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RESUMO

O céancer € a segunda doenca que mais causa mortes no mundo. O tratamento
mais utilizado € a quimioterapia, sendo que 0s compostos a base de platina
representam 50% dos tratamentos. No entanto, esses compostos apresentam
algumas limitacbes devido a toxicidade e resisténcia celular. Visando o
desenvolvimento de novos compostos biologicamente ativos, destaca-se Ag(l), por
conta de suas vantagens em relacdo a outros ions metalicos. Nesse trabalho, foi
sintetizado um complexo de Ag(l) contendo isatina-3-etil-tiossemicarbazona (ITSC-Et)
e 1,10-fenantrolina (phen). Esse composto foi caracterizado pelas técnicas de
espectroscopia vibracional na regido do infravermelho (IV), ressonancia magnética
nuclear (RMN) de 'H e *3C, condutividade molar, andlise elementar e espectrometria
de massas com ionizacao por electrospray (ESI-MS). A atividade antiproliferativa in
vitro do complexo foi avaliada frente as linhagens celulares tumorais A2780 cis (ovario
resistente a cisplatina), A549 (pulm&o), MCF-7 (mama) e ndo tumoral MRC-5
(fibroblasto de pulmé&o). O complexo apresentou atividade citotoxica elevada (ICso =
1,69 — 8,58 uM) em relacdo ao farmaco de controle cisplatina (ICso cisplatina = 8,63 —
21,61 pM) por meio do método colorimétrico MTT. A interacdo do complexo de Ag(l)
com ct-DNA foi avaliada pelas técnicas de titulacdo espectrofotométrica e dicroismo
circular, que sugeriram que o mesmo interage fracamente com o DNA (Ko = 7,52 x 104
M-1) por meio do sulco menor ou por interagdes eletrostaticas. Além disso, foram
realizados ensaios de ligacdo competitiva com Hoechst 33258 e laranja de tiazol, que
exibiram uma supresséao da fluorescéncia de 80% e 39%, respectivamente. Portanto,
esses resultados sugerem que o complexo de Ag(l) interage com o DNA por meio do
sulco menor, porém essa interacdo € mais fraca em comparacdo com a sonda
Hoechst 33258.

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



ABSTRACT

Cancer is the second leading cause of death in the world. The most used
treatment is chemotherapy, with platinum-based compounds representing 50% of
treatments. However, these compounds have some limitations due to their toxicity and
cell resistance. Aiming at the development of new biologically active compounds, Ag(l)
stands out, due to its advantages in relation to other metallic ions. In this work, an Ag(l)
complex containing isatin-3-ethyl-thiosemicarbazone (ITSC-Et) and 1,10-
phenanthroline (phen) was synthesized. This compound was characterized by infrared
spectroscopic (IR), *H and ¥*C NMR, molar conductivity, elemental analysis, and
electrospray ionization mass spectrometry (ESI-MS). The in vitro antiproliferative
activity of the complex was evaluated against tumor cell lines A2780 cis (cisplatin-
resistant ovarian), A549 (lung), MCF-7 (breast) and non-tumoral MRC-5 (lung
fibroblast). The complex showed higher cytotoxic activity (ICso = 1.69 to 8.58 uM) than
the control drug cisplatin (ICso cisplain = 8.63 — 21.61 uM) by the MTT colorimetric
method. The interaction of the Ag(l) complex with ct-DNA was evaluated by
spectroscopic titration and circular dichroism techniques, which suggested that it
interacts weakly with DNA (Kb = 7.52 x 104 M%) through minor groove or by electrostatic
forces. In addition, competitive binding assays were performed with Hoechst 33258
and thiazole orange (TO), which exhibited 80% and 39% fluorescence suppression,
respectively. Therefore, these results suggests that the Ag(l) complex interacts weakly
with ct-DNA through minor groove, but this interaction is weaker than Hoechst 33258

probe.

Keywords: cancer; silver compounds; drugs; thiosemicarbazones; DNA.
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1 INTRODUCAO

1.1 Cancer

Cancer € um termo genérico utilizado para descrever um conjunto de doencas
caracterizado pelo crescimento descontrolado das células, que podem invadir tecidos
adjacentes ou se espalhar para outros 6rgdos do corpo (metastase). E considerado
uma das principais causas de morte em todo o mundo e estima-se que em 2020 foi
responsavel por cerca de 10 milhdes de mortes (Figura 1). Os tipos mais prevalentes
de cancer sdo: mama, pulmao, colorretal e préstata, sendo o cancer de pulmao um
dos mais prevalentes, sobretudo no sexo masculino com cerca de 1,43 milhdes de
casos e responsavel por 1,18 milh6es de mortes. No sexo feminino, o cancer de mama
€ 0 mais prevalente com cerca de 2,26 milhdes de casos e 684 mil mortes (WHO). A
pandemia de COVID-19 impactou diretamente o diagndstico e tratamento do cancer
devido as restricbes de acesso aos ambientes e receio dos pacientes em contrair o
virus, resultando em um aumento da doenca em estdgio avancado e,
consequentemente, o aumento da mortalidade. Mesmo os dados numéricos estao

subestimados em funcdo da pandemia (SIEGEL et al., 2022).

Pulmao
1.796.144 (18%)

Qutros canceres
3.932.768 (39.5%)

Colorretal
935173 (9.4%)

Figado
830.180 (8.3%)

Estémago
766.793 (7.7%)

Pancreas
466.003 (4,7%)

Esdfago . Mama
544.076 (5.5%) 684.996 (6.9%)

Total: 9958133

Figura 1: Estimativa do nimero de mortes por cancer no mundo em 2020. Fonte:

Adaptado de http://gco.iarc.fr/.
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No Brasil, segundo o Instituto Nacional do Cancer (INCA), estima-se que
ocorrerdo 625 mil novos casos ao ano no periodo de 2020-2022, sendo o cancer de
pele ndo melanoma o mais incidente com cerca de 177 mil casos, seguido pelos
canceres de mama e prostata (em torno de 66 mil cada), colorretal (em torno de 41

mil), pulméo (em torno de 30 mil) e estbmago (em torno de 21 mil) (INCA, 2020).

O cancer pode surgir a partir da transformacao de células normais em células
tumorais, por meio de um processo de varias etapas. Podem ser resultados de
mutacOes genéticas hereditarias, agentes carcinogénicos ou fatores externos. Os
principais fatores de risco dessa doenca sdo padrdes alimentares, tabagismo e

sedentarismo. Além de exposicdo a radiagdo e infecgdes (INCA, 2020).

Assim, o processo de formacao de um tumor € denominado carcinogénese, que
pode ser dividida em trés etapas: iniciacdo, promocao e progressado. Na etapa de
iniciacdo, a célula com fendtipo normal sofre alteracfes genéticas dando origem a
mutacdes. Posteriormente, estas mutagdes podem perpetuar, alterando o fendtipo
celular, resultando em transformagdes malignas. E por fim, na etapa de progresséao,
as células malignas se multiplicam e acumulam-se nos tecidos, originando o tumor,
Figura 2 (KLAUNIG et al., 2011).

Iniciagdo

Promocgao Progressao
—_— —_—

Célula
Normal

Tumor

Figura 2: Etapas da Carcinogénese. Fonte: Autor. Criado com biorender.com

Devido a réapida proliferacdo celular, os tumores necessitam de um alto
suprimento metabdlico para o seu desenvolvimento. Para isso, desencadeiam uma
série de etapas, que estimulam a angiogénese, um processo de formacéo de vasos
sanguineos responsavel por suprimir a demanda de nutrientes e oxigénio para a
progressdo do tumor. Assim, as ceélulas tumorais podem ainda sofrer alteracbes

genotipicas e fenotipicas, que resultam em disseminacéo para orgdos distantes do
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foco primario. Este processo é conhecido como metastase (Figura 3), sendo este
responsavel por 90% das mortes relacionadas ao cancer (FARES et al., 2020; NIH,
2018).

Tumor primario
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Figura 3: Esquema simplificado da metastase. Fonte: Autor. Criado com

biorender.com

O tratamento do cancer visa conter o crescimento e a propagacéo da doenca,
mas a escolha do mesmo depende do estagio e das caracteristicas do tumor, além do
estado de saude do paciente. Assim, o tratamento pode ser local (cirurgia e
radioterapia) e/ou sistémico (quimioterapia, hormonioterapia e imunoterapia), sendo a
guimioterapia o mais empregado, seja de modo isolado ou em combinagdo com outros
métodos (INCA, 2022; ONCOLOGIA, 2018). Particularmente, os agentes antitumorais
a base de platina, como a cisplatina, carboplatina e oxaliplatina, vem desempenhando

um papel muito importante na guerra contra o cancer.

1.2 Metalofarmacos a base de platina(ll)

A busca por complexos de platina contra cancer iniciou-se na década de 60,
apos Barnett Rosenberg, da Universidade Estadual de Michigan, descobrir
acidentalmente as propriedades citotdxicas da cisplatina. Neste trabalho, investigou-
se o efeito do campo elétrico no crescimento de bactérias Escherichia coli, logo, a
cultura bacteriana foi submetida a acdo de uma corrente elétrica por eletrodos de
platina em uma solucéo de cloreto de amoénio e observou-se que a divisao celular foi
inibida. Inicialmente, foi suposto que o campo elétrico estava relacionado ao controle

da divisao celular, mas ap6s um tempo, descobriu-se que na verdade era causado
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pelo composto de platina [PtCl2(NH3)2] formado no meio (ROSENBERG et al., 1969).
Assim, em 1978, a cisplatina foi aprovada pelo FDA (US Food and Drug
Administration) para uso clinico nos Estados Unidos como terapia para os tumores de
testiculo e ovario. Em particular, no tratamento contra cancer testicular, os compostos
a base de platina(ll) resultam em taxas de remissdo proximas a 90%, sobretudo
quando usados em combinagcdo com outros medicamentos quimioterapicos, 0 que
diminuiu em dois tercos a taxa de mortalidade por cancer de testiculo no EUA (NIH,
2014). Atualmente, em média 50% dos pacientes oncologicos submetidos a
guimioterapia, utilizam agentes antineoplasicos a base de platina (SCATTOLIN et al.,
2021).

O mecanismo de acdo da cisplatina baseia-se na interagdo e formacao de
adutos com o DNA. Assim, no meio extracelular a cisplatina mantém-se integra na
forma neutra cis-[PtCl2(NHzs)2], devido a altas concentracdes de ions cloretos
presentes no meio extracelular (100 mM). No entanto, no meio intracelular cuja
concentracéo de ions cloreto é de aproximadamente 4 a 12 mM, os ligantes clorido
sao deslocados por moléculas de agua, levando a formacéo das espécies ativas cis-
[PtCI(NH3)2(H20)]* e cis-[Pt(NH3)2(H20)2]?*. Consequentemente, 0s complexos
formados sao catidnicos e apresentam forte interagcdo com biomoléculas carregadas
negativamente. Portanto, os adutos formados entre os complexos catidnicos e as
bases nitrogenadas (por meio de ligagGes cruzadas intrafitas) promovem tor¢des na
estrutura secundaria do DNA induzindo a apoptose, Figura 4 (DILRUBA; KALAYDA,
2016; BROWNING et al., 2017).
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Figura 4: Mecanismo de acao da cisplatina. Fonte: Adaptado de BROWNING et al.,
2017.

No entanto, a administracdo da cisplatina pode resultar em efeitos adversos
como neurotoxicidade (toxicidade neuroldgica), nefrotoxicidade (toxicidade renal),
otoxicidade (toxicidade auditiva), nauseas e vomitos, que na maioria dos casos, sao
causados pela baixa seletividade da cisplatina. Vale ressaltar, que essa toxicidade
esta diretamente relacionada ao nivel de reatividade do composto de platina, logo,
quanto mais labil seu grupo de saida, mais reativo o0 complexo sera e,
consequentemente, resultard em mais efeitos colaterais (OUN et al., 2018). Além
disso, as células tumorais podem apresentar resisténcia intrinseca ou adquirida a
cisplatina, diminuindo a eficacia do tratamento. Os mecanismos de resisténcia
relacionados podem ocorrer por reparo do DNA ou pela ligagdo com grupos sulfidrilas,
como por exemplo glutationa ou cisteina, que estdo presentes nos aminoacidos ou
peptideos. Assim, os adutos formados vao auxiliar na expulsao do farmaco da célula
(DILRUBA et al., 2016).

Motivados pela busca de melhoria da eficacia e toxicidade dos medicamentos
a base de platina(ll), varios complexos analogos foram desenvolvidos, porém apenas
alguns obtiveram aprovacdo para uso clinico (Figura 5). Logo, a carboplatina e
oxaliplatina sdo aprovadas mundialmente, enquanto a nedaplatina, heptaplatina e
lobaplatina sdo aprovados para uso regional em alguns paises da Asia (KHOURY et
al., 2020)
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Figura 5: Principais compostos baseados em platina. Fonte: Autor.

1.3 Busca por novos metalo-farmacos

Dado os sucessos e as limitacbes dos complexos a base de platina, diversos
ions metalicos também tém sido investigados como alternativa para o tratamento do
cancer, pois oferecem uma ampla variedade de estruturas com mecanismos de acéo
diferentes, com menores taxas de toxicidade e resisténcia dos compostos a base de
platina. As propriedades Unicas de cada metal combinado com ligantes organicos
podem gerar propriedades fotoquimicas e fotofisicas, cinética de troca de ligantes,
estado de oxidacdo variaveis e capacidade de formar interacbes especificas com
biomoléculas, as quais sdo propriedades impossiveis de serem replicadas por
compostos puramente organicos (MANZANO et al., 2022). Dentre os complexos

metalicos que estdo sendo estudados para este propésito, destaca-se os de prata(l).

1.3.1 Potencialidades Medicinais dos complexos de Ag(l)

Ha séculos, a prata e seus compostos sado conhecidos por suas propriedades
bioldgicas, principalmente antibacteriana. No século passado, os sais de prata eram
usados para purificagdo de agua potavel e para prevencao de infec¢cdo oculares em
recém-nascidos. Vale destacar também, o uso de proteinatos de prata no tratamento
contra gonorreia, como por exemplo, o Protargol (combinagcéo de prata com 8% de
albumina), que era muito utilizado antes do aparecimento dos antibidticos. Outro

exemplo de proteinato de prata usado no tratamento dessa enfermidade é o Arginol,
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que foi introduzido em 1902 e tem sido utilizado até os dias de hoje. Como também,
ja foi usado para tratar infeccbes em 6rgaos revestidos por membranas mucosas ou
para evitar cegueira causada pela gonorreia e outras condigfes oftalmoldgicas em
recém-nascidos (MEDICI et al., 2016; 2019).

Apesar da eficacia desses tratamentos, com o surgimento da penicilina e outros
antibiéticos, o uso da prata como agente antibacteriano diminuiu significativamente.
No entanto, o amplo uso desses medicamentos acarretou o surgimento de diversas
cepas resistentes, que levou a novos estudos de compostos antibacterianos baseados
em prata. Logo em seguida, veio o desenvolvimento da sulfadiazina de prata, que
desde 1968 tem sido utilizada no tratamento de queimaduras e infeccdes até os dias
atuais (JOHNSON et al., 2017). Embora o mecanismo de acao da sulfadiazina de
prata ndo ser totalmente esclarecido, sugere-se que o mesmo se liga a membrana
celular, causando danos a célula e assim produzindo sua acédo bactericida (FOX;
MODAK, 1974).

A prata pode apresentar estados de oxidacdo 2+ e 3+, porém estes Sao pouco
estaveis, logo, as formas mais comuns sdo 0 e 1+. A prata(l) tem configuracdo
eletrdnica d1°, sendo assim, possui uma esfera de coordenacéo flexivel, podendo
adotar diferentes geometrias principalmente linear, trigonal planar e tetraédrica (Figura
6). A formacao da geometria linear, por exemplo, pode ser explicada pela formacao
de dois orbitais hibridos 5s e 4d-?>. Como a densidade eletronica dos I6bulos d;? é
deslocada para outro orbital, isso reduz a densidade eletrénica ao longo do eixo z, que

pode ser ocupado pelos pares isolados de dois ligantes (DI BERNARDO et al., 2007).

1.‘\,\\ |
—Ag— —Ag ARG

N

Linear Trigonal Planar Tetraédrico

Figura 6. Geometrias mais comuns para complexos de Ag(l). Fonte: Autor.

Segundo a teoria acido-base de Pearson, a prata € considerada um acido
macio, logo, tem preferéncia em formar ligacdes com bases macias como enxofre,
nitrogénio e fésforo. No entanto, a prata forma complexos labeis devido a energia de
estabilizacdo do campo cristalino (EECC) ser igual a 0 (GSCHWIND, F.; FROMM, K.
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M., 2012). Assim, a coordenacdo com ligantes quelantes € uma alternativa

interessante para melhorar a estabilidade dos complexos de prata.

1.3.2 Mecanismo de a¢édo dos ions Ag(l)

Apesar do mecanismo de acdo dos compostos de prata ndo serem
completamente elucidados, estudos mostram que a espécie biologicamente ativa é a
forma catibnica Ag*, que é liberada no organismo por meio de sais de prata,
complexos ou nanoparticulas. Portanto, o mecanismo de acdo dos ions prata é
baseado em danos causados pelo Ag* as células bacterianas e tumorais, como
ilustrado na Figura 7 (MEDICI et al., 2016; 2019).

d>¢®w,$\

Respiracdo

F)

Proteinas \ /

Figura 7: Representacdo do mecanismo de agéo dos ions Ag*. Fonte: Adaptado de
MIJNENDONCKX et al., 2013.

Assim, a prata pode atuar na superficie dos microrganismos e interagir com
grupos sulfidrilas presentes. Logo, ocorre uma substituicdo dos &tomos de H,
causando um bloqueio na respiragdo e transferéncia de elétrons e,
consequentemente, levando a morte celular. Da mesma forma, pode ocorrer um
vazamento de protons através da membrana. A ruptura da membrana celular resulta

na entrada dos ions Ag* no citoplasma, causando diversos efeitos adicionais. Os ions
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Ag*também sdo capazes de ligar-se aos acidos nucleicos (ao invés do fosfato), assim
interrompendo os processos de replicacdo celular. Também pode interagir fortemente
com peptideos e proteinas, formando complexos principalmente com 0s grupos tiol e
fosfato, que alteram a estrutura da proteina ou enzima inativando suas funcdes
enzimaticas e a desnaturacdo da proteina. Em um desses processos, pode gerar
espécies reativas de oxigénio (ROS) que leva a apoptose. Além disso, recentemente,
foi relatado na literatura um mecanismo denominado “efeito zumbi”. Nesse caso, os
ions Ag* vdo causar a morte de uma bactéria (por algum mecanismo relatado
anteriormente) e essa bactéria vai se comportar como um reservatorio de ions, que
quando em contato com bactérias vivas, transfere esses ions e sua agdo toxica
(MIINENDONCKX et al., 2013; MEDICI et al., 2016; 2019).

Portanto, a acdo citotoxica da prata € baseada em mecanismos de acéo
diferente daqueles relatados para compostos a base de platina, em termos de
interacdo com o DNA, perturbacdo da membrana mitocondrial, inibicdo de multiplos
alvos e indugdo de apoptose. Evidenciando a importancia desse metal no

planejamento de novos metalo-farmacos (MEDICI et al., 2016).

1.4 Planejamento de complexos de Ag(l) para fins bioldgicos

7

Sabendo-se que a espécie ativa dos compostos de prata é o ion Ag*, é
necessario controlar sua taxa de liberacdo no meio bioldgico, levando em
consideracdo a presenca de ions cloreto e glutationa no meio, além da estabilidade
em meio aquoso, lipofilicidade e capacidade redox. Portanto, a escolha do ligante é
muito importante, pois essas propriedades podem ser moduladas, por meio das
caracteristicas estéricas e eletronicas do mesmo, que podem conferir o efeito quelato

termodinamico e o efeito quelato cinético (MEDICI et al., 2016; 2019).

Quando os ions metélicos sao introduzidos no meio bioldgico, tendem a sofrer
reacoes de troca de ligante antes mesmo de atingir seu alvo terapéutico. Assim, para
diminuir a velocidade de substituicdo, o uso de ligantes quelantes € uma estratégia
muito empregada, que visa tornar a troca de ligantes mais lenta dos complexos e
reduzir a chance do complexo se dissociar completamente antes de atingir o alvo. Isso
ocorre, pois, a reacao de substituicdo de ligantes quelatos € mais lenta em relagcéo a

ligantes monodentados, ja que para a dissociagdo completa do ligante quelante é
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necessario a dissociacdo do primeiro atomo seguido pela reorganizacdo do mesmo
para se afastar do ion metélico. Contudo, a reacdo inversa ocorre rapidamente, devido
a aproximacédo do atomo ao metal, Figura 8. (MIESLER et al., 2014).
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Figura 8: Etapas da reacao de hidrélise de ligantes quelantes. Fonte: Adaptado de
MIESLER et al., 2014.

Além disso, esses ligantes também conferem maior estabilidade
termodinamica, devido ao aumento da entropia do sistema. Sendo assim, quanto
maior a constante de equilibrio de uma rea¢édo, mais termodinamicamente estavel
sera o produto, como por exemplo na Figura 9, onde a constante de estabilidade global

da reacdo é 10%° vezes maior em relacéo ao ligante monodentado (RODGERS, 2018)
NiZ* g + BNH3 o —  [Ni(NH;)s]** B=4,0x 108 (1)
Ni**ag) +3 €N 4y —  [Ni(en),]2* B=2,0x 10 (2)

Figura 9: Constantes de estabilidade global para rea¢cbes de formagao complexos
de Ni(ll) com ligantes monodentado e bidentado (en = etilenodiamina). Fonte:
Adaptado de Rodgers, 2018.
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Portanto, uma estratégia interessante é escolher ligantes que, além de ajudar
na estabilizacdo do complexo, ja tenham alguma atividade biolégica. Para complexos
de prata, € importante a escolha de ligantes com grupos doadores macios como N, S
e P, pois estes formam ligagcdes mais fortes e mais termodinamicamente estaveis com
esse centro metéalico. Outro fator a ser considerado é a capacidade do complexo de
atravessar a membrana celular, a qual depende de dois fatores: lipofilicidade e
hidrofilicidade. Logo, a escolha de ligantes lipofilicos, podem auxiliar para que o

composto possa atravessar a membrana celular e atingir o alvo biolégico.

1.5 1,10-fenantrolina

A 1,10-fenantrolina pertence a familia das a-a’-diiminas e é um ligante
heteroaromatico, planar, rigido e hidrofébico, que exerce excelente atividade
antimicrobiana in vitro contra diversos patdgenos bacterianos e fangicos. Sua
atividade antimicrobiana esta associada as suas propriedades como quelante e sua
capacidade de sequestrar ions metalicos em sistemas biologicos. Além disso, essa
atividade pode ser modulada por meio de modificagdes estruturais, como por exemplo:
estendendo sua espinha dorsal na posicao 5,6 (posi¢cdes demostradas na Figura 10)
ou pela substituicdo dos protons aromaticos por substituintes adequados (BENCINI;
LIPPOLIS, 2010; VIGANON et al., 2017).

Figura 10: Estrutura da 1,10-fenantrolina com namero dos substituintes. Fonte:

Autor.

Em virtude das caracteristicas estruturais da 1,10-fenantrolina, a mesma
apresenta capacidade de interagdo com o DNA e RNA, por meio da intercalacéo ou
ligacdo nos sulcos, pois sua estrutura planar favorece a insercao da regido aromatica
entre os pares de bases do DNA (BENCINI; LIPPOLIS, 2010). Ademais, também é

capaz de formar complexos com uma variedade de metais e esses complexos tém-se
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mostrado potenciais agentes anticancerigenos, antivirais e antimicrobianos
(VIGANON et al., 2017).

Nesse contexto, no trabalho de Jaros et al. (2019) foi descrito a sintese e estudo
da atividade antitumoral in vitro de complexos de férmula geral [Ag(R)(PTA)(NOs3)],
onde PTA = 1,3,5-triaza-7-fosfadamantano; R = 2,2';6’,2"-terpiridina e 1,10-
fenantrolina-5,6-diona frente as células tumorais A549 (pulméo), MCF7 (mama) e
HelLa (colo de utero). Os compostos (Figura 11), mostraram-se mais ativos que 0s
ligantes livres frente a todas as células testadas. A atividade antiproliferativa foi de 10
a 40 vezes maior que a cisplatina, sendo o complexo [Ag(diona)(PTA=S)(NOs3)] o mais
ativo, com ICso variando de 0,82 £ 0,10 a 3,29 + 0,42 pM.

[Ag(diona)(PTA=S)(NO,)]

Figura 11: Complexos [Ag(R)(PTA)(NO3)] sintetizados por Jaros et al. Fonte:
Autor.

Duric et al. (2020), sintetizaram dois complexos diferentes de formula [Ag(1,10-
phen)2]CF3COO.H20 e [Ag(CF3COO)(5,6-epoxy-1,10-phen)]z, onde 1,10-phen = 1,10-
fenantrolina; 5,6-epoxi-1,10-phen = 5,6-epoxi-5,6-dihidro-1,10-fenantrolina (Figura
12). A atividade citotoxica desses complexos foi testada frente as linhagens tumorais
A549 (pulmé&o), MDA-MB 231 (mama) e MIA PaCa-2 (pancreas) e nao tumoral MRC-
5 (pulméo), no qual o complexo [Ag(1,10-phen)2]CF3COO.H20 foi 0 mais citotoxico
com ICso= 1,4 — 7,8 uM, enquanto o complexo [Ag(CFsCOO)(5,6-epoxy-1,10-phen)]z
apresentou ICso= 17,1 — 38,2 uM, mostrando que a presenca do epoxido na estrutura
do ligante afeta significativamente a atividade citotoxica dos complexos.
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Figura 12: Complexos de Ag(l) sintetizados por Duric et al. Fonte: Autor.

1.6 Tiossemicarbazonas

As tiossemicarbazonas (Figura 13) constituem uma importante classe de
ligantes N,S-doadores, que tém despertado interesse na quimica inorganica
medicinal, devido as suas propriedades quimicas e bioldgicas, assim podendo atuar
como agentes antitumorais, antivirais, antifingicos, antibacterianos e antimalaricos.
S&o sintetizados a partir de uma reacao de condensacao entre um aldeido ou cetona
com uma tiossemicarbazida. Uma das principais vantagens das tiossemicarbazonas,
além das suas propriedades bioldgicas, € a sua versatilidade de obtencao, baixo custo
e alto rendimento (LOBANA et al., 2009; TENORIO; GOES, 2005).
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R4, R;, Ry e R,=H, alquil ou aril
Figura 13: Estrutura da tiossemicarbazona. Fonte: Autor.

Além disso, as tiossemicarbazonas podem existir como tautémeros tiona-tiol
(Figura 14) e podem se coordenar ao ion metalico de forma neutra ou anidnica,

resultando em uma variedade de modos de coordenacédo diferentes, podendo se
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coordenar de modo monodentado, bidentado ou polidentado LOBANA et al., 2009;
TENORIO; GOES, 2005). Ressalta-se que, por meio do efeito quelato, a coordenacio
das tiossemicarbazonas de forma bidentada ou polidentada pode favorecer a
liberacao lenta de ions Ag(l) no meio biologico. Assim, os ions Ag(l) conseguem atingir
o alvo biolégico sem reagir com outras espécies presentes no meio como,

peptideos/proteinas ou ions CI-.

H\N S _<SH
—/ fN_H . =/ N\
| / / _— / fN H
A X

I H Ar H

Forma tiona Forma tiol

Ar = aril

Figura 14: Formas tautomeéricas das tiossemicarbazonas. Fonte: Adaptado de
TENORIO; GOES, 2005.

O mecanismo de acdo das tiossemicarbazonas ainda ndo € totalmente
conhecido, mas estudos mostram que sua acao citotoxica ocorre principalmente pela
inibicdo da ribonucleotideo redutase (RR), enzima necessaria para sintese do DNA
ou pela inibicdo da topoisomerase (top), responsavel por regular a topologia do DNA
durante a diviséo celular (OLIVEIRA et al., 2019).

A insercdo de grupos funcionais na molécula da tiossemicarbazona, tem sido
amplamente explorada, a fim de modificar sua estrutura e obter novos agentes
terapéuticos. Dentre eles, destaca-se a unidade estrutural de isatina e seus derivados
(Figura 15a), que apresentam uma variedade de propriedades biolégicas, mostrando-
se promissores agentes antitumorais (SARANYA et al.,, 2019). Um exemplo é o
Sunitinib (Figura 15b), um medicamento a base de isatina inibidor da atividade
catalitica de quinase, que foi aprovado pelo FDA (US Food and Drug Administration)
para o tratamento de tumores estromal gastrointestinal e carcinoma de células renais
(PAIVA et al., 2021).
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Figura 15: (a) Estrutura de tiossemicarbazonas derivada da isatina; (b) Estrutura do

Sunitinib. Fonte: Autor.

Assim, os derivados de tiossemicarbazonas sao considerados ligantes
versateis, que conferem melhor tendéncia de coordenacéo, seletividade e estabilidade
para uma ampla variedade de ions metalicos. (PRAJAPATI; PATEL, 2019).
Destacando-se o ion metalico de prata, que devido a presenca de atomos doadores
macios como S e um nitrogénio intermediario (C=N), as tiossemicarbazonas podem

favorecer ligagcdes mais termodinamicamente estaveis com a Ag(l).

Nesse contexto, sdo relatados na literatura diversos complexos de prata(l) com
derivados de tiossemicarbazonas como potenciais agentes antitumorais. No entanto,
apesar das potencialidades da isatina, complexos de Ag(l) com isatina-

tiossemicarbazona ainda é uma &rea inexplorada.

Khan et al. (2020) investigaram a atividade biol6gica de uma série de
complexos de prata(l) de formula geral [AgX(aTSC)(PPhs)], onde X = Cl, Br; PPhs =
trifenilfosfina e aTSC = antraldeido tiossemicarbazona (Figura 16). Os complexos
apresentaram elevada citotoxicidade frente as linhagens de células tumorais de ovario
(PA-1), préstata (DU-145) e colo de atero (HelLa), apresentando um ICso na faixa de
6,02 a 7,14 yM. Vale ressaltar, que os complexos nao afetaram a viabilidade celular
da célula ndo tumoral HEK-293 (ICs0 > 50 puM), mostrando-se seletivos. A interacéo
com DNA e albumina (HSA) foi examinada para os complexos [AgCI(aTSC)(PPhs)] e
[AgBr(aTSC)(PPha)], os quais mostraram uma forte interacdo com essas biomoléculas

sugerindo que esses podem ser possiveis alvos bioldgicos.
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Figura 16: Complexos de Ag(l) com antraldeido tiossemicarbazona e trifenilfosfina

sintetizado por Khan et al. Fonte: Autor.

Recentemente, Biswas e colaboradores (2022) sintetizaram um complexo de
prata(l) com férmula geral [Ag(L)(PPhs)]2(NOs)2, onde L = 2-acetilpiridina- N(4)-metil-
3-tiossemicarbazona e PPhs = trifenilfosfina. A atividade antitumoral foi avaliada in
vitro frente as células BRL-3A (fibroblasto de figado) e Hepal-6 (tumor de figado
murino) com ICsp < 2 uM. O mecanismo de agédo desses complexos esta relacionado
a sua capacidade de alterar o potencial da membrana mitocondrial e induzir a resposta
de ROS.

Abdul Halim et al. (2019), relataram a sintese e estudo da atividade bioldgica
de uma série de complexos de prata(l) de férmula geral [Ag2(L)2(TSC)4](NO3)2, onde
L = difenil(p-toluil)fosfina e TSC = tiossemicarbazona (Figura 17). Todos os complexos
apresentaram elevada citotoxicidade frente as linhagens tumorais MDA-MB-231
(mama), HT- 29 (colorretal) e MCF-7 (pulm&o) com ICso variando de 2,20 a 4,66 uM,
sendo mais elevados em relagéo a cisplatina (ICso cisplatina = 5,28 — 35 puM). No entanto,

0 mecanismo de ac¢ao e possiveis alvos biologicos néo foram investigados.
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2 HIPOTESE

Recentemente, Silva et al. (2020) descreveu atividade citotoxica promissora de
um composto de prata de férmula geral [Ag(phen)(L)]NOs, onde phen = 1,10-
fenantrolina e L = 2-formilpiridina-N(4)-etil-tiossemicarbazona. O complexo
demonstrou elevada citotoxicidade para as linhagens celulares tumorais A549, MCF-
7, MDA-MB-231 e MCF-10A, os quais foram mais elevadas em relacéo a cisplatina.
O complexo apresentou maior seletividade (IS = 3,1) para as células de cancer de
mama triplo negativo (MDA-MB-231) comparado a cisplatina (IS = 0,6) nas mesmas
condi¢cdes experimentais. Além disso, apresentou interacdo fraca com o DNA,

indicando um mecanismo de acéo diferente do farmaco a base de platina.

Inspirados nos resultados deste trabalho, nosso grupo tem se motivado em
intensificar os estudos nesta classe de compostos ternarios, visando estabelecer
relacdes estrutura-atividade. Assim, substituiu-se o ligante 2-formilpiridina-N(4)-etil-
tiossemicarbazona do composto protétipo pela isatina-3-etil-tiossemicarbazona, para
fazer uma correlagcdo dessa modificacdo com a atividade citotoxica do complexo

prototipo.
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MNH

Composto protétipo

ICs (M) ICs, Cisplatina (uM) ICs (M)
A549:227+ 0,16 A549: 26,36+ 0,42 A549: 727
MCF-7: 11,07+ 0,35 MCF-7:49,60+ 3,69 MCF-7:27?
MDA-MB-231:3,87+ 0,33 MDA-MB-231:43,85+ 2,4 A2780 cis: 777
MCF-10A: 12,00+ 0,15 MCF-10A: 28,81 +5,84 MRC-5: ?2?

Esquema 1: Planejamento do complexo de prata(l). Fonte: Autor.
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6. CONCLUSAO

O complexo [Ag(ITSC-Et)(phen)]NOs foi sintetizado a partir do protétipo
[Ag(TSC)(phen)]NOs reportado por Silva et al. (2020) e a atividade antiproliferativa foi
comparada frente as linhagens celulares tumorais A549 (pulméo) e MCF-7 (mama)
(Esquema 4). Para as células tumorais A549, notou-se que a substituicdo da 2-formil-
piridina-N(4)-etil-tiossemicarbazona (ICso = 2,27 + 0,16 pM) pela isatina-3-etil-
tiossemicarbazona (6,49 + 0,27 uM) resultou em uma diminuicdo da citotoxicidade,
enquanto que para a célula MCF-7 (ICso = 11,07 £ 0,35 pM) a citotoxicidade do
complexo [Ag(ITSC-Et)(phen)]NOs aumentou (ICso = 8,58 = 0,44 uM), mostrando que
a modificacdo da tiossemicarbazona esta relacionado com a atividade citotoxica do
complexo. Apesar de ter ocorrido uma diminuicdo da citotoxicidade em uma das
linhagens tumorais, o complexo [Ag(ITSC-Et)(phen)]NOs foi muito ativo frente a todas
as linhagens tumorais testadas, incluindo a linhagem resistente a cisplatina A2780cis,

mostrando-se muito promissor.
Além disso, os estudos com DNA demonstraram que o complexo [Ag(ITSC-

Et)(phen)]NOs foi capaz de interagir fracamente com essa biomolécula, logo, supde-
se que o DNA ndo é o principal alvo farmacolégico desse complexo, sendo

necessarios outros experimentos para a investigacdo do seu mecanismo de acao.

MH

Composto protétipo

IC5, (UM) IC5 (MM)
A549:227+0,16 A549:6 49+ 0,27 uM
MCF-7:11,07+ 0,35 MCF-7:8,58+ 0,44 uM

Esquema 4: Comparacao da citotoxicidade entre 0 composto protétipo e o
[Ag(ITSC-Et)(phen)]NOs. Fonte: Autor.
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