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RESUMO

O céncer, como o maior problema de saude publica dentre as doencas néo-
infecciosas, resultou em 19,3 milh6es de novos casos mundialmente, assim como
onerou aos EUA US$208,9 bilhdes em 2020. Os metalofarmacos utilizados como
quimioterapicos no tratamento do cancer séo limitados por resisténcia celular e efeitos
colaterais. Uma vez que compostos a base de prata(l), assim como a coordenac¢éo de
ligantes bioativos, e.g. tiossemicarbazonas e 1,10-fenantrolina, tém demonstrado
destaque na Quimica Inorganica Medicinal, neste trabalho, foi proposto a sintese,
caracterizacdo e avaliacdo da atividade antitumoral de um complexo inédito de
formula molecular [Ag(cTSC)(phen)][NOs.H20 (C1), sendo cTSC = N(4)-etil-
cinamaldeido tiossemicarbazona (cTSC), e phen = 1,10-fenantrolina. A caracterizacéo
foi fundamentada nas técnicas espectroscopicas de infravermelho (1V), ressonancia
magnética nuclear com nucleo de hidrogénio (RMN *H), ultravioleta visivel (UV-Vis) e
espectrometria de massas (ESI-MS), assim como por meio da andlise elementar e
condutividade molar. O composto mostrou-se ativo frente as linhagens tumorais
humanas A549 (pulméo), MCF-7 (mama) e A2780cis (ovario), enquanto o ligante
cTSC nao apresentou atividade antiproliferativa nas mesmas condi¢des. Ademais, ao
comparar com estudos da literatura, propde-se que o fragmento tiossemicarbazona
seja o0 grupo farmacoférico do composto inorganico. Além disso, pela elevada
atividade antiproliferativa em células resistentes a cisplatina, sugere-se que 0
mecanismo de acdo de C1 seja divergente ao reportado para o metalofarmaco de
platina(ll). Por meio dos ensaios de titulacéo espectrofotométrica, C1 apresentou 6%
de hipocromismo na presenca de ct-DNA em comprimento de onda fixo em 360 nm.
O complexo metélico suprimiu 72% da fluorescéncia do Hoechst33258-DNA e 11%
do TO-DNA. Por fim, por meio do dicroismo circular, percebeu-se que C1 nao altera
de forma significativa ambas as bandas positiva e negativa do DNA quando a relacao
entre as concentracdes do complexo para a biomacromolécula variam entre 0 e 0,2.
Entretanto, em razbes de 0,3 a 0,4, C1 consegue potencializar a interacdo de
empilhamento 1 do DNA, sem proporcionar a transicao da forma B para as formas A
ou Z. Em suma, propde-se que a interacdo entre o complexo metalico inédito e 0 DNA
seja de natureza fraca.

Palavras-chave: cancer; quimioterapia; compostos de prata; tiossemicarbazonas;
DNA.



ABSTRACT

Cancer is the leading non-infectious health problem and resulted in 19.3 million
new cases worldwide and US$208.9 billion in USA during 2020. The commonly used
metalopharmaceuticals in cancer therapy have some limitations, e.g. cell resistance
and side effects. Silver(l)-based complexes as well as coordinating bioactive ligands,
such as thiosemicarbazones and 1,10-phenanthroline, have demonstrated interest in
Medicinal Inorganic Chemistry. In this work, it is described the synthesis,
characterization, and antiproliferative activity evaluation of a novel metal complex with
chemical formula [Ag(cTSC)(phen)]NO3.H20 (C1), in which cTSC = trans-
cinnamaldehyde-N(4)-ethyl-thiosemicarbazone (cTSC), and phen = 1,10-
phenanthroline. The techniques used for characterization were infrared (IR), magnetic
nuclear resonance (NMR *H), visible ultraviolet (UV-Vis), mass spectrometry (ESI-
MS), elemental analysis, and molar conductivity. C1 showed great antiproliferative
activity towards the human tumour cell lines A549 (lung), MCF-7 (breast), and
A2780cis (ovarian; resistant to cisplatin), whilst c TSC was biologically inactive in same
conditions. Moreover, it is proposed that the thiosemicarbazone moiety is the
pharmacophore group of the metal complex. It is also suggested that C1 overcomes
the cisplatin resistance mode of action in A2780cis cell line. Spectroscopy studies
reveal that C1 exhibits 6% of hypochromism, and no significant red/blue shift in 360
nm in the presence of increasing amounts of ct-DNA. Competitive binding assays
indicate that the silver(l) complex quenched 72% of Hoechst33258-DNA and 11% of
TO-DNA. By means of circular dichroism, C1 does not significantly change both
positive and negative DNA signals when the relationship between the concentrations
of the metal complex and biomacromolecule ranges from 0 to 0.2. In contrast, when
the relationship is 0.3 - 0.4, C1 increases 11-11* stacking base pair, with no alteration in
B-DNA form to A-DNA or Z-DNA. In summary, it is proposed that C1 interacts weakly
with DNA.

Keywords: cancer; chemotherapy; silver-based compounds; thiosemicarbazones;
DNA.
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1 INTRODUCAO

1.1 Cancer

A mutacdo de um gene, especialmente 0s que apresentam a funcdo de
crescimento e replicacdo celular, pode acarretar na reproducdo desordenada de
células e, consequentemente, em uma série de doencas, as quais sdo denominadas
cancer 15, A disposicdo de um individuo apresentar um quadro clinico de cancer é
diretamente proporcional aos habitos e alimentos introduzidos na rotina do mesmo,
uma vez que aumentam a frequéncia de exposicdo a agentes carcinogénicos e a
probabilidade dos mesmos resultarem em uma mutacdo genética ¢ 7. Destacam-se
como fatores que potencializam a formacao de tumores o tabagismo, a exposicao ao
amianto e a radiacao ionizante, o consumo de alimentos contendo conservantes a

base de nitrito e nitrato, assim como agrotéxicos (Figura 1) % 6.

Figura 1 — Exemplos de agentes carcinogénicos.

Alimentos contendo ® ©
conservantes a base de nitrito e .9y
e nitrato >
e ¢
@
= b ]
Tabagismo

Radiagao
Agrotoxicos lonizante

Fonte: Autor; criado com BioRender.com.

O processo de carcinogénese, isto é, o desenvolvimento de um tumor, engloba
as etapas de iniciacdo, promocao e progressdo. O agente carcinogénico entra em
contato com células sadias e promove uma mutacao (iniciacdo). O contato frequente
de células iniciadas com agentes oncopromotores pode promover tais células a

malignas (promocéao). Por fim, as células malignas multiplicam-se em alta velocidade,
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resultando no cancer (progressdo) 8. Quando células tumorais se espalham para

partes do organismo as quais se diferenciam da sua origem, tem-se a metastase °.

O cancer € o maior problema de saude publica dentre as doengas ndo-infecciosas
910 A Asia é o continente com maior nimero de 6bitos devido ao cancer (58,3%),
seguido pela Europa (19,6%) ' 12, Dentre os tipos de cancer que sdo mais incidentes
na populacdo global, destacam-se o cancer de mama e de pulm&o com mais de 2
milhdes de novos casos em 2020, correspondendo, respectivamente, a 11,7% e
11,4% de todos os 19,3 milhGes de novos casos reportados no ano 't 12, Ademais,
foram reportados, durante o mesmo periodo, 2,5% de novos casos de cancer de

ovario e 30,3% de cancer de mama na populacdo feminina brasileira 1*.

De acordo com Sung et al.'2, em 2040, a incidéncia de cancer a ambito global
tera um aumento de 47% dos novos casos reportados em 2020, assim como segundo
a World Health Organization (WHO), no Brasil, havera 133.118 casos de cancer de
mama e 68.429 de cancer de pulméo, representando, nessa ordem, um aumento de
55% e 98% dos casos de 2018 *3. Por sua vez, conforme estimativas da American
Cancer Society e Siegel et al.?, aproximadamente 1.700 habitantes dos Estados

Unidos da América (EUA) irdo a 6bito diariamente em 2022 devido ao cancer “.

O Instituto Nacional de Céancer (INCA) tem, como hipétese, que o aumento da
incidéncia de cancer ao longo dos anos deve-se ao incremento da densidade
demografica e da longevidade da populagcédo, assim como a diferente relacdo e
distribuicdo entre os individuos e agentes carcinogénicos % 13, De forma geral, o
organismo elimina as células que foram danificadas durante a etapa de iniciacao,
contudo, essa habilidade natural sofre decréscimo devido a senescéncia, ou seja, a
eliminacao dessas células que podem originar tumores, em individuos idosos, tende
a ocorrer de forma menos efetiva em relacdo a populacdo mais jovem 2 5. Ressalta-
se também que essa parcela de individuos apresenta um maior acimulo de exposicao
a agentes carcinogénicos, justificando assim a alta incidéncia de cancer na populacao
idosa 2.

Ademais ao cancer ser um problema de saude publica, ele também corresponde
a um problema econdmico, onerando aos EUA, aproximadamente, US$208,9 bilhdes

em 2020, o que equivale a um aumento de 10% do 6nus de 2015 (US$190,2 bilhdes)

14 Na Figura 2, encontram-se 0s custos estimados com cada tipo de cancer nos EUA
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em 2015 e 2020. Percebe-se que o maior custo associado ao cancer se deve ao

cancer de mama, com valor equivalente a US$29,8 bilhdes em 2020.

Figura 2 — Onus estimado em 2015 e 2020 em func&o de cada tipo de cancer nos EUA.
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Fonte: Autor; dados disponibilizados por National Cancer Institute 14,

Uma vez que o quadro clinico de cancer, assim como o préprio tratamento da
doenca, estdo associados a alteracdes no sistema imunoldgico, individuos nessas
condicdes apresentam uma maior probabilidade de adquirir formas mais severas de
outras doencas, como por exemplo infeccdes 1°. A doenca infecciosa COVID-19, cuja
origem deve-se ao virus SARS-CoV-2, reflete diretamente nos pacientes que tém
cancer, posto que estes pertencem ao grupo de risco da doenca 1% 17, Da mesma
forma, outra influéncia direta da pandemia mundial do coronavirus iniciada em 2020
foi 0 atraso no tratamento de pacientes com cancer, seja em funcdo da restricdo de
acesso a alguns ambientes ou do medo enfrentado pelo individuo em contrair a
infeccdo °. Como consequéncia, estima-se que haja um aumento na incidéncia de

casos em estagio mais avancado e de ébitos devido ao cancer °.
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O tratamento de pacientes que apresentam quadro clinico de cancer é
fundamentado em cirurgia, radioterapia e/ou quimioterapia % 8. Em 50% dos
tratamentos de quimioterapia, utilizam-se farmacos a base de platina(ll) como
quimioterapicos 1% 29, Tal familia engloba a cisplatina e seus analogos, denominados

compostos de 22 e 32 geracdo, e.g. carboplatina e oxaliplatina 1% 2% 22,

1.2 Quimioterapicos a base de platina(ll)

A cis-diaminbiscloridoplatina(ll), isto €, a cisplatina (Figura 3A) foi primeiramente
sintetizada em 1845, porém so teve suas propriedades biologicas determinadas em
1965 por Barnett Rosenberg na Universidade Estadual de Michigan, localizada nos
EUA 19:20:23 24 Em suma, foi determinado que a divisédo celular de uma cultura de
Escherichia coli era diretamente afetada em funcdo de um sistema submetido a uma
corrente elétrica contendo eletrodos de platina e uma solucdo de ions cloreto e
amonio, 2% 2425 Ap6s dois anos, foi proposto que a atividade antibacteriana se deve
a formacdo do composto de férmula molecular cis-[PtCl2(NH3)2] 24. Como
consequéncia a descoberta, os efeitos antitumorais da cisplatina foram estudados e,
posteriormente reportados 4. Aprovou-se o uso do complexo metélico para fins

clinicos em 1978 nos EUA e em 1979 na Unido Europeia 25?7

Motivados pelos resultados antitumorais obtidos com a cisplatina, diversos
complexos metalicos a base de platina(ll) foram desenvolvidos e aprovados como
antineoplasicos ao redor do mundo. Tais moléculas sdo conhecidas como compostos
de 22 e 32 geracao. Destacam-se a nedaplatina e a miriplatina no Japao, a lobaplatina
na China, e a carboplatina e a oxaliplatina a ambito global (Figura 3B-F) 1% 22 23 26,
Todas essas espécies compartilham de mesma geometria quadratico-planar, com os

ligantes orientados em forma cis L.
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Figura 3 - Exemplos de compostos a base de platina(ll) aprovados para uso clinico.
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Fonte: Autor.

A cisplatina e seus analogos de 22 e 32 geracdo compartiiham de similares
mecanismos de agdo no organismo (Figura 4) 1°. A cisplatina se mantém integra em
ambientes que contém altas concentracdes de cloreto, assim como no meio
extracelular ([Cl]extracelular = 100 mM), portanto, nessas condi¢des, sua carga liquida é
zero (molécula neutra) 2% 28, Dessa forma, quando a espécie de Pt(ll) ndo é desativada
ao interagir fortemente com proteinas presentes no plasma sanguineo, e.g. albumina
do soro humano (HSA), a mesma apresenta a capacidade de adentrar a membrana
celular 2% 22, Por sua vez, o meio intracelular apresenta baixa concentracéo de ions
cloreto ([Cl]citoplasma = 23 mM; [Cl]nacleo = 4 mM), favorecendo a reagéo de aquacao da
cisplatina, seja pela substituicdo dos grupos labeis Cl- por uma ou duas moléculas de
dgua 20 22 23 27 Para os complexos analogos a cisplatina, o grupo carboxilato

apresenta maior labilidade em relagcdo ao grupo amin 22,

Como consequéncia a mono ou dissubstituicao dos ligantes clorido pela agua, os
complexos metalicos cationicos resultantes, [PtCI(H20)(NHz)2]* e [Pt(H20)2(NHz)2]?*,
apresentam atracdo por moléculas altamente nucleofilicas, como pode ser

exemplificado por peptideos e proteinas que contém residuos de aminoacidos a base
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de enxofre (e.g. cisteina e metionina) 2% 22, A interagdo com tais espécies caracterizam

alguns dos mecanismos de resisténcia celular.

O principal alvo biol6gico da cisplatina e seus analogos é o polianion DNA 20: 2%
22, Entretanto, estima-se que apenas 1% da cisplatina que adentrou o meio intracelular
consiga de fato interagir com a dupla hélice 2% 27, Dentre os diversos possiveis modos
de interacdo entre os complexos e o DNA, destaca-se que, em 60-65% dos casos,
ocorre a descoordenacdo dos grupos aqua e a subsequente formacao da ligacéo
cruzada 1,2-intrafita via nitrogénio (N7) da guanina 2% 212930 Tag| 4tomo apresenta
superior nucleofilicidade e, consequentemente, reatividade em comparacdo aos
respectivos &tomos de nitrogénio das demais bases nitrogenadas, favorecendo dessa
forma, o ataque nucleofilico ao centro metélico de Pt(ll) ?°. Como consequéncia a
reacdo, ha uma alteracdo na conformacdo do DNA, acarretando a inviabilidade de

replicacédo celular e, por fim, levando a célula a apoptose 19 22 3031,

Figura 4 — Mecanismo de acgdo geral da cisplatina e seus analogos de Pt(ll).
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Fonte: Autor; criado com BioRender.com.
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Entretanto, em oposicdo aos beneficios atrelados a atividade antitumoral
apresentada pelos complexos de Pt(ll) aprovados para uso clinico, os mesmos
também interagem com as células sadias %% 32. Uma vez que apresentam baixo indice
de seletividade (IS), pacientes que séo tratados com tais quimioterapicos, em geral,
manifestam alguns efeitos colaterais, como por exemplo nausea, vomito,
nefrotoxicidade (toxicidade renal), neurotoxicidade (toxicidade neuroldgica),
hepatotoxicidade (toxicidade nos rins), mielossupressao (toxicidade na medula éssea)
e ototoxicidade (toxicidade auditiva) 2% 22 3034 Ressalta-se que o aumento da
labilidade do grupo de saida, tal como clorido e carboxilato, é diretamente proporcional
a respectiva reatividade do composto no organismo e a consequente toxicidade 22.
Ademais, a resisténcia celular, seja intrinseca ou adquirida, faz com que haja uma

limitacdo na eficiéncia dos farmacos como agentes antitumorais 2% 22 31,

Motivados pela necessidade do desenvolvimento de novos agentes
antineoplasicos, em 2017, aprovou-se na Unido Europeia o uso comercial da
padeliporfina (Tookad®), cuja estrutura contém o centro metalico de paladio(ll) .
Contudo, o fotossensibilizador é restrito ao cancer de préstata de baixo risco 3.
Problemas relacionados a urina (e.g. incontinéncia urinaria e dor), assim como
disfuncao erétil, aumento do niumero de enzimas hepaticas no figado, e alteracées na
frequéncia cardiaca sdo exemplos de efeitos colaterais atrelados ao tratamento com
o complexo metalico e que afetam 25% dos pacientes 3°. Salienta-se que a Agéncia
Europeia de Medicamentos reportou que tais efeitos colaterais foram observados

principalmente quando se utilizou de fibras 6pticas durante a terapia fotodinamica .

Portanto, face ao exposto, percebe-se a urgéncia no desenvolvimento de novos
compostos que apresentem atividade antitumoral e que possam ser utilizados como
agentes antineoplasicos, sobretudo em células que apresentem resisténcia celular

aos farmacos comercializados.

1.3 Oportunidades no desenvolvimento de novos metalofarmacos
Percebe-se um crescente destaque na Quimica Inorganica Medicinal almejando
novos compostos bioativos. Estima-se que, anualmente, haja um investimento

superior a US$1 bilhdo/ano pela Indastria Farmacéutica para tal fim, especialmente
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tendo em vista compostos com maior eficacia e indice de seletividade, isto €,

resultando em menos efeitos colaterais 2°.

Percebe-se a importancia na utilizacdo de &tomos doadores de densidade
eletrbnica que formem liga¢cBes termodinamicamente fortes com o centro metalico. Da
mesma forma, a utilizacdo de uma espécie que pode se coordenar em quelato pode
ser de grande valia a fim de modular a cinética de troca de ligantes de um centro

metélico labil. Nesse caso, tem-se os efeitos quelato cinético e termodinamico.

O efeito quelato termodinamico deve-se ao aumento entropico do sistema e a
consequente maior estabilidade termodindmica do produto formado quando um
agente quelante complexa ao centro metalico em comparagdo a um ligante
monodentado 36 37, A fim de melhor esclarecimento, observa-se as reagdes ilustradas
na Figura 5, na qual a constante de estabilidade global da rea¢do contendo o ligante
guelante etilenodiamina é 10'° vezes superior em comparagdo ao complexo
equivalente contendo um ligante monodentado (NH3) 2. Logo quanto maior for a
constante de equilibrio de uma reacédo, pois mais termodinamicamente estavel é o

produto resultante em relacéo aos reagentes 6.

Figura 5 - Comparacgéo entre as constantes de estabilidade global para reac6es equivalentes de Ni(ll)
com ligante monodentado (Reacéo 1) e bidentado (2), na qual en = etilenodiamina.

Ni2*

(aq) + 6 NH3 (.., — [Ni(NH;)]** B =4,0x108 (Reagao 1)

Ni** o) + 3 €n o —> [Ni(en),]** B =2,0x108 (Reag3o 2)

Fonte: Adaptado de Rodgers (2018) 36,

Por sua vez, para compreender de maneira mais clara o efeito quelato cinético,
compara-se a cinética de substituicdo de um ligante quelato coordenado com a de um
ligante monodentado nas mesmas condicfes. Para um ligante quelato, a reacao
ocorre mais lentamente devido a energia necessaria para retirar 0 primeiro atomo
coordenado e a possibilidade de reversdo da etapa 1 (Figura 6) com a religagédo do
mesmo ao centro metalico, uma vez que o metal e o primeiro atomo descoordenado

estdo proximos um ao outro, acarretando na diminuicdo da barreira energética
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necessaria para que haja novamente a formacéao da ligacdo coordenada entre ambos
em comparagao se fosse um ligante monodentado 3. Com isso, é necessario que, no
exemplo ilustrado na Figura 6, apés descoordenacdo do atomo de nitrogénio da
etilenodiamina na etapa 1, o ligante consiga rotacionar visando afastar o grupo -NH2
livre do metal, visando diminuir a probabilidade de recoordenacdo. Também vale
ressaltar a baixa cinética da etapa 3, visto que o intermediério se encontra em baixa
concentracdo e a alta probabilidade j& mencionada da primeira etapa de ocorrer no
sentido inverso. Em funcdo do arcabouc¢o molecular de cada sistema, o efeito quelato
cinético apresenta potencial de diminuir a velocidade de substituicdo do ligante

quelato por uma molécula de agua (reagéo de aquagéo) por fatores de 20 a 10°.

Figura 6 — Reacao hipotética de substituicdo de um ligante quelato (etilenodiamina) por ligantes
monodentados (H20).
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R OH R OH
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R R OH2

Fonte: Adaptado de Miessler; Fischer; Tarr (2014) 8.

Li et al.®® reportou trés compostos inéditos contendo Pd(ll) e analogos da
curcumina como ligantes (Figura 7). Os complexos de formula geral [Pd(bipy)(BDHC-
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A)]PFs, na qual bipy = 2,2-bipiridina e BDHC-A = derivados da curcumina,
apresentaram maior atividade antiproliferativa frente as linhagens tumorais humanas
MCF-7 (cancer de mama), HelLa (cancer cervical) e A549 (cancer de pulméo) com
valores de ICso0 entre 3,32-3,86 pM, 1,73-6,06 uM e 4,29-8,27 uM, respectivamente,
em relacado a cisplatina (ICso mcr-7 = 19,65 UM; ICs0 HeLa = 16,72 uM; ICso mcr-7 = 20,10
uM) 22, O mecanismo de acdo sugerido para a espécie de maior citotoxicidade envolve
a morte celular via apoptose devido a espécies reativas de oxigénio (EROs) .

Figura 7 - Moléculas reportadas por Li et al. (2018) °.
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Fonte: Autor.

Em um segundo estudo descrito por Hormann e colaboradores#?, dois complexos

contendo o centro metalico de cobre(ll) mostraram-se altamente seletivos para o
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tecido de pulméo utilizando a linhagem celular humana tumoral A549 (ICso = 1,3-1,4
MM) e ndo-tumoral NHDF (fibroblastos dérmicos; ICso = 8,1-13,4 yM). Os indices de
seletividade equivalem a, aproximadamente, 6 e 10 “°. E conhecido que valores de IS
superiores a 3 jA compreendem espécies antitumorais altamente seletivas 4% 42 43; 44,
Os promissores valores de seletividade séo justificados pela bisintercalacéo seletiva

no DNA em func¢édo de sequéncias de pares de bases especificas “°.

Destaca-se o uso da prata(l) para fins medicinais. Além da atividade antitumoral,
a prata também pode ter a sua toxicidade aplicada frente a microrganismos, tais como
bactérias, fungos e protozoarios 446, Mesmo a prata podendo apresentar estados de
oxidacao +2 e +3, 0s mesmos sdo pouco estaveis, logo complexos a base de prata
tendem a conter o centro metélico de prata(l), cuja configuracéo eletrénica de valéncia
é di0 47 48 Como consequéncia a ndo estabilizacdo do campo cristalino, tais
compostos tendem a ndo apresentar preferéncia por determinadas geometrias
moleculares 4’. Alguns exemplos de geometria sdo, respectivamente, para oS

nameros de coordenacao (NC) 2, 3 e 4, linear, trigonal plano e tetraédrico (Figura 8)
47

Figura 8 - Algumas geometrias moleculares de Ag(l).
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Fonte: Autor.

Bresciani et al.*® reportou o complexo metdlico de férmula molecular
[Ag(O2CNEt2)] (Figura 9) que apresentou ICso equivalente a 0,4 + 0,1 uM frente a
linhagem tumoral de ovéario A2780. A referéncia foi realizada utilizando-se de
cisplatina (ICso = 15,1 = 1,2 uM) “°. O efeito citotdxico reportado corresponde a

estimulacéo de estresse oxidativo pelo composto na célula 4°.
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Figura 9 — Complexo metalico [Ag(O.CNEt,)] reportado por Bresciani et al. (2022) “°.
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Fonte: Autor.

O mecanismo de acdo geral da Ag(l) para células tumorais ainda nao foi
totalmente elucidado, porém é reportado que pode ser fundamentado na inibicdo da
replicacdo celular e consequente apoptose via interacdo com &cidos nucleicos
presentes no DNA e RNA; na morte celular devido a espécies reativas de oxigénio
(EROs); e na desnaturacdo de proteinas e enzimas em funcdo de fortes interacdes
formadas entre o centro metalico e grupos altamente nucleofilicos, tais como fosfato,

hidroxila, carboxilato, amina e tiol 4% 50: 51,

A principal desvantagem associada a utilizacdo da prata(l) para fins medicinais
deve-se a sua facil dissociagdo em meio biol6gico e a sua consequente precipitacdo
na forma de sal, e.g. AgCl 5% 53, Em contrapartida, como principais vantagens, as
células apresentam baixa resisténcia celular frente aos compostos de Ag(l), assim
como baixa toxicidade em células sadias 5% %2. Ademais, em oposicédo a atividade
bacteriana, a qual pode envolver a ruptura da membrana celular, tal efeito ndo ocorre

em células de mamiferos 2.

A baixa citotoxicidade em células sadias esta diretamente atrelada a cinética lenta
de liberacdo do cation Ag(l) a partir de complexos metdlicos %% %4, Para que tal
liberacdo seja lenta, uma estratégia engloba a utilizacéo de ligantes polidentados que
estabelecam ligacBes fortes entre o centro metélico e o ligante. Segundo a teoria

acido-base de Pearson (HSAB), para &cidos macios, tais como Ag(l), ligacbes mais
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estaveis ocorrem, preferencialmente, na presenca de bases macias, tais como fosforo,
nitrogénio e enxofre %°. Dentre os trés &tomos, espera-se gue o nitrogénio seja a base
mais dura. Entretanto, quando apresenta hibridizacdo sp?, assim como o nitrogénio
iminico de uma base de Schiff, o orbital hibridizado tem maior polarizabilidade em
comparacao ao orbital hibridizado sp3, devido a maior contribuicdo percentual do
orbital s. Como consequéncia, o nitrogénio se torna uma base de carater intermediario
e, dessa forma, consegue formar ligacdes fortes e termodinamicamente mais estaveis

com centros metélicos como Ag(l).

Em 2022, Varna et al.®® reportou o complexo [Ag(dmp2SH)(PPhz)2]NOs contendo
um ligante quelante (4,6-dimetilpirimidina-2-tiol = dmp2SH) coordenado via &tomos de
enxofre e nitrogénio. A espécie apresentou elevada citotoxicidade frente as linhagens
tumorais HelLa (ICso = 0,75 + 0,01 uM) e MCF-7 (ICs0 = 1,27 + 0,03 uM) %6, Por sua
vez, Almeida et al.>’, descreveu dois ligantes N,O-doadores biologicamente inativos
(ICs0 > 50 uM) e quatro novas espécies de Ag(l) que, em geral, demonstraram serem
mais ativas que a cisplatina para as linhagens MDA-MB-231 (cancer de mama triplo
negativo), MCF-7, DU-145 (cancer de préstata), e PNT-2 (ndo-tumoral de préstata)
com valores de ICso equivalentes a, nessa ordem, 1,68 - 8,40 uM, 2,46 — 3,63 uM, 2,73
— 16,0 uM, e 2,55 - >50 yM, enquanto que ICso cisplatina = 67,00 £ 1,06 yM (MDA-MB-
231); 19,90 + 4,20 yM (MCF-7); 15,0 + 1,40 yM (DU-145); 11,74 + 1,20 yM (PNT-2).
Ja Thati e colaboradores® estudaram a capacidade antitumoral do complexo
[Ag(hnc)(phen)z] (hnc = 4-hidroxi-3-nitro-cumarina; phen = 1,10-fenantrolina), tendo
como resultado o aumento da atividade antiproliferativa (ICso = 3,8 = 1,4 yM) em
relacdo ao ligante livre hncH (1ICso = 220 + 2,8 uM). A cisplatina apresentou valor de
ICso equivalente a 15,0 + 2,65 uM %8, A linhagem celular humana utilizada foi referente

ao cancer de figado (Hep-G2) %8.

A 1,10-fenantrolina (phen) e seus analogos sdo moléculas organicas
heterociclicas que tém mostrado promissora atividade bioldgica, em especial, quando
coordenadas a um centro metalico e aplicadas para fins medicinais % %°. Sua estrutura
planar e a consequente facilidade em intercalar por entre os pares de bases
nitrogenadas do DNA, assim como a capacidade em atuar como um ligante quelante
na presenca de centros metalicos compreendem algumas das propriedades atreladas
a tal grupo e que favorecem a sua utilizacdo em sistemas biolégicos % 61, Ademais,

além da intercalacdo, outro possivel modo de interacdo entre complexos metélicos



35

contendo o grupo phen e a biomacromolécula € por meio de interacdes hidrofébicas

com o sulco menor 62,

Como exemplo, Thornton e colaboradores®? descreveu um composto inorganico
de formula [Agz(phen)s(udda)]-3H20, sendo udda = acido undecandico. O composto
foi ativo frente a linhagem tumoral humana MCF-7, com ICso equivalente a 6,7 + 0,40
MM apos 24h e 0,88 £ 0,16 yM apos 96h. Por sua vez, para a cisplatina e o ligante
livre phen em 24h, tem-se respectivamente 1Cso = 19,6 + 1,44 uM e I1Cso = 43,6 £ 4,05
UM 83, Prop6s-se que a interacdo da espécie inédita e o DNA ocorra via intercalacéo,

sem danos a fita de dupla hélice da biomacromolécula ou a formagédo de EROs ©3,

Portanto, percebe-se que a insercdo de um ligante quelante bioativo no
arcabouco molecular de um complexo metalico € uma estratégia favoravel ao

desenvolvimento de um novo metalofarmaco.

1.4 Modulacédo da atividade biolégica de complexos metélicos por meio de
ligantes bioativos: Tiossemicarbazonas

A complexacéo de ligantes bioativos tem-se mostrado uma estratégia promissora,
uma vez que diversas propriedades do composto inorganico formado podem ser
divergentes as propriedades do ligante livre, tais como lipofilicidade, a qual resulta na
diferenciacdo de concentracdo da espécie ativa que adentra o meio intracelular;
possibilidade de diferentes interacdes com o alvo biolégico em relacao ao ligante livre
devido a diferentes geometrias possiveis para a molécula; e a possibilidade de
interacdo com diferentes alvos biolégicos % 6. Outra vantagem advinda da
complexacdo é a facilidade em alterar aspectos cinéticos e termodinamicos de uma
determinada espécie por meio da escolha do centro metélico e dos ligantes 5 66,
Ademais, o metal pode desempenhar diferentes funcdes no meio biolégico, seja
funcional, como ponto de conexdo com o alvo biolégico; estrutural, proporcionando
uma conformacéo especifica para ligar-se a biomoléculas por meio de interacdes néo-
covalentes; e transportador, no qual o metal atua apenas como carreador de ligantes

ativos 7.

As tiossemicarbazonas (TSCs) sédo bases de Schiff N,S-doadoras que
apresentam atividade antibacteriana, antiviral, antifingica, antichagasica e antitumoral

68-74 Suas principais vantagens se devem a diversidade estrutural, pois que diferentes
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grupos funcionais podem se ligar ao carbono iminico, acarretando diferentes possiveis
atividades biologicas. Ademais, a facilidade e baixo custo de rota sintética sao

essenciais, uma vez que para que sejam sintetizadas, é necessario apenas a

condensacéo de tiossemicarbazidas na presenca de aldeidos ou cetonas "% /% 75,

Uma caracteristica inerente as tiossemicarbazonas é a elevada acidez do
hidrogénio do fragmento hidrazinico, a qual se deve aos atomos de enxofre e
nitrogénio, com énfase no nitrogénio N2, que séo retiradores de densidade eletronica,
enfraquecendo assim, a ligacdo N2-Hhidrazinico, facilitando por sua vez a desprotonagéao
do hidrogénio em especifico. Como consequéncia, tais moléculas apresentam
tautomerismo tiona-tiol (Figura 10) em fungédo da protonacdo ou desprotonacao do

hidrogénio hidrazinico "% 75 76,

Figura 10 - Tautomerismo tiona-tiol de tiossemicarbazonas; R = H, alquil, aril.

S
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H R R

Fonte: Autor.

O mecanismo de acédo das tiossemicarbazonas sdo comumente relacionados a

by b

inibicdo de enzimas relacionadas a sintese e a replicacdo do DNA, tais como
ribonucleotideo redutase (RR) e topoisomerases (Top) " 78, As acles de
tiossemicarbazonas no organismo podem ser moduladas por meio da complexag&o.
Diversos estudos da literatura reportam o aumento da atividade biolégica da molécula
organica frente a diversos centros metalicos, assim como o sobrepujamento de
resisténcia celular 73 7779, As tiossemicarbazonas podem se coordenar via diversos
modos e diversos atomos, logo sao
caracterizadas como ligantes monodentados, bidentados ou polidentados, em funcéo

do grupo adicional anexado ao carbono iminimo 7% 73,
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Abdul Halim e colaboradores® desenvolveram cinco complexos metalicos
inéditos de Ag(l) com tiossemicarbazona, demonstrando promissora citotoxicidade
frente as células tumorais MDA-MB-231, HT-29 (colorretal) e MCF-7.
Respectivamente, os valores de ICso variaram entre 2,55 - 4,66 yM, 2,20 — 3,11 pyM, e
3,20 — 4,53 yM. Em um segundo estudo, Khan et al.”® reportou dois complexos
contendo tiossemicarbazonas atuando como ligantes em ponte via &tomo de -S e cuja
atividade frente a linhagem celular DU-145 é expressa em valores de ICso = 6,024 +
0,509 uM e ICs0 = 6,251 + 0,301 pM.

Por sua vez, o complexo metélico [Ag(L)(PPhs)]2(NOs)2 (L = 2-acetilpiridina-N(4)-
metil-3-tiossemicarbazona; PPhs = trifenilfosfina) demonstrado por Biswas et al.”
apresentou seletiva atividade antiproliferativa contra células de céancer de figado
(Hepal-6; murino) em concentracédo de 2 a 5 yM sem afetar as células sadias BRL-
3A (fibroblasto de figado) nas mesmas condicdes. O mecanismo de ac¢do proposto

para o composto inorganico envolve a morte celular via apoptose 6.

Portanto, percebe-se que a complexacao de ligantes bioativos, tais como phen e
TSC, e que apresentem capacidade de coordenarem em quelato, assim como a
utilizacdo de um centro metélico que apresenta atividade biolégica no organismo,
pode resultar em um composto com elevada atividade antiproliferativa frente a células

tumorais e potencialmente ser seletivo, ndo afetando dessa forma células sadias.

1.5 Hipobtese

Silva et al8" desenvolveu trés complexos inéditos de formula geral
[Ag(phen)(L)]NOs, sendo L = 2-formilpiridina-N(4)-R-tiossemicarbazona, R = H, metil
e etil. As espécies demonstraram maior citotoxicidade frente as linhagens celulares
tumorais A549, MCF-7 e MDA-MB-231 em relagédo a cisplatina 8. Em especial, para
o substituinte 2-formilpiridina-N(4)-etil-tiossemicarbazona, os valores de ICso obtidos
equivalem a 2,27 + 0,16 uM (A549); 11,07 + 0,35 pM (MCF-7); e 3,87 £ 0,33 uM (MDA-
MB-231) 8., Nessa mesma ordem, para a cisplatina, tem-se 38,37 + 2,05 uM; >50 uM;
e 48,84 + 0,29 uM 8. O composto inédito de Ag(l) apresentou seletividade de 3,1 para
células humanas de cancer de mama triplo negativo (MDA-MB-231), enquanto a
cisplatina tem Sl de 0,6 nas mesmas condic¢des (linhagem celular humana sadia MCF-

10A) 8. Foi sugerido que a morte celular seja via apoptose, em funcéo ao aumento de
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EROs e alteracdo no potencial de membrana mitocondrial 8. Ademais, os compostos
apresentaram interacao fraca com a molécula de DNA, indicando mecanismo de acao

divergente ao da cisplatina 8.

Com o intuito de aumentar nosso conhecimento sobre relacdes estrutura-
atividade de complexos de prata, neste trabalho, pretendemos substituir a 2-
formilpiridina-N(4)-etil-tiossemicarbazona do complexo [Ag(phen)(L)]NOs pela
tiossemicarbazona cinemaldeido (cTSC = N(4)-etil-cinamaldeido tiossemicarbazona).
Dessa forma, sera possivel identificar se ao modificarmos a estrutura do composto
inorganico, havera alteracées na atividade biologica resultante. Logo, poderemos
sugerir quais partes da molécula sdo importantes para a atividade antiproliferativa e

quais ndo sao.

Figura 11 — Modifica¢gBes estruturais entre os compostos reportados por Silva et al. (2020) e o
proposto neste trabalho 82,

NO3
Silva et al. (2020) Cisplatina
A549: 227 + 0,16 uM A549: 38,37 £ 2,05 uM
MCF-7: 11,07 £ 0,35 uM MCF-7: >50 uM

MDA-MB-231: 3,87 + 0,33 yM MDA-MB-231: 48,84 + 0,29 yM

Fonte: Autor.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

O objetivo geral deste trabalho envolve a sintese, caracterizacdo e avaliacdo do
potencial antitumoral de um complexo metdlico inédito de formula molecular
[Ag(cTSC)(phen)]NO3.H20, sendo cTSC = tiossemicarbazona derivada do
cinemaldeido (N(4)-etil-cinamaldeido tiossemicarbazona) e phen = 1,10-fenantrolina.

2.2 Objetivos Especificos

— Sintese e caracterizacdo do ligante tiossemicarbazona cinemaldeido (cTSC) e
do complexo metalico inédito [Ag(cTSC)(phen)]NO3.H20 (C1).

— Avaliacdo da atividade antiproliferativa frente as linhagens celulares A2780cis,
A549, MCF-7 e MRC-5.

— Investigacéo da interacéo entre C1 e ct-DNA.
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3 METODOLOGIA

3.1 Instrumentacao

A espectroscopia vibracional na regido do infravermelho (IV) utilizando a
transformada de Fourier foi estudada por meio da utilizacdo de pastilhas de KBr e do
espectrofotdbmetro Nicolet IS5 Thermo Scientific na regido de 400 — 4000 cm™. Por
sua vez, os estudos de RMN 'H foram realizados no espectrometro multinuclear
BRUKER Avance Il HD 600 (14, 1T). A condutividade molar foi determinada no
condutivimetro DM 31 Digimed, solubilizando o complexo metélico de concentracdo 1
mm Lt em DMSO (Am = 0,50 uyS cm? mol?). O espectrofotbmetro Thermo Fisher
Scientific's Evolution Array UV-Visible foi utilizado para as medidas na regidao do UV-
Vis. Utilizou-se do analisador elementar Perkin Elmer 2400 series |l para a
determinacdo de CHN% contendo um detector de condutividade térmica e baseando-
se no método de Pregl-Dumas. Por fim, a espectrometria de massas usando a
ionizagao por electrospray (ESI-MS) foi realizada por meio do espectrometro Amazon
speed ETD Bruker Daltonics, contendo o analisador de lon Trap de baixa resolucéo.
Ressalta-se que o equipamento utilizado para a obtengéo do espectro de RMN H é
disponibilizado pelo laboratério multiusuério do Instituto de Quimica da Universidade
Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”, ao passo que as técnicas ESI-MS e

analise elementar foram realizadas na Central Analitica da USP S&o Paulo.

Para as analises envolvendo dicroismo circular, foi-se utlizado o
espectropolarimento J-815 da JASCO, localizado no laboratério multiusuario do
Instituto de Quimica da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”.
Ademais, as medidas de fluorescéncia foram obtidas no mesmo equipamento,
utilizando-se do modulo de deteccéo de fluorescéncia e do controle de temperatura

Peltier.

3.2 Sintese

A tiossemicarbazona a base de cinemaldeido (cTSC) foi sintetizada segundo a
metodologia previamente descrita na literatura 8. Resumidamente, em um baléo de
fundo redondo, suspendeu-se (N)4-etil-3-tiossemicarbazida (m = 1,0000 g; n = 8,39

mmol) em etanol. Em seguida, foi gotejado 1,100 mL de trans-cinemaldeido (1 = 99%;
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d = 1,050 g/mL; n = 8,65 mmol) ao sistema. Adicionou-se 3 gotas de acido acético a
fim de acidificar o meio. O sistema foi mantido sob refluxo durante 3h e,
posteriormente, resfriado a temperatura ambiente. Cristais amarelo-claros foram

obtidos e filtrados a vacuo.

cTSC: Rendimento: 48%. IV (cm™): 3317 (m, VNH tioamida); 3134 (m, VNH hidrazina);
1556 (F, dNH + vC=N + vC=C); 804 (f, vC=S). *H RMN (CDCIs) (3 ppm; J Hz): 10,00
(1H, s); 7,73 (1H, d, 8); 7,51-7,26 (6H, m); 6,99-6,76 (2H, por¢cdo AB, J =6, J=14,J =
16); 3,80 (2H,dq,J=6,J=7); 1,32 (3H,t,J=7).

Por sua vez, a sintese do complexo metélico C1 (Figura 12) foi realizada conforme
a metodologia reportada por Silva et al. (2020), contudo houve algumas alteracdes 8.
Em suma, em um balédo de fundo redondo protegido da luz, solubilizou-se AgNOs (m
=70,1 mg; n=0,41 mmol) em acetonitrila (ACN). Em seguida, gotejou-se uma solucéo
de phen (m = 75,0 mg; n = 0,42 mmol) em ACN ao sistema. Ap6s 10 minutos de
agitacdo a temperatura ambiente, solubilizou-se, com o mesmo solvente, a
tiossemicarbazona cinemaldeido cTSC (m = 97,3 mg; n = 0,42 mmol) e gotejou-se a
mesma no sistema. O sistema foi mantido sob agitacdo durante 1h. Filtrou-se os

precipitados amarelo-claros a vacuo.

Figura 12 - Esquema geral da sintese do complexo metalico C1.

n 25°C .
H ACN, 1h10min
_N\ S AgNO;

— HN

Fonte: Autor.
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C1: Rendimento: 67%. Anal. calc. C24H25AgNsO4S (%): C: 47,93; H: 4,19; N:
13,97. Encontrado (%): C: 47,82; H: 3,96; N: 12,53. Am = 34,3 uS cm? moll. ESI-MS
[M*]: calc. m/z: 522,07. Encontrado m/z: 522,14. IV (cm™): 3449 (m, VNH ticamida); 3230
(m, VNH nidrazina); 1589 (f, SNH + vC=N + vC=C); 804 (m, vC=S); 1427 (m, vaNO2 nitrato);
1384 (F, vsNO2 nitrato). *H RMN (DMSO db) (d ppm; J Hz): 11,77 (1H, s br); 9,15 (2H,
dd,J=2,J=5); 8,98 (1H, s br); 8,78 (2H, dd, J = 2, J = 8); 8,22 (2H, s); 8,02 (2H, dd,
J=5,J=28);3,67 (2H, br); 1,20 (3H,t,J = 7).

3.3 Caracterizacao

O ligante cTSC foi caracterizado pelas técnicas de IV e RMN 'H em CDCls. A
caracterizagdo do complexo metalico inédito (Cl) envolveu as técnicas
espectroscopicas de IV, UV-Vis, RMN 'H, ESI-MS. Ademais, determinou-se,
guantitativamente, a taxa de C, H e N na espécie de estudo por meio da analise

elementar, assim como a condutividade molar.

3.4 Estudos de estabilidade em solucao

Visando avaliar se o complexo se mantém integro em solu¢do durante 48h,
preparou-se dois sistemas: o primeiro contendo apenas DMSO, e o0 segundo, uma
mistura de 80% DMSO e 20% tampao tris-HCI (tris-HCI 5mM e NaCl 50mM, pH 7,4).
Os espectros foram obtidos em quadruplicata por meio da espectroscopia na regiao

do UV-Vis. C1 teve concentracgdo fixa em 1,25x10° mol L.

3.5 Ensaios biolégicos

3.5.1 Avaliacao da atividade antiproliferativa

Em colaboracdo com o grupo de pesquisa coordenado pelo Prof. Dr. Fillipe Vieira
Rocha, Departamento de Quimica da Universidade Federal de Sao Carlos (DQ-
UFSCar) e a fim de determinar a citotoxicidade do complexo metalico C1 frente a
linhagens celulares, utilizou-se o meio de cultura DMEM para o crescimento de células
A549 (cancer de pulméao) e MRCS5 (fibroblasto de pulméo; ndo tumoral), e meio RPMI-
1640 para A2780cis (cancer de ovario; resistente a cisplatina) e MCF-7 (cancer de

mama). Ambos os meios foram previamente suplementados com 10% (v/v) de soro
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fetal bovino (FBS). As células foram cultivadas a 37°C em uma atmosfera contendo
5% de CO..

Com o auxilio do contador automatico TC20 (Bio Rad) e do corante Azul de
Tripano, realizou-se a contagem da suspenséao e, em seguida, adicionou-se aliquotas
de 150 yL (1,5x10% células) a placas de 96 pocos. Ap6s 24h de incubacéo, adicionou-
se, em cada poco, 0,75 uL da molécula de estudo solubilizada em DMSO, tendo como
concentracdo final, 1,17; 2,34; 4,69; 9,38; 18,75; 37,50; 75,00; 150,00 umol L. O

sistema foi novamente incubado durante 48h.

Adicionou-se 50 uyL de MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)2,5-difenil brometo de
tetrazolio) com concentracdo equivalente a 1 mg mL?! a cada pocgo e apés 4h de
incubacéo, a solucdo foi retirada dos pocos e adicionou-se 100 uL de Alcool
Isopropilico com 10% de DMSO. Utilizou-se do leitor de microplacas hibrido da BioTek
modelo EPOCH para a leitura das medidas de absorbancia, e os softwares Excel 360

e GraphPadPrism 8.0.2 para tratamento de dados.

3.5.2 Ensaios de Interacdo com DNA

3.5.2.1 Titulagdo Espectrofotométrica

No espectrofotdmetro Thermo Fisher Scientific's Evolution Array UV-Visible de
feixe Unico, o branco foi realizado em uma cubeta contendo 2940 pL de tampao tris-
HCI (tris-HCI 5mM e NaCl 50mM, pH 7,4) e 60 yL de DMSO. De forma similar, obteve-
se o0 espectro de absorcéo da regido do UV-Vis de um sistema contendo 2940 pL de
tampé&o tris-HCI (tris-HCI 5mM e NaCl 50mM, pH 7,4) e 60 pL de C1 (1x10° mol L)
solubilizado em DMSO, cuja concentracéo final foi de 2x10° mol L1. Foram realizadas
adicdes sucessivas de ct-DNA (1x102 mol L) até que a biomacromolécula atingisse

concentracgéo final de 6x10° mol L.

3.5.2.2 Ensaio de Competicdo com Hoechst 33258 e Laranja de Tiazol
Utilizando-se do mddulo de fluorescéncia do espectropolarimento J-815 da
JASCO e o médulo de Peltier a 25°C, em uma mistura contendo ct-DNA (6,0x10° mol
L-1) solubilizado em tampéo tris-HCI (tris-HCI 5mM e NaCl 50mM, pH 7,4) e a sonda
de interesse (Laranja de Tiazol/Hoechst 33258; 6,0x10¢ mol L), adicionou-se C1 a

volumes constantes a fim de obter concentracéo final entre 0 e 6,0x10° mol L.
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Ressalta-se que o comprimento de onda de excitacdo para o Hoechst 33258 equivale
a 350 nm e a leitura do espectro foi realizada entre 358-660 nm. Por sua vez, para o
Laranja de Tiazol, Aexc = 480 nm e a faixa de leitura compreende a 500-680 nm.

3.5.2.3 Dicroismo Circular

Por meio do espectropolarimento J-815 da JASCO e o médulo de Peltier a 25°C,
realizou-se as medidas de dicroismo circular de um sistema incubado durante 24h em
banho-maria a 37°C contendo ct-DNA (5,0x10° mol L) solubilizado em tampao tris-
HCI (tris-HCI 5mM e NaCl 50mM, pH 7,4) e volumes crescentes de C1 (0-19,6 uymol
LY.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Quimica

O cinemaldeido é uma molécula organica encontrada na forma de um 6éleo na
casca das arvores de género Cinnamomum, além de ser considerada um potente
agente antineoplasico 2385, Segundo Al-Hrout et al. (2018), 40% das espécies
aprovadas para uso clinico pela agéncia Food and Drug Administration (FDA) nos
EUA séo derivadas de produtos naturais . Isto se deve a sua baixa toxicidade frente

as células saudaveis e a consequente diminuicdo de possiveis efeitos colaterais 2°.

A reacdo entre o trans-cinemaldeido e a tiossemicarbazida é caracterizada como
uma condensacdo alddlica, cujo fundamento deve-se a adicdo nucleofilica e a
subsequente liberacdo de uma molécula de agua 8. O nitrogénio N(1) da
tiossemicarbazida realiza um ataque nucleofilico ao carbono da carbonila do
cinemaldeido, cuja densidade eletrbnica é parcialmente positiva devido ao efeito
indutivo provocado pelo elemento mais eletronegativo, oxigénio. A reacao é favorecida
em meio acido, uma vez que a protonacdo do oxigénio do fragmento carbonilico
resulta na formacédo do grupo substituinte -H20*, o qual é um excelente grupo
abandonador. Os orbitais atbmicos envolvidos nessa reagéo séo os localizados no
HOMO do nucledfilo (tiossemicarbazida) e no LUMO do eletrdéfilo (cinemaldeido).
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Figura 13 - Mecanismo de reacéo proposto para a formacao da tiossemicarbazona cinemaldeido
cTSC.
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Fonte: LAZZARINI, A. B. (2019) 82,

Para a sintese do complexo C1, utilizou-se AgNO3 como precursor metéalico, uma
vez que o grupo NOs™ ndo se coordenada facilmente ao centro metalico de estudo.
Isso ocorre, pois 0s &tomos de oxigénios, 0s quais sdo mais eletronegativos do que o

nitrogénio, deixam o atomo central com densidade eletrbnica parcialmente positiva,
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dificultando assim a formacao da ligacdo coordenada por meio do -N. Além disso, a
coordenacao néo seria favoravel via atomo de oxigénio, uma vez que o mesmo é uma
base dura, enquanto a prata(l) € um acido mole, logo a ligacdo formada néo seria
termodinamicamente forte segundo a teoria acido-base de Pearson (HSAB). Portanto,

héa baixa interferéncia do ion nitrato na coordenacéo dos ligantes phen e TSC 88,

Por sua vez, a utilizag@o da acetonitrila como solvente deve-se a solubilidade dos
reagentes neste solvente, e a insolubilidade do complexo de interesse, logo é
possivel, facilmente, isolar C1 do sistema por meio de uma filtracdo. Ademais, por
mais que a acetonitrila possa atuar como um ligante em determinadas condicfes, a
molécula se coordena menos facilmente em relacdo a outros solventes, e.g. DMSO e

agua 88,

O composto C1 foi sintetizado com proporgao 1:1:1 entre os reagentes AgNOs,
phen e cTSC, objetivando a coordenacéo de ambos os ligantes de maneira bidentada
com o centro metalico. A fenantrolina apresenta dois atomos de nitrogénio disponiveis
para a formagé&o da ligacao coordenada (N,N-). Por sua vez, para a tiossemicarbazona

cinemaldeido, tém-se o nitrogénio iminico e o enxofre da tioamida (N,S-).

Nesse sistema, a prata(l) apresenta geometria tetraédrica, uma vez que nao
apresenta energia de estabilizacdo do campo cristalino (Figura 14). O composto obtido
nao se decompde na presenca de luz.
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Figura 14 — Diagrama de desdobramento do campo cristalino para a Ag(l) com geometria tetraédrica.
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Fonte: Autor.

4.2 Caracterizagéo

4.2.1 Anéalise Elementar

Ao aguecer um composto a 900°C e, posteriormente, a 750°C, resultando nas
moléculas H20, CO2 e N2, pode-se determinar as taxas de carbono, hidrogénio e
nitrogénio (CHN%) na amostra original #’. Para o complexo metdlico C1, encontra-se
na Tabela 1 as porcentagens obtidas experimentalmente e as calculadas de forma

tedrica.

Tabela 1 - Valores de CHN% para o C1.

%C %H %N
Calculado 47,93 4,19 13,97
Experimental 47,82 3,96 12,53

Fonte: Autor.
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Uma vez que os valores obtidos corroboram com os esperados teoricamente,
conjuntamente com as demais técnicas de caracterizacdo que serdo descritas,
conclui-se que a espécie inédita sintetizada contém um complexo catidnico, o nitrato
como contra-ion e uma molécula de H20. Ademais, determina-se que a formula

molecular seja C24H25AgNs0O4S.

4.2.2 Infravermelho

Os espectros vibracionais na regido do infravermelho para a tiossemicarbazona
cinamaldeido (cTSC) e complexo metélico correspondente (C1l) encontram-se na

Figura 15 e suas respectivas atribuicdes na Tabela 2.
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Figura 15 - Espectros vibracionais na regido do infravermelho para (A) o ligante tiossemicarbazona
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Fonte: Autor.
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Tabela 2 - Atribuicdo dos sinais de absorcdo na regido do infravermelho para cTSC e C1.

Ndmero de Onda / cm™1
cTSC Cc1

VNH ti0amida 3317, m 3449, m
VNH hidrazina 3134, m 3230, m
6NH + vC=N + vC=C 1556, F 1589, f
vC=S 804, f 804, m

VaNO3 nitrato - 1427, m
VsNO3 qitrato - 1384, F

Fonte: Autor.

A vibracéo de ligacdes quimicas pode ser mensurada por meio da espectroscopia
vibracional na regido do infravermelho . Diferentes ligacGes entre diversos atomos
em distintos ambientes quimicos correspondem a diferentes nimeros de onda e,
portanto, a diferentes padrdes no espectro de infravermelho 8. Dessa forma, a
utilizacao da técnica espectroscopica para a caracteriza¢cdo de compostos inorganicos
mostra-se essencial, uma vez que o produto gerado na reacdo de complexagcao

apresentara um espectro de absorcao diferente dos reagentes.

Todos os sinais obtidos no espectro no infravermelho de cTSC condizem com o0s
reportados por Tan et al. (2020), logo conclui-se que o ligante sintetizado corresponde
a tiossemicarbazona cinemaldeido de interesse, contudo as atribuicbes foram

realizadas de acordo com Lobana e colaboradores (2009) 7% 0,

Ao comparar-se as bandas obtidas no espectro vibracional na regido do
infravermelho de C1 em relacdo a cTSC, percebe-se que os sinais referentes a
tiossemicarbazona, ap6s complexacado, aparecem nas faixas propostas por Lobana et
al.”* quando tais ligantes coordenam-se em sua forma neutra. Em especial, destacam-
se os sinais relacionados ao hidrogénio do fragmento hidrazinico em 3230 cm™, a
inalteracdo da banda em 804 cm referente a ligacdo C=S, a qual comprova a
coordenacao da tiossemicarbazona via atomo de enxofre, e ao pequeno aumento no
deslocamento de 1556 cm™ para 1589 cm devido aos estiramentos dNH, vC=N e
vC=C, que por sua vez relaciona-se a coordenacéo do nitrogénio iminimo da TSC L.
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Assim como é comprovado pelas demais técnicas de caracterizacéo, o complexo
contém uma molécula de H20 em seu reticulo cristalino, logo percebe-se a banda
alargada referente ao estiramento vOH em 3515 cm. Ademais, ressalta-se também
a presenca dos sinais em 1427 cm e 1384 cm™, os quais comprovam a presenca de

nitrato inico na estrutura do complexo 9% 9394,

LigacOes metal-ligante, tal como Ag-S, se encontram em regides inferiores a 400

cm?, logo sdo indetectaveis por meio da técnica em questéo °°.

4.2.3 Condutividade

O valor de condutividade determinada para 1 a 25°C encontra-se na Tabela 3.

Tabela 3 — Condutividade para o complexo C1 em DMSO.

K/uScm Av / uS cm? mol*

1 34,3 34,3

Fonte: Autor.

A aplicacdo de um campo eletrostatico tem como consequéncia a migracao de
cations e anions em uma solucéo ° 97, Tal migracéo resulta no efeito denominado
condutividade elétrica, a qual é funcdo da temperatura, viscosidade do solvente,
concentracdo do eletrdlito, raio ibnico, mobilidade e carga do ion °6. A determinacéo
da condutividade molar tem sua importancia fundamentada na avaliacéo do tipo de
eletrdlito que descreve o complexo metalico de estudo.

A relacéo entre tipo de eletrdlito e condutividade molar de espécies em DMSO é
descrito por Velho (2006), logo ao comparar o valor obtido para C1 (Am = 34,3 uS cm?
mol?), conclui-se que o composto a base de Ag(l) é um eletrélito 1:1 %. Dessa forma,
conclui-se que o grupo nitrato (NO3z’), proveniente do reagente nitrato de prata, € o

contra ion do complexo metélico.

A reacao de dissociacao proposta para C1 em DMSO encontra-se na Figura 16.
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Figura 16 — Reacédo de dissociacao proposta para C1 em DMSO.

[Ag(cTSC)(phen)]NO;.H,0

[Ag(cTSC)(phen)]* + NO; + H,0

Fonte: Autor.

4.2.4 Espectrometria de Massas

O espectro de massas para o complexo C1 esta ilustrado na Figura 17.

Figura 17 — Espectro de IES(+)-EM de C1 em uma mistura de DMSO e MetOH.
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Fonte: Autor.

A espectrometria de massas (EM) é uma técnica destrutiva que visa separar ions
gasosos em funcdo da relacdo massa-carga (m/z) 47 %8, Para biomoléculas de alto
peso molecular, substancias labeis e, assim como no caso de C1, ndo volateis, a fonte
de ionizacdo por electrospray (IES-MS) mostra-se vantajosa, uma vez que se utiliza,

inicialmente, um solvente apropriado para a solubilizacdo da espécie de estudo .

Para a espécie C1, o sinal em 522,14 (m/z) deve-se ao ion [Ag(phen)cTSC]*,
comprovando a estrutura proposta. Ao ampliar a regido entre 512 e 532 (m/z), tem-se
o espectro ilustrado na Figura 18. Os sinais encontrados experimentalmente condizem
com os obtido de forma teérica por meio da plataforma Scientific Instrument Services
(SIS) by Adaptas Solutions (Figura 19) . Ressalta-se que a presenca de diversos
sinais representa cada iso6topo existente da prata (*°’Ag e 1°°Ag), nitrogénio (**N e
5N), e carbono (*°C e *3C), sendo que quanto maior a abundancia do mesmo, maior

a intensidade do respectivo sinal.
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Figura 18 — Espectro experimental de IES(+)-EM de C1 na regido de 512 a 532 (m/z).
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Fonte: Autor.

Figura 19 - Espectro tedrico proposto pela plataforma Scientific Instrument Services (SIS) by Adaptas
Solutions de IES(+)-EM de C1 na regido de 512 a 532 (m/z).
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Fonte: Autor.

Ademais, outros fragmentos que possivelmente sdo originados a partir da quebra
do complexo, como, em 181,04 (m/z), a fenantrolina, em 340,03 (m/z) ao fragmento
[Ag(cTSC)]*, em 467,20 (m/z) ao bisquelato [Ag(phen)?]* e em 575,16 (m/z) ao
complexo [Ag(cTSC)2]*.

4.25 RMN H

Os spins nucleares orientam-se aleatoriamente no espago com niveis de energia
(a e B) degenerados entre si 100101102 porém, na presenca de um campo magnético
(Bo), h4 a quebra da degenerescéncia e a consequente formacao de dois niveis de

energia 8% 191, O nivel de menor energia relaciona-se ao alinhamento dos spins
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nucleares a Bo e é denominado a 8% 101, Em contrapartida, o nivel B apresenta maior
energia e refere-se a quando os spins nucleares se orientam opostos ao campo
magnético 8% 101, A diferenca entre ambos os estados energéticos equivale a AE 1%,

Ademais, a apresenta uma populacdo superior em relagdo a B no equilibrio .

Quando é aplicado um campo magnético adicional (campo magnético induzido,
B1), ha a inducdo de transicdes entre os niveis energéticos 8%, Tais transicdes que
resultam no espectro de Ressonancia Magnética Nuclear &°.

O espectro de RMN utilizando o nlcleo de 'H para o ligante cTSC encontra-se na

Figura 20 e suas respectivas atribuicdes na Tabela 4.

Figura 20 - Espectro de RMN H em CDCls para o ligante tiossemicarbazona cinamaldeido (cTSC).
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1‘2 1‘1 16 9 8 7 é 5 4‘ 3 i i 6
ppm

Fonte: Autor.
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Tabela 4 - Atribuicdo dos sinais de 'H para o ligante cTSC.

o Hidrogénios
Multiplicidade _ o/ ppm J/Hz
Equivalentes

Hi1 t 3H 1,32 7
Ha dq 2H 3,80 6/7
Hs m 6H 7,51-7,26 -
Ha S 1H 10,00 -
Ho d (porcao X) 1H 7,73 8
Hio
(porcio AB) 2H 6,99 - 6,76 6/14/16

Hi1

Hi2

His

Hia m 6H 7,51-7,26 -
His

Hie

Fonte: Autor.

O espectro obtido confere com os dados reportados na literatura para o ligante
cTSC, portanto o ligante sintetizado corresponde a molécula de interesse 1%,

Por sua vez, para C1, tem-se o espectro de RMN ilustrado na Figura 21 e suas

respectivas atribuicées na Tabela 5.
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Figura 21 - Espectro de RMN *H em DMSO df para o complexo contendo Ag(l), phen e
tiossemicarbazona cinamaldeido (C1).
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Fonte: Autor.
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Tabela 5 - Atribuicdo dos sinais de H para o complexo C1.

o Hidrogénios
Multiplicidade _ o/ ppm J/Hz
Equivalentes

Hi
H2
Hs
Ha
Hs = H¢’
He = Heé’
H7 = H7’
Hs = Hg’
Ho
Hio
Hi1
Hi2
Hais
Hia
His

Hie

t 3H 1,20 7
br 2H 3,67 -
s, br 1H 8,98 -
s, br 1H 11,77 -
dd 2H 9,15 215
dd 2H 8,78 2/8
dd 2H 8,02 5/8
S 2H 8,22 -
m 8H 6,4—7,9 ]

Fonte: Autor.

Com base no espectro de RMN de nlcleo de 'H e em suas respectivas

atribuicdes, percebe-se que houve a complexacdo de ambos os ligantes fenantrolina

e tiossemicarbazona ao centro metéalico Ag(l) na proporgédo 1:1:1.

Os hidrogénios da fenantrolina Hs e Hs' sdo magneticamente equivalentes, da

mesma forma que Hes € He’, H7 € H7', € Hs e Hg'. Isso ocorre uma vez que o ambiente
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s

quimico da fenantrolina é simétrico, tanto como molécula organica, como ligante

coordenado. Tal fato evidencia a coordenacédo da fenantrolina de forma bidentada.

O hidrogénio do fragmento hidrazinico é o que apresenta maior deslocamento
quimico, uma vez que € 0 que apresenta menor blindagem magnética. Apés
coordenacdo, aumenta-se tal desblindagem, uma vez que parte da densidade
eletrénica do ligante é doada via ligagcao sigma ao centro metélico. A presenca de tal
sinal no espectro de C1 (d = 11,77 ppm) comprova que a tiossemicarbazona

coordenou-se de forma neutra a prata(l).

Ressalta-se também que a somatdria das integrais do espectro corresponde ao
namero de hidrogénios do complexo metalico, assim como as respectivas
multiplicidades para cada atomo de 'H da molécula conferem com as esperadas de
forma tedrica, logo é possivel concluir que a reacgéo resultou na formacao apenas do

complexo de interesse, com significativo nivel de pureza.

4.2.6 UV-Vis

Quando uma molécula absorve energia, os elétrons sédo excitados e ocupam um
nivel de maior energia 4’ 8%, A probabilidade de tal transigdo eletrénica ocorrer pode
ser mensurada por meio da determinagao do coeficiente de absortividade molar (g),
calculado segundo a Lei de Lambert-Beer (Equacédo 1), que por sua vez, prediz a
linearidade entre a absorbancia de uma espécie (A) e a sua respectiva concentracao

(C) quando o caminho éptico (b) é constante 4789,
A =¢ebC (Equacédo 1)

O espectro de absorcdo na regidao do infravermelho para a espécie cTSC

encontra-se na Figura 22.
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Figura 22 - Espectro de absorcdo na regido do UV-Vis para o ligante tiossemicarbazona
cinemaldeido com concentragdo 1,25x10-° mol L' em DMSO.
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Fonte: Autor.

A banda de alta intensidade em 344 nm deve-se a transicfes eletrbnicas
permitidas pelas Regras de Sele¢éo. Tem-se as transi¢cdes 1T-1%, n-1T* € n-0* devido
ao anel aromatico do cinemaldeido e dos pares de elétrons isolados, como no
nitrogénio dos fragmentos hidrazinico e tioamida 8% %4, Para C1 (Figura 23), tem-se,
na mesma faixa espectral (A = 343 nm), as transicfes eletrénicas 1-1T*, n-T* € n-0*,

assim como referentes a transferéncia de carga, a qual é uma transicdo permitida 4"

89

A fim de determinar o coeficiente de absortividade molar para o complexo
metalico inédito, utilizou-se da Lei de Lambert-Beer (Equacédo 1) e mediu-se a

absorbancia de C1 em distintas concentragdes.
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Figura 23 - Espectro de absorcdo na regido do UV-Vis para o complexo C1 em DMSO e a sua
respectiva linearizacao segundo a Lei de Lambert-Beer.
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Fonte: Autor.

Uma vez que o coeficiente angular da reta obtida equivale ao produto entre e e b

(b = 1,0 cm), tem-se que €343nm = 2,10x10* L cm™ mol.
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4.2.7 Estudos de Estabilidade em Solucéo
Por meio da espectroscopia de absorcdo na regido do ultravioleta e visivel (UV-

Vis), monitorou-se, durante 48 horas, a absorbéancia de uma solucdo de C1 a 1,25x10
5mol L't em DMSO e em uma mistura de 80% DMSO e 20% tampéo tris-HCI (pH 7,3).

Figura 24 - Espectro de absor¢do na regido do UV-Vis para o complexo C1 nos tempos de Oh, 24h e
48h em (A) DMSO (B) 80% DMSO e 20% tampéo tris-HCI.
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Fonte: Autor.
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Como ilustrado na Figura 24, percebe-se que durante o tempo de estudo, em
DMSO, o complexo C1 apresentou uma variagao de absorbancia de 0,03 em 344 nm.
De forma similar, para a mistura contendo 80% DMSO e 20% tampao tris-HCI (Figura
24), em 341 nm, houve uma variacao de absorbancia de 0,02 entre Oh e 48h. Portanto,
por meio da técnica em questao, propde-se que C1 mantém-se integro durante 48h
em sistemas contendo ambos o solvente e a mistura de solventes de estudo, uma vez
gue nao houve significante variagdo da absorbancia nem deslocamento do sinal
obtido. Contudo, estudos adicionais de estabilidade, em especial por meio da

espectroscopia de RMN H, se fazem igualmente necessarios.

4.3Ensaios Bioldgicos

4.3.1 Avaliacdo da atividade antiproliferativa

A viabilidade celular e a citotoxicidade podem ser investigadas por meio do ensaio
colorimétrico de MTT 105197 A técnica consiste na reducdo do MTT (3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)2,5-difenil brometo de tetrazolio), cuja coloracdo é amarela, a
molécula formazan, que por sua vez, é roxo (Figura 25) 105197 A reacdo ocorre em
funcdo das células viaveis, uma vez que as mesmas contém, em suas mitocondrias,
enzimas desidrogenases, as quais sdo oxirredutases 10519 Dessa forma, quanto
menor for a concentracdo de formazan gerado, menor a quantidade de células viaveis

e, portanto, maior a inibicdo da linhagem celular pelo composto de estudo 196: 107,

Figura 25 — Reacéo de reducdo do MTT a formazan.

Enzimas N=
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B >‘->-N desidrogenases >§N

MTT Formazan

Fonte: Autor.
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Os valores de viabilidade celular podem ser expressos por meio da atividade
antiproliferativa da molécula de estudo, ou seja, o valor de ICso representa a
concentracdo necessaria da espécie que inibe 50% da linhagem celular, sejam estas

tumorais ou sadias.

Para o complexo C1, os valores obtidos de ICso frente as linhagens celulares
humanas A2780cis (cancer de ovario; resistente a cisplatina), A549 (cancer de
pulmé&o), MCF-7 (cancer de mama) e MRC-5 (fibroblasto de pulmé&o; ndo tumoral)

encontram-se na Tabela 6. Utilizou-se a cisplatina como referéncia.

Tabela 6 — Atividade antiproliferativa do ligante cTSC e do complexo metélico C1 frente as

linhagens celulares tumorais A2780cis, A549 e MCF-7 e ndo tumoral MRC-5.

ICso / M
Composto
A2780cis A549 MCF-7 MRC-5
cTSC - >100 >100 >100
C1 2,2+0,1 55+0,1 2,6+0,2 52+0,1

Cisplatina 16,8 +0,6 13,0+ 0,5 8,6+0,8 21,6 +0,8

Fonte: Autor.

Ao comparar os valores determinados de ICspo para cTSC e C1 frente as linhagens
celulares de estudo, percebe-se que a coordenacdo do ligante tiossemicarbazona
apresentou, como resultado, um aumento da atividade antiproliferativa da espécie,
uma vez que moléculas organicas inativas (ICso > 100 uM) tornam-se ativas (ICso =
2,2—-5,5 uM).

O complexo inédito a base de Ag(l) mostrou-se mais promissor em relacdo a
cisplatina em todas as linhagens tumorais de estudo (ICsoc1 = 2,2 — 5,5 uM; ICso cisplatina
= 8,6 — 16,8 uM). Tal tendéncia é observada uma vez que € necessaria uma menor
concentracdo da espécie para a inibicdo de 50% da linhagem de células. Entretanto,
ao comparar os valores de ICso determinados para C1 em comparacdo com oS
complexos analogos reportados por Silva et al.8%, em especial, 0 com substituinte etil

na tiossemicarbazona, para a linhagens celulares A549 e MCF-7, percebe-se que C1
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apresenta maior atividade antiproliferativa para cancer de mama, ao passo que 0s 0
outro complexo foi mais ativos para cancer de pulmao (Tabela 7). Mesmo assim,
destaca-se que o complexo metdlico contendo a tiossemicarbazona derivada do
cinemaldeido foi promissor frente a todas as linhagens tumorais de estudo (ICso < 10
uM) 9%, Uma vez que a esfera de coordenacéo dos complexos previamente reportados
e C1 difere-se apenas devido ao aldeido precursor da tiossemicarbazona, sugere-se
que o ligante TSC possa estar diretamente relacionado ao efeito antitumoral do
complexo metalico resultante. Logo, propde-se que o ligante tiossemicarbazona possa

ser o grupo farmacoférico do composto inorganico.

Tabela 7 — Comparagéo dos valores de ICso para C1 e o composto reportado por Silva et al.8! (3)
([Ag(phen)(L)INOs, L = 2-formilpiridina-N(4)-etil-tiossemicarbazona).

ICs0 / uM
Composto
A549 MCF-7
C1 55%0,1 26x0,2
3 2,27 £ 0,16 11,07 £ 0,35

Fonte: Autor.

Destaca-se também que C1 se mostrou ativo frente a linhagem de células de
cancer de ovario resistentes a cisplatina, A2780cis. Esse fato indica que o modo de
acdo do complexo metdlico inédito é divergente do mecanismo de acdo proposto para
a cisplatina no organismo . Objetivando obter maior entendimento acerca das
possiveis interacdes entre C1 e possiveis alvos biologicos, utilizou-se de técnicas
espectroscopicas como titulacdo espectrofotométrica, dicroismo circular e supressao

da fluorescéncia.

4.3.2 Ensaios de Interacdo com DNA

Tendo em vista que o mecanismo de acdo dos quimioterapicos utilizados no
tratamento do céncer a base de Pt(ll) envolve, como principal alvo biologico, 0 DNA,

a biomacromolécula é comumente escolhida durante o desenvolvimento de um novo
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potencial agente antineoplasico, especialmente complexos metalicos, objetivando
avaliar a possibilidade de apresentar interacdes covalentes e/ou ndo-covalentes com
a molécula de estudo 2% 2% 110, Ademais, a grande gama de informacdes estruturais
disponiveis sobre o DNA, assim como ha diversas possibilidades de modos de

interacdo com 0 mesmo, tornam-no um excelente alvo de estudo 1.

O DNA (Figura 26) é constituido por unidades monoméricas denominadas
nucleotideos e que apresentam, em sua estrutura, um grupo fosfato, uma unidade de
acucar (pentose), que no caso € a desoxirribose (2’-desoxi-D-ribose), e uma base
nitrogenada, as quais podem ser adenina (A), guanina (G), citosina (C) ou timina (T)
112,113 114, 115 As bases nitrogenadas de duas fitas diferentes de polinucleotideos
interagem entre si por meio de interacao hidrogénio, especificamente a adenina com

a timina e a guanina com a citosina 3% 112, 113; 116, 117,

Figura 26 — Componentes da estrutura do DNA.

Q
~. 0
O
o \U
Q
L"i,«/o \0
u/-{j """" \l_:v.o
_______ O,f" ‘O
'.‘F',--KO \
o A" \,p,_,O'
LDﬁ ------- M’ S
Q
35\/0
e S o\“ o
G (PT
_______ o’y
Ligagao 9 &
hidrogénio /(p";/
o,

Fonte: Autor; criado com BioRender.com.

A dupla fita da biomacromolécula pode apresentar diferentes caracteristicas em
func@o da sua conformacdo, principalmente devido a pentose, cuja alteragdo pode
ocorrer em funcédo de fatores como sequéncia dos pares de bases nitrogenadas,

concentracéo de sais, e.g. NaCl, e presenca de espécies que possam formar ligacdes



67

e/ou interagGes 31 118 119 Como exemplo, a variagdo na quantidade relativa de agua
proxima a molécula de DNA pode influenciar na relagdo entre os contatos néo
covalentes (porcao hidrofobica) e interacdes hidrofilicas, as quais estabilizam,
majoritariamente, a estrutura secundaria da biomolécula ?°, Consequentemente, o
DNA podera ser encontrado em diferentes formas e, com isso, podera apresentar

diferentes interacdes com espécies bioativas como complexos metalicos.

A conformacé@o que o DNA é comumente encontrado em sua forma nativa, ou
seja, a conformacao responsavel por suas propriedades biologicas, € a forma B (DNA-
B) 31112, Nestas condicdes, a umidade relativa é elevada, com valores superiores a
92%, assim como h& a presenca de metais alcalinos em sua forma catiénica, como o
Na* por exemplo 112118 O DNA-B apresenta uma dupla hélice e diametro de 20A 112,
A regido a qual as fitas localizam-se proximas umas a outra € denominada sulco

menor; em contrapartida, quando em distancias superiores, tem-se o sulco maior 121,

A moderada acidez da biomolécula e a consequente caracteristica de polianion
deve-se aos grupamentos fosfato que sdo negativamente carregados *2. No caso, a
conformacdo B privilegia que as regifes hidrofilicas figuem mais expostas as
moléculas de &agua, minimizando assim a repulsdo eletrbnica dos grupos
negativamente carregados entre si, a0 passo que as interacdes entre as bases
nitrogenadas ficam localizadas em um ambiente menos hidrofilico e, dessa forma, ndo

precisam competir pela ligacédo de hidrogénio com a agua 1% 113: 120,

Entretanto, € necesséario ressaltar que o dinamismo na estrutura do DNA permite
que haja transicGes da forma DNA-B para outras, e.g. DNA-A e DNA-Z 13, Algumas
semelhancas e diferencas entre as formas sdo que a forma A do DNA é encontrada
em ambientes com baixos teores de umidade relativa, apresenta sulcos maior e menor
com largura semelhante, e assim como a forma B, também desvia a luz para a direita
31 113, 116; 118 pPor sua vez, a forma mais energética, DNA- Z, desvia a luz para a
esquerda, e pode ter sua formacéo induzida na presenca de concentracdes superiores

a 3,5 mol L'! de NaCl ou a 50% de etanol 3% 116; 119; 122

A principal funcdo do DNA deve-se ao armazenamento genético, visando a
sobrevivéncia do individuo e, consequentemente, da espécie 11% 123 124 Fatores como
a acidez/basicidade do meio, temperatura e a presenca de espécies que possam

interagir de forma covalente ou ndo covalente com a biomolécula podem acarretar na
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perda da sua funcdo e, em alguns casos, resultar na morte celular, assim como os
farmacos a base de Pt(ll) (Secdo 1.2) 1'% 123, Dessa forma, uma estratégia no
desenvolvimento de potenciais novos farmacos deve-se a inibicdo de processos como
a transcricao e a replicacao de células ndo-sadias, destacando-se as células tumorais,

uma vez que apresentam elevada cinética de proliferagdo 2% 125,

Técnicas espectroscépicas podem ser de grande valia ho monitoramento das
propriedades do DNA em fungédo de interagdes com moléculas bioativas *?8. Diferentes
modos de interacdo entre novos promissores agentes antineoplasicos e a
biomacromolécula podem resultar em comportamentos dispares no ensaio de estudo
81;121;124 Destacam-se, como principais modos de interacéo entre moléculas bioativas
e 0 DNA, a intercalacdo entre os pares de bases nitrogenadas (Figura 27A), a
interacdo via sulcos maior e/ou menor (Figura 27B), interacdo eletrostatica com os
grupos fosfato (Figura 27C) e ligacao covalente, seja via base nitrogenada pelo atomo

de nitrogénio (Figura 27D) e/ou grupo fosfato pelo oxigénio (Figura 27E) 46: 124 126; 127,

Figura 27 - Modos de interagdo entre moléculas bioativas e DNA.
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Fonte: LAZZARINI, A. B. (2019) &2,

4.3.2.1 Titulagdo Espectrofotométrica
A titulacdo espectrofotométrica tem como fundamento a alteragcéo do espectro de
absorcéo da espécie de estudo em funcdo do aumento da concentracdo de DNA no

sistema 124 128, Como exemplo, o perfil de um agente intercalador, em geral, esta
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associado ao deslocamento batocrébmico, ou seja, ao deslocamento para regifes
menos energéticas do espectro, em conjunto com a diminuicdo das bandas de
maxima absorbancia (hipocromismo) 124 126 127 Esse efeito é consequéncia da
interacéo do tipo empilhamento 1T entre o orbital antiligante (11*) do anel aromatico da
espécie de estudo e os orbitais ligantes (11) dos pares de bases nitrogenadas do DNA,
resultando assim na diminuicdo da energia atrelada a transicao eletrdnica entre os
orbitais 1T-11* (batocromismo). Da mesma forma, como o orbital 1T dos pares de bases
nitrogenados estdo interagindo com a espécie bioativa, esse orbital encontra-se
menos populado em termos de densidade eletrénica, logo diminui-se a probabilidade
de transicdo eletrbnica entre os orbitais T-1* entre duas bases nitrogenadas
adjacentes. Como consequéncia, observa-se o fendmeno de hipocromismo 124 127: 129,
Segundo Rehman et al.'?4, intercaladores classicos podem apresentar valores

superiores a 35% de hipocromismo e 15 nm de deslocamento batocréomico.

A fim de iniciar os estudos acerca dos possiveis modos de interacéo entre 0 DNA
e C1, realizou-se o ensaio de titulagdo espectrofotométrica com DNA. Como ilustrado
na Figura 28, observou-se um hipocromismo de 6% em 360 nm em relacdo a
absorbéancia do complexo na auséncia e na presenca (60 uM) de DNA. Ressalta-se
que a banda do complexo ndo apresentou deslocamento batocrédmico nem

hipsocrémico.
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Figura 28 - Espectro de absorcao da regido do UV-Vis do complexo C1 com concentracdo de DNA

variando entre 0-60uM e a sua respectiva linearizacdo segundo a Equacéo de Benesi.
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Fonte: Autor.

A Equacao de Benesi-Hildebrand, possibilitou observar, de forma mais clara, a

correlacdo entre a absorbéncia de Cl1 e a concentracdo de DNA (Equacédo 2). Na

BN

equacado em questdo, Ao e €c equivalem, respectivamente, a absorbéncia e ao

coeficiente de absortividade molar do sistema na auséncia de DNA, ao passo que A e

eH-c devem-se a absorbancia e ao coeficiente de absortividade molar do sistema na

presenca do DNA. A concentracdo de DNA é expressa como [DNA].
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(Equacéo 2)

A reta linearizada obtida (R? = 0,9828) possibilitou a determinagdo da constante
de formacédo Kb para o complexo metalico de estudo, a qual equivale a 1,77x10* M
(Figura 28). Ao comparar o valor obtido com sondas intercaladoras classicas, assim
como brometo de etidio (Kb = 1,4x10% M), percebe-se que Cl1 apresenta uma

interacdo de natureza fraca com a biomacromolécula em questéo %,

4.3.2.2 Ensaio de Competicdo com Hoechst 33258

A utilizacdo de sondas para investigacdo se ha interacédo entre uma espécie e 0
DNA tem-se mostrado uma estratégia promissora. O Hoechst 33258 (H33258) (Figura
29) é uma sonda que se liga especificamente ao sulco menor do B-DNA em regides
gue apresentam quatro ou cinco regifes adjacentes contendo os pares de bases
nitrogenadas adenina-timina (A-T), por meio de interacBes do tipo eletrostética, van
der Waals e ligacdo hidrogénio 131133, Estudos demonstram que a interacéo entre a
biomacromolécula e H33258 resulta na inibicdo do modo de agdo de enzimas DNA

topoisomerases 131 134-136

Figura 29 — Férmula estrutural Hoechst 33258.
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Fonte: Autor.

A utilizagdo do Hoechst 33258 como meio de investigacdo da interacao de novas

espécies com DNA deve-se a potencializacdo da emisséo de fluorescéncia resultante
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quando formado o complexo H33258-DNA 128, Dessa forma, a fluorescéncia de um

sistema contendo a sonda e a biomolécula de interesse é avaliada conforme adiciona-

se C1 (0-60 uM) (Figura 30).

Figura 30 - Espectro de emissao de fluorescéncia do Hoechst 33258-DNA com concentracdes de C1
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Fonte: Autor.

O complexo metélico suprimiu 72% da fluorescéncia da espécie H33258-DNA em

458 nm (Aexc = 350 nm), indicando que a espécie de estudo consegue deslocar o
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Hoechst 33258 do sulco menor do DNA, seja por interacao direta entre C1 e o sulco
menor ou por meio de outro modo de interagdo que resulta na alteracdo da
conformacgdo da biomacromolécula e o consequente deslocamento da sonda 1%,
Destaca-se também que, uma vez que o valor de supressao da fluorescéncia € inferior
a 100%, mesmo na presenca de excesso do complexo, conclui-se que a forca de
interacdo entre C1 e a biomacromolécula € inferior & apresentada pela sonda com o
DNA 137, 138.

4.3.2.3 Ensaio de Competicdo com Laranja de Tiazol

O Laranja de Tiazol (TO) (Figura 31) € uma molécula que atua, majoritariamente,
como intercaladora entre os pares de bases nitrogenadas do DNA 3°. O TO apresenta
baixa intensidade fluorescéncia quando sozinha, porém a espécie TO-DNA pode

potencializar tal intensidade em fatores superiores a 3000 39-141,

Figura 31 - Férmula estrutural Laranja de Tiazol (TO).
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Fonte: Autor.

Em um sistema contendo Laranja de Tiazol, DNA e adi¢des crescentes de C1 (0-
60 uM), o complexo metéalico conseguiu suprimir 11% da intensidade de fluorescéncia
da espécie TO-DNA em 530 nm quando excitado em 480 nm (Figura 32). Face ao

exposto, percebe-se que C1 interage fracamente com a molécula de DNA.



74

Figura 32 - Espectro de emissao de fluorescéncia do TO-DNA com concentracdes de C1 variando
entre 0-60 pM.
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Fonte: Autor.

4.3.2.4 Dicroismo Circular

Quando uma luz circularmente polarizada ¢é incidida sob uma molécula quiral, a
mesma pode absorver de formas diferentes as radiacbes eletromagnéticas
correspondentes a polarizacdo pela direita e pela esquerda 42, Tal assimetria de

absorcédo que resulta no sinal obtido por meio da técnica de dicroismo circular 142,
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Neste trabalho, a fim de avaliar possiveis alteracfes na quiralidade do DNA na
presenca do complexo metalico C1, utilizou-se do dicroismo circular (CD) 7143, O
DNA apresenta dois sinais bem distintos: em 245 nm, a banda negativa é referente a
helicidade da estrutura secundaria B da macromolécula, enquanto, em 275 nm, a
banda positiva deve-se ao empilhamento 1 entre os pares de bases nitrogenadas 4%
145 Agentes alquilantes e intercaladores tendem a potencializar ambos os sinais
observados no espectro de CD do DNA, assim como pode ser observado pelos
agentes intercalantes azul de metileno e brometo de etidio 17 145148 Em
contrapartida, moléculas que interagem fracamente com a biomacromolécula, tal
como via interacdo eletrostatica e/ou por meio dos sulcos, ndo alteram
significativamente sua estrutura secundaria e, portanto, o espectro de CD néo €

fortemente modificado 147-1%0,

Na Figura 33, encontra-se o espectro de CD para o DNA na auséncia e na

presenca de C1 (0-19,6 uM), o que equivale a uma relagdo [C1]/[DNA] de até 0,4.

Figura 33 - Dicroismo Circular do DNA com relagdo de [C1]/[DNA] variando entre 0 a 0,4.
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Fonte: Autor.

Quando a concentracdo de C1 varia de 0 a 0,2 em relagdo a concentracdo de
DNA no sistema, néo é observada alteracao significativa em ambas as bandas positiva

e negativa da biomacromolécula. Contudo, quando em razdes de 0,3 e 0,4, percebe-
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se ligeiro aumento na intensidade (= 35%) da banda positiva localizada em 275 nm.
Logo, mesmo que ndo de forma expressiva, C1 pode aumentar a interagcdo de

empilhamento ™ do DNA sem provocar transigdes da forma B para A ou Z.

Dessa forma, sugere-se que a interacao existente entre o complexo metalico C1

e DNA seja de natureza fraca.

Silva et al.%? sugeriu que o composto andlogo a C1 possa apresentar a
mitocondria como alvo biolégico intracelular, em especial, por meio da enzima
tiorredoxina redutase (TrxR), cuja inibicAo pode resultar na apoptose. A fim de
determinar quais interacdes e alvos biolégicos sdo fundamentais para a potencial
atividade antiproliferativa do complexo inédito C1, sdo necessarias analises, tais como
avaliagdo do potencial de membrana mitocondrial, inducdo de formagéo de EROs, e

estudo das possiveis interagcdes com a enzima TrxR.
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4 CONCLUSAO

A hipotese deste trabalho foi fundamentada nas espécies reportados por Silva et
al.8l, em especial o de férmula [Ag(phen)(L)]NOs, sendo L = 2-formilpiridina-N(4)-etil-
tiossemicarbazona. Tal composto apresentou ICso de 2,27 £ 0,16 pM; 11,07 + 0,35
MM; e 3,87 £ 0,33 uM para as linhagens tumorais humanas A549, MCF-7 e MDA-MB-
231 respectivamente. Ao comparar com o composto inédito C1 de férmula molecular
[Ag(cTSC)(phen)]NO3.H20, na qual cTSC = N(4)-etil-cinamaldeido
tiossemicarbazona, percebeu-se que a modificacdo estrutural do fragmento
tiossemicarbazona resultou de fato na alteracdo da atividade biolégica do composto
inorganico. Para C1, obteve-se os valores de ICso equivalentes a 2,2 £+ 0,1 uyM
(A2780cis); 5,5 + 0,1 uM (A549); e 2,6 £ 0,2 (MCF-7). C1 se mostrou promissor frente
a todas as linhagens tumorais de estudo, uma vez que ICso < 10 uM. Ademais, ao
comparar a atividade antiproliferativa determinada para ambos os compostos, sugere-
se que o fragmento tiossemicarbazona seja potencialmente o grupo farmacoférico dos

complexos metélicos.

Ressalta-se também que o ligante tiossemicarbazona cinemaldeido cTSC se
mostrou biologicamente inativo, enquanto nas mesmas condi¢cdes, o complexo
metélico apresenta citotoxicidade promissora frente as linhagens tumorais A2780cis,
A549 e MCF-7. Dessa forma, o arcabouco molecular da espécie inorganica

possibilitou interacdes no organismo inacessiveis a cTSC.

Por fim, sugere-se que o mecanismo de acdo de C1 seja divergente e consiga
superar a resisténcia celular do apresentado pela cisplatina. Tal proposta baseia-se
na promissora atividade antiproliferativa frente a linhagem celular humana A2780cis
do complexo de Ag(l).
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