrada para o composto AP-4 foi de
6,26x10*M1, que é inferior aos valores apresentados por compostos intercaladores
(brometo de etidio, 4,94x10° M1) e metalo-intercaladores classicos, sugerindo que o

complexo interage fracamente com o ctDNA.

A adicao de ctDNA ao complexo AP-2 resultou um efeito hipocrémico na banda
de 347 nm, no entanto, o valor de hipocromismo foi aproximadamente de 39,6%,
Figura 29. O valor obtido de Kb (3,01x10*M1) indicou que o complexo néo interage

fortemente com o DNA.
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Figura 29. Diferentes razdes molares entre ctDNA e AP-2, [20 uM] e [DNA] =0 — 60 uM] e determinagéo
da constante de ligacdo Kb a partir da correlacéo linear de Benesi-Hidelbrand.
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4.3.2.2 Ensaio de competicdo com Hoechst 33258

16

O uso de sondas para investigar interacdes entre uma determinada espécie e

o DNA tem se mostrado uma estratégia eficaz. A molécula Hoechst 33258 (H33258),

Figura 30, é uma sonda que se liga especificamente ao sulco menor do DNA na

conformacao B, preferencialmente em regides com quatro ou cinco pares de bases

adjacentes de adenina-timina (A-T), por meio de interacdes eletrostaticas, forcas de

van der Waals e ligagGes de hidrogénio?°-58,
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Figura 30. Férmula estrutural Hoechst 33258 (a), interacdo da sonda com o DNA (b).

OH

Fonte. Autor.

A aplicacao do Hoechst 33258 como ferramenta investigativa para a interagao
de novas espécies com o DNA deve-se a intensificacdo da emisséo de fluorescéncia
observada quando o aduto H33258-DNA é formado®8. Assim, a fluorescéncia de um
sistema contendo a sonda e a biomolécula de interesse € monitorada conforme ocorre
a adicdo dos compostos AP-2 e AP-4 (0-60 upM), Figura 31 e Figura 32,

respectivamente.
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Figura 31. Espectro de emissao de fluorescéncia do Hoechst 33258-ctDNA com concentracdes
de AP-2 variando entre 0-60 puM.
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Figura 32. Espectro de emisséo de fluorescéncia do Hoechst 33258-ctDNA com concentracdes de AP-
4 variando entre 0-60 uM.
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Como pode ser observado, a intensidade de fluorescéncia do Hoechst-ctDNA
em 458 nm diminuiu aproximadamente 82% na presenca de AP-2 e aproximadamente

90% apos a adicdo de AP-4, evidenciando que os complexos podem se ligar ao ctDNA
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e deslocar a sonda do sulco menor, porém, os complexos se ligam fracamente ao
ctDNA, pois na presenca de excesso de AP-2 e AP-4, a fluorescéncia do aduto

Hoechst-ctDNA néo é completamente suprimida.
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5 CONCLUSAO

Neste trabalho foram sintetizados dois ligantes tiossemicarbazonas derivados
da vanilina e dois novos complexos de niquel(ll) do tipo bisquelato [Ni(L)z]. Todos os
compostos obtidos foram devidamente caracterizados utilizando técnicas
espectroscopicas, como espectroscopia vibracional na regido do infravermelho e
espectroscopia de RMN. Adicionalmente, a estrutura molecular e cristalina do
complexo AP-4 foi determinada via difragéo de raios X por monocristal, na qual esta
técnica revelou a estrutura mononuclear do composto, indicando um ambiente
quadratico-planar ao redor do metal e a presenca de dois ligantes VPTSC-Ph

coordenados de maneira N,S-anidnica na configuracao trans.

Estudos de comportamento em solugdo de DMSO-ds no periodo de 48h
indicaram que os complexos mantém sua estrutura intacta, indicando que os
complexos sdo espécies estaveis em solucao, possibilitando assim a realizacdo de
estudos biofisicos/bioquimicos envolvendo os compostos.

A citotoxicidade in vitro dos ligantes e de seus complexos foi avaliada pelo
método do MTT, frente as linhagens celulares tumorais A549, SKBr-3, MCF-7 e nédo
tumorais MRC-5 e MCF-10A, destacando-se o complexo AP-2 por apresentar maior
citotoxicidade frente as células tumorais de mama de MCF-7 (11,31+0,60 uM) em
relacdo ao farmaco padrao cisplatina (49,60+3,69 uM). AP-4 demonstrou ser mais
citotoxico do que a cisplatina nas linhagens tumorais A549 (6,44+0,03 pM), SKBr-3
(8,72+1,65 uM) e MDA-MB-231 (21,0101 pM). A partir desses resultados, nota-se
gue o centro metalico, bem como os ligantes e seus substituintes, desempenharam

papeis significativos na atividade antitumoral dos complexos sintetizados.

Estudos de interages entre os complexos com o ctDNA indicaram que AP-2 e
AP-4 podem interagir com a biomolécula. Os ensaios de titulagéo espectrofotométrica
mostraram que a interacdo € fraca e ocorre por um mecanismo distinto da
intercalacdo. Ensaios de competicio com o Hoechst 33258 revelaram que os
complexos sdo capazes de deslocar a sonda do sulco menor do ctDNA, no entanto,
AP-2 e AP-4 demonstraram ser ligantes mais fracos que o corante. Através desses
resultados, conclui-se que outros alvos intracelulares sdo também importantes para a

atividade dos complexos.
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Figura al. Espectros de FTIR para os compostos VMTSC-Ph (azul) e AP-2 (preto).
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Figura a2. Ampliacédo dos espectros de FTIR para os compostos VMTSC-Ph (azul) e AP-2 (preto).
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Figura a3. Ampliacéo dos espectros de FTIR para os compostos VPTSC-Ph (azul) e AP-4
(preto).
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Figura a4. Espectro de RMN !H para o ligante VMTSC-Ph em DMSO-ds.
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Figura a5. Espectro de RMN 13C para o ligante VMTSC-Ph em DMSO-ds.
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Figura a6. Numeracdo empregada para o complexo AP-2.
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Figura a7. Espectro de RMN 'H para o complexo AP-2 em DMSO-ds.

9pP-0OSKWa 05°T ~
B
- 69C
 sve — —
o~ o 95t
2 -
[T PP

7.0 69

7.1

T
7.2

2
o
M
~
‘I‘(
T
7.3

7.4
ppm

T
7.5

3/11
4]
n
M~
!
76

78 7.7

T
7.9

i 99'6 —

66'T

“£6'T

860

T
3.0

T
3.5

T
4.0

T
4.5

T
5.0

T
5.5

T
6.0

T
6.5

7.5

T
8.0

T
8.5

T
5.0

T
9.5

ppm

Fonte. Autor.

Figura a8. Espectro de RMN 13C para o complexo AP-2 em DMSO-ds.
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Figura a9. Mapas de contorno HSQC e HMBC H-13C do complexo AP-2 em DMSO-ds.
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Figura al0.

Mapas de contorno HSQC e HMBC H-13C do complexo AP-4 em CDCls.
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Figura all. Estudo de estabilidade em solucdo para o complexo AP-2 em DMSO-ds nos intervalos de

tempo de Oh (vermelho), 24h (verde) e 48h (azul).
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Tabela al. Dados do cristal, da coleta e do refinamento para o complexo AP-4.

C22H27N4Ni050025 Z=4
M; =25875 F(000) =932
Monoclinico, P21/n Deate/ g cm?®1.383

a=15.8150(2) A

Mo Ko radiation, A = 1.542 A

b=9.08710(10) A

u=2.011 mm™

c=16.6141(2) A

T=100 K

B =117.503(2)°

0.08x0.05x0.03 mm?

V=2117.82(6) A3

25875 measured reflections

Omax = 70.032°, Omin = 5.262°




4010 independent reflections h=19
3676 reflections with 1> 20(I) k=11
Rint = 0.038 1=20
Refinement on F2 0 restraints

Fonte. Autor.

91



	0042b64157e83b80e3aee7ca7d84c02f3f6d072392df56d99706414ea67e8092.pdf
	4939f673550313f3362344339737f502f6e8b6f90071f253944f7a78dd2c15f0.pdf
	0042b64157e83b80e3aee7ca7d84c02f3f6d072392df56d99706414ea67e8092.pdf
	DADOS CURRICULARES
	LISTA DE TABELAS
	1.1 Câncer..........
	1.2 Câncer de mama
	1.3 Antineoplásicos à base de platina
	1.4 Níquel
	1.5 Tiossemicarbazonas
	1.6 Hipótese
	2.1 Objetivos específicos
	3.1 procedência de solventes e reagentes
	3.2 instrumentação
	3.3 difração de raios x de monocristal
	3.4 Síntese dos precursores derivados da vanilina e ligantes tiossemicarbazonas
	3.5 Síntese dos complexos
	3.6 Ensaio de estabilidade em solução
	3.7 Atividade citotóxica in vitro
	3.7.1 Diluição dos compostos
	3.7.2 Linhagens celulares
	3.7.3 Ensaio de viabilidade celular – Ensaio de MTT

	3.8 Ensaios de interação com o ctdna
	3.8.1 Titulação Espectrofotométrica
	3.8.2 Ensaios de competição com Hoechst 33258

	4.1 Síntese dos ligantes tiossemicarbazonas
	4.2 Caracterização
	4.2.1 Espectroscopia vibracional na região do infravermelho
	4.2.2 Condutividade molar
	4.2.3 Espectroscopia de ressonância magnética nuclear
	4.2.4 Difração de raios X por monocristal
	4.2.5 Comportamento em solução dos complexos

	4.3 Ensaios biológicos
	4.3.1 Avaliação da atividade antiproliferativa
	4.3.2 Ensaios de Interação com DNA
	4.3.2.1 Titulação Espectrofotométrica
	4.3.2.2 Ensaio de competição com Hoechst 33258

	1 INTRODUÇÃO
	1.1 Câncer
	1.2 Câncer de mama
	1.3 Antineoplásicos à base de platina
	1.4 Níquel
	1.5 Tiossemicarbazonas
	1.6 Hipótese

	2 OBJETIVOS
	2.1 Objetivos específicos
	1.1

	3 MATERIAIS E MÉTODOS
	3.1 Procedência de solventes e reagentes
	3.2 Instrumentação
	3.3 Difração de raios x de monocristal
	3.4 Síntese dos precursores derivados da vanilina e ligantes tiossemicarbazonas
	3.5 Síntese dos complexos
	3.6 Ensaio de estabilidade em solução
	3.7 Atividade citotóxica in vitro
	3.7.1 Diluição dos compostos
	3.7.2 Linhagens celulares
	3.7.3 Ensaio de viabilidade celular – Ensaio de MTT

	3.8 Ensaios de interação com o ctDNA
	3.8.1 Titulação Espectrofotométrica
	3.8.2 Ensaios de competição com Hoechst 33258


	4 RESULTADOS
	4.1 Síntese dos ligantes tiossemicarbazonas
	4.2 Caracterização
	4.2.1 Espectroscopia vibracional na região do infravermelho
	4.2.2 Condutividade molar
	4.2.3 Espectroscopia de ressonância magnética nuclear
	4.2.4 Difração de raios X por monocristal
	4.2.5 Comportamento em solução dos complexos

	4.3 Ensaios Biológicos
	4.3.1 Avaliação da atividade antiproliferativa
	4.3.2 Ensaios de Interação com DNA
	4.3.2.1 Titulação Espectrofotométrica
	4.3.2.2 Ensaio de competição com Hoechst 33258


	5 CONCLUSÃO
	REFERÊNCIAS
	4
	ANEXO


