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RESUMO

SINTESE E CARACTERIZACAO DE COMPLEXOS DE PRATA(I) COM
LIGANTES QUELANTES DOADORES N,N, N,O E N,S: AVALIACAO DA
CITOTOXICIDADE E ATIVIDADE ANTIBACTERIANA.

Neste trabalho, foram sintetizados e caracterizados complexos de prata(I) contendo
ligantes heterociclicos das classes fenantrolina e (tio)semicarbazonas, com o objetivo
de investigar suas propriedades antitumorais e antibacterianas. A sintese foi
conduzida em meio homogéneo, com rendimentos satisfatorios (60 — 88%). A
caracterizacio dos complexos incluiu técnicas como IV, UV-Vis, RMN de 'H e °C,
andlise elementar (CHN) e espectrometria de massas de alta resolu¢do (UHPLC-
QTOF-MS). Os ensaios de citotoxicidade revelaram que os complexos apresentaram
atividade significativa frente as linhagens tumorais A2780, MDA-MB-231 e A549,
com valores de 1Csg entre 0,18 e 7,2 uM. Os compostos demonstraram seletividade
em relacdo a linhagem ndo tumoral MRC-5, com indices de seletividade (IS)
superiores a 5, especialmente o complexo [Ag(phendiona)(scz)]*. Além disso, foi
observada uma capacidade inibitoria especifica sobre a atividade da topoisomerase
ITa, sem interferéncia na isoforma IIB, sugerindo uma seletividade enzimadtica
potencialmente benéfica. Ensaios realizados com o plasmideo pUC19 ndo indicaram
clivagem significativa do DNA nas concentracdes avaliadas. Nos testes
microbiolégicos, os complexos demonstraram atividade antibacteriana contra cepas
Gram-positivas (S. aureus e S. epidermidis) e Gram-negativas (E. coli e K.
pneumoniae). O complexo [Ag(phendiona)(scz)]* se destacou, apresentando valores
de CIM entre 1,95 e 15,6 pg mL!. A maior suscetibilidade observada nas bactérias
Gram-positivas pode ser atribuida a auséncia da membrana externa
lipopolissacaridica, o que facilitaria o acesso dos complexos aos alvos intracelulares.

Quanto a atividade anti-Leishmania (promastigotas), os complexos contendo



XVil

phendiona ou batophen exibiram ECso submicromolar: 0,2 — 0,5 puM para L.
amazonensis € 0,3 — 0,5 uM para L. braziliensis, com citotoxicidade em RAW 264.7
na faixa 1,6 — 3,8 uM, resultando em indices de seletividade (IS) frequentemente >
8 (até ~12,7, conforme o sistema). Em conjunto, os resultados apontam complexos
de Ag(I) com ligantes N,O/N,S como candidatos multifuncionais com poténcia e
seletividade relevantes, interagdo dirigida com alvos biomoleculares (topo Ila) e
amplo espectro de agdo (tumores, bactérias e Leishmania), justificando estudos

mecanisticos e avaliagcdo in vivo.
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ABSTRACT

SYNTHESIS AND CHARACTERIZATION OF SILVER(I) COMPLEXES WITH
N,N, N,O AND N,S DONOR CHELATING LIGANDS: EVALUATION OF
CYTOTOXICITY AND ANTIBACTERIAL ACTIVITY:

In this work, silver(I) complexes containing heterocyclic ligands from the
phenanthroline and (thio)semicarbazone classes were synthesized and characterized
to investigate their antitumor and antibacterial properties. The synthesis was carried
out homogeneous conditions, yielding products with good yields (60-88%). The
complexes were characterized by techniques including infrared spectroscopy (IR),
UV-Vis spectroscopy, 'H and '*C NMR, elemental analysis (CHN), and high-
resolution mass spectrometry (UHPLC-QTOF-MS). Cytotoxicity assays revealed
significant activity of the complexes against tumor cell lines A2780, MDA-MB-231
and A549, with ICsy values ranging from 0.18 to 7.2 uM. Several complexes
exhibited selectivity over the non-tumor cell line MRC-5, with selectivity indices
(SI) greater than 5, particularly the [Ag(phendione)(scz)]* complex. Additionally, the
complexes showed selective inhibitory activity against topoisomerase Ila, without
affecting the IIf isoform, indicating potentially beneficial enzymatic selectivity.
Assays performed with the pUC19 plasmid showed no significant DNA cleavage at
the tested concentrations. Microbiological tests demonstrated antibacterial activity
against Gram-positive strains (S. aureus, S. epidermidis) and Gram-negative
strains(E. coli, K. pneumoniae). The [Ag(phendione)(scz)]* complex stood out with
minimum inhibitory concentrations (MIC) ranging from 1.95 to 15.6 ug mL'. The
greater susceptibility observed in Gram-positive bacteria may be attributed to the
absence of the lipopolysaccharide outer membrane, facilitating access of the
complexes to intracellular targets. Regarding anti-Leishmania activity

(promastigotes), complexes containing phendiona or batophen exhibited
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submicromolar ECso values: 0.2—0.5 uM for L. amazonensis and 0.3 — 0.5 uM for L.
braziliensis, with cytotoxicity in RAW 264.7 within 1.6 — 3.8 uM, resulting in
selectivity indices (SI) frequently > 8 (up to ~12.7, depending on the system). Taken
together, the results identify Ag(I) complexes with N,O/N,S-donor ligands as
multifunctional candidates with relevant potency and selectivity, directed interaction
with biomolecular targets (topo Ila), and broad activity spectrum (tumors, bacteria,

and Leishmania), thereby justifying mechanistic studies and in vivo evaluation.
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1. INTRODUCAO

1.1 Bactérias e a resisténcia bacteriana

As bactérias sdao microrganismos unicelulares amplamente
distribuidos em ambientes diversos, incluindo solo, &gua, alimentos e
organismos vivos. Elas desempenham papéis essenciais nos ciclos
biogeoquimicos e na manutencdo de ecossistemas, sendo também componentes
naturais da microbiota humana. No entanto, algumas espécies bacterianas sao
patogénicas e podem causar doencas em humanos e animais. Ao longo da
histéria, infeccdes bacterianas representaram importantes causas de
mortalidade, até que a introdu¢do dos antibidticos no século XX revolucionou

a medicina, proporcionando tratamentos eficazes e salvando milhdes de vidas'-
3

As bactérias patogénicas sdo geralmente classificadas em dois
grandes grupos com base na coloragdo de Gram: Gram-positivas e Gram-
negativas. Essa diferenciacdo, proposta por Hans Christian Gram em 1884,
baseia-se na estrutura da parede celular bacteriana. No método, apés a fixagao
do esfregaco, aplicam-se cristal violeta e iodo (formando o complexo cristal
violeta—iodo), segue-se a descoloracdo com etanol/acetona e a contracoloragao
com safranina; a reten¢do ou perda do complexo cristal violeta-iodo revela o
tipo de envoltéria. As Gram-positivas possuem parede espessa de
peptidoglicano, o que retém o corante e resulta em coloracdo roxa (ex.:
Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae). As Gram-negativas
exibem peptidoglicano fino no periplasma e uma membrana externa rica em
lipopolissacarideo (LPS), que permite a saida do corante na etapa de

descoloracdo e leva a coloragdo rosada pela safranina (ex.: Escherichia coli,



Klebsiella pneumoniae). Essa diferenciagdo € crucial, pois orienta a escolha do
antibidtico: a presenca de membrana externa e porinas nas Gram-negativas
reduz a permeabilidade a varios farmacos, enquanto as Gram-positivas, em
geral, sdo mais acessiveis a P-lactamicos e glicopeptideos (ressalvados

mecanismos de resisténcia)*”.
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FIGURA 1: Organizacdo dos envoltorios celulares bacterianos: comparacao

entre bactérias Gram-positivas e Gram-negativas®,

Antibidticos sdo farmacos que inibem o crescimento bacteriano
(bacteriostéticos) ou promovem a morte celular (bactericidas) e costumam ser
organizados pelo alvo molecular: (i) sintese da parede celular (B-lactimicos
como penicilinas, cefalosporinas, monobactamicos e carbapenémicos; além de
glicopeptideos), (ii) sintese proteica no ribossomo (aminoglicosideos e
tetraciclinas — subunidade 30S; macrolideos, lincosamidas e oxazolidinonas
— subunidade  50S), (iii) replicacio e reparo do DNA

(quinolonas/fluoroquinolonas que atuam em DNA girase e topoisomerase IV),



(iv) metabolismo do folato (sulfonamidas/trimetoprim) e (v) integridade da
membrana (polimixinas). Entre essas classes, os B-lactaimicos compartilham o
farmacoforo anel B-lactimico de quatro membros, que mimetiza o dipeptideo
D-Ala-D-Ala e forma um intermedidrio covalente com as proteinas ligadoras
de penicilina (PBPs/transpeptidases), bloqueando a reticulacio do
peptidoglicano; o enfraquecimento da parede aciona autolisinas € culmina em
lise osmoética. Diferencas no esqueleto central (tiazolidinico nas penicilinas,
diidrotiazininico nas cefalosporinas, anel inico nos monobactamicos e nucleo
carbapenémico com maior tensao) e nas cadeias laterais modulam espectro de
acdo (Gram'/Gram~), estabilidade a [P-lactamases e propriedades
farmacocinéticas; combinacdes com inibidores de [B-lactamase ampliam a
cobertura frente a mecanismos de resist€ncia. A FIGURA 2 apresenta os
nucleos estruturais dessas subclasses, destacando o anel B-lactamico, elemento
chave para a atividade.®!!.
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FIGURA 2: Nucleos estruturais de antibioticos P-lactamicos: Penicilinas,

cefalosporinas, monobactamicos e os carbapenemes'!.

No Brasil, o uso de antibiéticos aumentou significativamente.
Dados da plataforma epharma indicam que, entre janeiro e abril de 2023, houve
um aumento de 108% nas unidades vendidas de antibidticos em comparacio ao

mesmo periodo de 2022 . Esse crescimento acende um alerta sobre o uso



indiscriminado e a automedicacdo, fatores que contribuem para o

desenvolvimento de resisténcia bacteriana'2.

O uso extensivo e muitas vezes inadequado desses agentes
antimicrobianos gerou uma pressdo seletiva intensa sobre as populagdes
bacterianas, favorecendo o surgimento e a disseminagdo de cepas resistentes. A
resisténcia bacteriana ocorre quando o0s microrganismos desenvolvem
mecanismos para neutralizar ou evadir a acdo dos antibidticos, como a
modifica¢do do alvo molecular, a producao de enzimas inativadoras (como as
B-lactamases), o aumento da efluxdo do farmaco ou a redugdo da

permeabilidade da membrana celular'>!3.

Nos ultimos anos, a resisténcia antimicrobiana tornou-se uma crise
global de saude publica. A Organizacao Mundial da Saide (OMS) alertou, em
seu relatorio de 2019, que infec¢Oes causadas por bactérias resistentes ja sao
responsdveis por centenas de milhares de mortes anuais, com projecoes
indicando que, até 2050, esse nimero podera ultrapassar 10 milhdes, superando
o numero de mortes por cancer. Casos como os de infeccdes hospitalares por
Klebsiella pneumoniae e Acinetobacter baumannii multirresistentes, ou a
disseminacdo de cepas de Escherichia coli produtoras de P-lactamases de

espectro estendido (ESBL), evidenciam a gravidade da situagdo'!"!>.

Além disso, a pandemia de COVID-19 acentuou o problema, com
o aumento do uso de antibifticos mesmo em casos de infeccdo viral,
contribuindo ainda mais para o avango da resisténcia. Diversos estudos tém
apontado que mais de 70% dos pacientes hospitalizados com COVID-19
receberam antibidticos, embora apenas uma fragdo tivesse coinfeccao

bacteriana comprovada'>1>.



Diante desse panorama alarmante, torna-se fundamental buscar
novas abordagens terapéuticas que superem os mecanismos tradicionais de
resisténcia bacteriana. Nesse contexto, os complexos metédlicos surgem como
uma alternativa promissora, apresentando mecanismos de acdo multifacetados
e capacidade de interferir em multiplos alvos celulares bacterianos. A
complexacdo de ions metdlicos com ligantes organicos apropriados permite
modular caracteristicas importantes como solubilidade, estabilidade e
seletividade, abrindo novas perspectivas para o desenvolvimento de farmacos

mais eficazes no combate a infecgdes resistentes!> 2!,

1.2 O Cancer: Defini¢cao, panorama e fatores de risco

O cancer € um conjunto heterogéneo de mais de 100 doengas que
compartilham a capacidade de proliferacdao descontrolada, invasao de tecidos
vizinhos e, em estdgios avancados, disseminag¢do metastética por via sanguinea
ou linfitica. Sua origem € multifatorial, envolvendo o acimulo de mutacdes
somaticas e alteracdes epigenéticas sob a influéncia de agentes carcinogénicos
quimicos, fisicos e bioldgicos, inflamagdo cronica e falhas nos sistemas de
reparo do DNA e controle do ciclo celular. Apesar de caracteristicas comuns,
como sinalizacdo proliferativa sustentada, evasdo de supressores de
crescimento, resisténcia a morte celular, imortalidade replicativa (ativacdo de
telomerase), angiogénese, invasdo/metastase, reprogramacao metabdlica e
evasao imune, cada tipo tumoral exibe assinaturas moleculares e genéticas

proprias, que determinam comportamento clinico, progndstico e estratégias



terapéuticas?’. A FIGURA 3 ilustra esse percurso, do estado normal da célula

40 Canceroso.

CELULAS NORMAIS DIVISAO CELULAR CELULA MUTADA

Formam tecidos e 6rgaos Células normais crescem, se Célula normal pode sofrer
reproduzem (duplicagao de DNA) alteragao no material genético
e morrem (DNA)

AGENTES
CANCERIOGENICOS

ocAlNCER ) REPRODUCAO CELULAR
Células mutadas invadem Célula mutada pode se dividir
outros tecidos e érgaos de maneira desordenada e

dar origem ao tumor

FIGURA 3: Carcinogénese: da célula normal a célula cancerosa®.

Segundo dados da Organiza¢cdao Mundial da Saude (OMS), o cancer
foi responsavel por cerca de 10 milhdes de mortes em 2020, o que o posiciona
entre as principais causas de 6bito no mundo. Os tipos mais prevalentes incluem
cancer de pulmdo, mama, colorretal, prostata e estomago (FIGURA 4).
Proje¢des indicam que o nimero de novos casos poderd atingir 28,4 milhdes até

2040, representando um aumento de 47 % em relacdo a 2020. No Brasil, o



Instituto Nacional de Cancer (INCA) estima aproximadamente 704 mil novos

casos para o triénio 2023-2025%>2,

Estimativa de mortes por cancer no mundo

Pulmao;1.8 milhdo

(19%)
Outros; 3.7 milhdes
(39%)
Colorretal;935 mil
(10%)
Figado;830 mil
(9%)
Estdmago; 769 mil
Préstata;375 mil (8%)
(4%)
Pancreas;466 mil Esofago; 544 mil
(5%) (6%)

Total de mortes: 9.4 milhdes
FIGURA 4: Estimativa global de mortes por cancer em 2022 (~9,42 milhdes)
fonte dos dados: GLOBOCAN/OMS 20222,

Diversos fatores contribuem para o desenvolvimento da doenca,
incluindo: predisposi¢do genética, envelhecimento, exposicdo a agentes
carcinogénicos (como tabaco, radiacdo, poluentes e produtos quimicos),
infeccoes cronicas (como as causadas por HPV, H. pylori ou hepatites virais),
estilo de vida sedentdrio, dieta inadequada e obesidade. A compreensao desses
fatores tem sido essencial para o desenvolvimento de estratégias preventivas e

terapéuticas®'’.

Os tratamentos convencionais incluem cirurgia, radioterapia,
quimioterapia, terapia hormonal, imunoterapia, terapias alvo-dirigidas e terapia

fotodinamica. A escolha depende do tipo e estigio da doencga, além das



condicoes clinicas do paciente. Entre os agentes quimioteripicos mais
relevantes estdo os complexos metalicos, sendo a cisplatina (cis-[PtCl,(NH3)])

o exemplo mais notdvel 27?5,

A descoberta da cisplatina como agente antitumoral remonta ao
final da década de 1960, quando Barnett Rosenberg, ao investigar os efeitos da
corrente elétrica sobre o crescimento de Escherichia coli, observou que
compostos de platina inibiam a divisdo celular. Esses achados culminaram na
identificacdo da cisplatina como uma molécula com potente atividade
antineopldsica. Apds extensivos testes pré-clinicos e clinicos, o composto foi
aprovado pela FDA (Food and Drug Administration) dos Estados Unidos em
1978 para o tratamento de cancer de testiculo, bexiga e ovario, marcando o

inicio de uma nova era na quimioterapia baseada em metais.

Desde entdo, a pesquisa em farmacos inorganicos tem se
expandido significativamente, com a exploracao de diversos metais e estruturas
coordenadas visando melhorar a seletividade, reduzir efeitos adversos e superar
aresisténcia adquirida aos tratamentos convencionais. A versatilidade estrutural
dos complexos metdlicos permite o desenvolvimento de agentes multitarget,
capazes de interagir com DNA, proteinas e organelas celulares, oferecendo um
vasto campo de possibilidades para o tratamento de cancer e outras doengas

cronicas?8-39,

1.3 Leishmaniose

A leishmaniose retine doencgas causadas por protozodrios do género
Leishmania, transmitidos por flebotomineos. Clinicamente, manifesta-se
sobretudo nas formas cutianea (LC), mucosa (LM) e visceral (LV, kala-azar),

variando de lesdes cutineas autolimitadas a quadros sist€micos potencialmente



fatais. Estima-se que mais de 1 bilhdo de pessoas vivam em areas endémicas;
ocorrem anualmente 1 milhdo de casos de LC e aproximadamente 30-90 mil
casos de LV, com subnotificacdo relevante. A LV, se ndo tratada, ¢ fatal em

95% dos casos e ocorre majoritariamente no Brasil, na Africa Oriental e na

India®**,

O ciclo de vida envolve promastigotas no inseto vetor e
amastigotas intracelulares em macréfagos do hospedeiro vertebrado. Nas
Américas, Leishmania (Viannia) braziliensis € a espécie mais disseminada e
associada a LC, LM e formas disseminadas; no Brasil, além de L. braziliensis,
ha participacdo de outras espécies em LC e L. infantum na LV (com caes como
reservatorios urbanos). O principal vetor da LV no pais é Lutzomyia longipalpis,
cuja adaptacdo ao ambiente urbano contribuiu para a expansao/urbanizacdo da

doenga®,

O diagnéstico integra avaliacdo clinica e epidemiolégica com
métodos laboratoriais: parasitologicos (exame direto/cultura), moleculares
(PCR/tipagem) e soroldgicos (mais uteis na LV). A identifica¢do da espécie €

recomendada quando vidvel, por impacto terapéutico e progndstico®.

O tratamento inclui antimoniais pentavalentes, anfotericina B
(deoxicolato e formulagdes lipossomais), miltefosina (uso oral em indicacdes
especificas), além de pentamidina e paromomicina (tOpica/sist€mica conforme
protocolo). Apesar da eficdcia, persistem toxicidades, regimes prolongados e
falhas/recidivas em cendrios particulares. No caso da miltefosina, destacam-se
eventos adversos gastrointestinais e hepatobiliares e teratogenicidade, exigindo

vigilancia e elegibilidade criteriosa conforme diretrizes*-°.
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Nas Américas (2001-2023) foram notificados 1.178.436 casos de
LC/LM (média 51.236/ano) e 73.092 de LV (média 3.178/ano), com letalidade
de 8% para LV— a mais alta entre os continentes. No Brasil, a LC mantém
média de 21 mil casos/ano (incidéncia 8,6/100 mil nos dltimos cinco anos), com
maior carga na Regido Norte; a LV apresenta surtos localizados, principalmente
no Norte e Nordeste, com ocorréncia crescente em contextos

urbanos/periurbanos?*.

As limitagdes do arsenal atual (toxicidade, vias parenterais,
recidiva, acesso) e o risco de resisténcia sustentam a busca por novas entidades
quimicas. Entre elas, complexos metélicos e metalofarmacos se destacam por
potenciais mecanismos multimodais (interagdo com alvos contendo tidis,
estresse oxidativo, perturbacdo mitocondrial, interagcio com DNA/enzimas) e

possibilidade de otimizag¢do fisicoquimica via desenho de ligantes?®.

1.4 Prata como metalofirmaco: usos médicos e aplicacoes

biol6gicas de seus complexos metalicos

A prata encontra-se entre os trés primeiros metais descobertos pelo
Homem, juntamente com o ouro e o cobre sendo conhecidos também como
“metais de cunhagem”, tendo seus primeiros indicios datados de
aproximadamente 4000 a.C. e sua primeira utilizagdo como moeda em 700 a.C.
na Asia. Possui a configuragio eletronica [Kr] 4d'° 5s' , peso atdmico de 107,86
g mol™! e uma abundancia isotépica de aproximadamente 1:1 entre os is6topos

de massa '"Ag e 1¥Ag.

O estado de oxidagdo mais relevante € +1 (Ag"), com configuragcao
[Kr] 4d'. fons Ag' formam ampla variedade de complexos; com ligantes

simples, € frequente nimero de coordenacdo 2 e geometria linear, como em
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[Ag(NH3)2]* e [Ag(CN),]. Também ocorrem espécies com coordenacdo 3
(trigonal plana) e 4 (tetraédrica); em condicOes especificas e com ligantes
multidentados/ponte, podem surgir complexos de coordenacdo 5 (trigonal
bipiramidal) ou 6 (octaédrica), embora estes sejam menos comuns para Ag(I).

Os modos de coordenagdo mais frequentes estdo esquematizados na FIGURA

5 28-31

,l ‘ ‘

— Ag— ‘Ag—— —Ag—

v - & iy
\ |

Linear Trigonal Plana Tetraédrica Quadratica Plana

FIGURA 5: Modos de coordenagcdao mais comuns para complexos de Ag(I).

Os compostos de prata, sio muito interessantes no campo da
medicina, pois combinam o uso tradicional desse metal como medicamento para
muitas doencas com a relativa “novidade” de metalofarmacos, que se
popularizou com a introducdo da cisplatina como um poderoso agente
quimioterapico ha cerca de 50 anos. Recentemente, os complexos de prata
também demonstraram possuir propriedades anticancerigenas, abrindo uma

nova perspectiva para a quimica de coordenac¢@o no combate a doengas3*-33,

Até a descoberta e invencdo dos antibidticos, a prata era uma das
poucas drogas capazes de curar infecgdes, queimaduras e feridas e prevenir
doencgas contagiosas. A introdu¢do dos antibidticos (por volta de 1940)
diminuiu drasticamente o uso da prata na medicina, embora continuasse a ser
empregada no tratamento de queimaduras na forma de sulfadiazina de prata ou

coloides de prata, em curativos e pomadas®*3°,
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Porém, desde a década de 1990, estudos envolvendo sua
aplicabilidade na medicina vém sendo desenvolvidos, principalmente em sua

forma metdlica como suspensdes coloidais®*3°

. A toxicidade da prata para
células bacterianas tem sido reconhecida e documentada hda muito tempo,
enquanto para os humanos sua toxicidade parece ser bastante baixa: este metal
ndo tem func¢do bioldgica, mas foi encontrado em tecidos humanos como
consequéncia da bioacumula¢do ao longo da vida, com uma concentragdo
média de alguns microgramas por quilo de tecido umido, indicando que o
organismo pode tolerar a presenca de prata em baixas doses sem quaisquer
efeitos toxicos, provavelmente pela formacdo de AgCl. Assim, a baixa
toxicidade é uma das maiores vantagens da prata sobre outros metais
medicinalmente relevantes e o poder antimicrobiano de seus compostos 10nicos

podem ser explorados na pratica médica com razodvel seguranga®®42,

Os mecanismos pelos quais a prata exerce efeitos toxicos contra
bactérias, fungos, protozodrios e células cancerigenas sdo complexos e vém
sendo elucidados mais recentemente. Eles dependem do tipo de composto (sal,
complexo, nanoparticula) e do alvo celular. Em comum, a espécie
biologicamente ativa € a forma catidnica Ag*, liberada in situ a partir desses

materiais.>¢3°.

Os principais mecanismos citotoxicos atribuidos a Ag* estdo

resumidos na FIGURA 6%,

i) O ion Ag* pode se coordenar a grupos tidis de proteinas e enzimas
encontradas na superficie da parede celular, levando a desestabilizacdo da

membrana celular e bloqueio dos processos de sintese de ATP;
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i1) Os ions Ag" podem danificar a integridade e a permeabilidade da parede

celular pela remog¢do de um elétron dos constituintes celulares e enzimas;

111) Pertubacdo da homeostase mitocondrial, causando a despolarizagdo da

membrana;

iv) Interacdo com peptideos e proteinas, especialmente com grupos tidis,

levando a inativacdo de enzimas e desnaturacao de proteinas;

v) Interacdo com acidos nucleicos, particularmente com as bases do DNA, ao

invés da porc¢ao fosfato, interrompendo os processos de replicagdo celular;

vi) Geracdo de espécies reativas de oxigénio (ROS).

ADP + Pi

FIGURA 6: Mecanismos de acdo propostos para ions Ag" em células

bacterianas e eucaridticas (fungos/protozoarios/células tumorais)*?.

Diversos trabalhos reportados na literatura demonstram o potencial
farmacol6gico de complexos de prata na inibicdo de linhagens de células

tumorais. Neste contexto foi investigada a atividade antitumoral de complexos
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de prata com ligante metil-xantato e trifenilfosfinas (FIGURA 7)%. Neste
estudo, foram avaliados os valores de ICsy (concentracdo de um composto em
que sao inibidos 50 % da viabilidade de uma populacdo celular) em duas
linhagens de células de cancer de mama, MDA-MB-231 e MCF-7. Os valores
observados para a linhagem MCF-7 variaram de 0,7 a 5,9 umol L', que foram
em sua maioria menores do que os valores do farmaco padrao, cisplatina (5,5
umol L1). Isso mostra que esses complexos possuem grande potencial inibit6rio
para essa linhagem. Enquanto para a linhagem MDA-MB-231 nao

apresentaram atividade®.

/
/
/
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[Ag(CH;0CS,)(tpp).] [Ag(CH;0CS,)(tmtp),] [Ag(CH30CS,)(tptp),]

*tpp = trifenilfosfina; tptp = tri(p-toluil) fosfina; tmtp = tri(m-toluil) fosfina.
FIGURA 7: Complexos de prata com atividade antitumoral sintetizados®.

Em outro estudo, foi investigado o potencial antitumoral do
complexo de prata [Ag(SCN)(PR3),] (PR3 = tris-4-metdxifenilfosfina),
FIGURA 8, contra a linhagem tumoral de esdfago SNO. Este complexo
proposto demonstrou ser 12 vezes mais poderoso do que a cisplatina contra as
células SNO (cisplatina ICso=42,89 + 5,04 uM e [Ag(SCN)(PR3),] IC50=3,5 =

0,91 uM), além de apresentar uma menor citotoxicidade em células nao
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tumorais HDF-a (derme) e HEK-293 (rim). O complexo induz a apoptose das
células tumorais que foi evidenciado pelo baixo nivel de ATP, geracdo de
espécies reativas de oxigénio (ROS), despolarizacdo do potencial de membrana

mitocondrial, libera¢do do citocromo c e clivagem de caspase-9°.

Ag

“_@_O-_CH-’ HsC_O_Q_F_Q_O_CHa

o

HyC—0

CHy CHj

FIGURA 8: Estrutura quimica do complexo [Ag(SCN)(PR3),] sintetizado*.

No trabalho desenvolvido por Silva e colaboradores®!, realizou-se
a sintese e caracterizacdio de novos complexos de prata(I) contendo
tiossemicarbazonas derivadas de 2-formilpiridina e 1,10-fenantrolina (FIGURA
9). Neste estudo os compostos demonstraram atividade antiproliferativa
significativa contra c€lulas tumorais humanas de pulmio (A549) e mama
(MDA-MB-231 e MCF-7), com valores de ICs, variando de 1,49 a 20,90 uM.
Além disso, apresentaram menor toxicidade em células nao tumorais (MCF-
10A). Estudos indicaram que os complexos induzem apoptose, formacao de
espécies reativas de oxigénio (ROS) e perda do potencial de membrana

mitocondrial. Ensaios de morte celular nas células MDA-MB-231 foram
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realizados com o composto com o objetivo de avaliar seus efeitos na morfologia
celular, inducao de apoptose, ciclo celular, formacdo de espécies reativas de
oxigénio (ROS) e potencial de membrana mitocondrial (Aym). O composto
causou alteracoes morfologicas, como encolhimento e arredondamento das
células, aumentou a populacdo da fase sub-Gl e induziu a morte celular
apoptédtica, a formacdo de ROS e a perda do potencial da membrana
mitocondrial (Aym). Os resultados de ligagdo ao DNA revelaram que o

composto interagiu com o sulco menor do ct-DNA.

/™
@JN\N)\NH R

R =H (1), CH; (2); CH,CH; (3)

FIGURA 9: Estruturas quimicas dos complexos do tipo [Ag(phen)(L1-
L3)](NOs), sintetizados por Silva et al’'.

Em um outro estudo®?, foi sintetizado um complexo de prata(I) com
formula geral [Ag(L)(PPh3)]»(NOs),, em que L corresponde a 2-acetilpiridina-
N(4)-metil-3-tiossemicarbazona e PPh; a trifenilfosfina. A avaliacdo da
atividade antitumoral in vitro foi realizada utilizando as linhagens celulares
BRL-3A (fibroblasto hepético normal) e Hepal-6 (carcinoma hepatocelular

murino), revelando citotoxicidade seletiva, com valores de ICs inferiores a 2
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uM. Esses resultados indicam um potencial promissor do complexo na inibi¢ao

seletiva de células tumorais hepaticas, com baixa toxicidade as células normais.

O estudo também investigou o mecanismo de acdo do composto,
demonstrando que sua atividade estd associada a despolarizacdo do potencial da
membrana mitocondrial € ao aumento da geracdo de espécies reativas de
oxigénio (ROS). Esses efeitos mitocondriais sugerem que o complexo atua
induzindo estresse oxidativo e promovendo a apoptose celular, mecanismos
frequentemente explorados por compostos antitumorais modernos. Assim, oS
dados destacam ndo apenas a poténcia citotéxica do complexo, mas também sua
atuacdo seletiva e mecanismo de ag¢do coerente com a proposta de

desenvolvimento de agentes quimioterdpicos mais eficazes e menos téxicos>2.

Um estudo conduzido por Khalaji e colaboradores®! avaliou a
atividade antibacteriana do complexo de prata(I) [Ag(catsc)(PPhs):]NOs
(FIGURA 10) contra cepas padrao de bactérias Gram-positivas (Staphylococcus
aureus ATCC 25923 e Enterococcus faecalis ATCC 29212) e Gram-negativas
(Escherichia coli ATCC 25922 e Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853).

NO;

FIGURA 10: Estrutura quimica do complexo [Ag(catsc)(PPh3):]NO;

sintetizado por Khalaji e colaboradores?!.
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TABELA 1: Valores de CIM para o ligante livre (catsc) e o complexo
[Ag(catsc)(PPh3)2]NOs.

Espécies de bactérias MIC do complexo MIC do ligante catsc
(ug mL™) (ug mL™)
E. faecalis (ATCC29212) 60 >500
S. aureus (ATCC25923) <1 >500
E. coli (ATC(C25922) <1 >500
P. aeruginosa (ATCC2753) >500 >500

Os resultados apresentados na Tabela 1 indicam que o ligante livre
ndo exibiu atividade antibacteriana contra nenhuma das cepas testadas, com
valores de Concentragdo Inibitoria Minima (CIM) superiores a 500 pg mL™".
Em contraste, o complexo demonstrou atividade significativa frente a
Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis € Escherichia coli, destacando-

se pelos baixos valores de CIM inferiores a 1 ug mL™" contra S. aureus e E. coli.

Almeida e colaboradores®® investigaram a citotoxicidade e a
atividade antibacteriana de complexos de prata(I) contendo semicarbazonas e
trifenilfosfina. Os compostos demonstraram expressiva atividade citotdxica
frente as linhagens celulares MDA-MB-231 e MCF-7, com valores de 1Cs
variando de 1,68 a 8,40 uM (MDA-MB-231) ¢ de 2,4 a 3,8 uM (MCF-7),
superando significativamente a cisplatina, cujos valores foram de 67 uM e 20
UM, respectivamente. Em alguns casos, os complexos mostraram-se até 16
vezes mais ativos do que o fairmaco padrdo. Além disso, apresentaram atividade

antibacteriana relevante contra cepas Gram-positivas (Staphylococcus aureus
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ATCC 14458 e Streptococcus agalactiae ATCC 13813) e Gram-negativa
(Salmonella typhi ATCC 6539), com inibicdo do crescimento bacteriano
variando entre 61 % e 85 %. Esses achados evidenciam o potencial promissor
dos complexos de prata(I) para aplicagdes terapéuticas tanto no tratamento de

cancer quanto de infec¢Oes bacterianas.
1.5 Planejamento dos complexos de prata (I)

Em geral, o fon Ag(I) de configuracdo eletronica [Kr]4d'?, forma
complexos cineticamente ldbeis, porém a labilidade de um complexo ndo
depende exclusivamente da natureza do ion metdlico, mas do conjunto metal-
ligante. Nesse sentido, a escolha estratégica dos ligantes € essencial para
controlar a estabilidade, reatividade e, consequentemente, as propriedades

bioldgicas dos complexos de prata®*.

Do ponto de vista da teoria dcido-base dura e mole de Pearson
(HSAB), o ion Ag(I) é classificado como um 4cido mole, tendo, portanto, maior
afinidade por ligantes com atomos doadores macios ou intermedidrios, como
enxofre (S), fosforo (P), nitrogénio (N) e carbono (C). Dessa forma, a utilizagao
de ligantes contendo esses elementos tende a favorecer a formacgdo de
complexos mais estdveis e menos susceptiveis a dissociacdo em meio bioldgico,

o que € desejavel para o desenvolvimento de metalo-farmacos -,

A coordenacdo de ligantes quelantes é uma estratégia bem
conhecida para modular as propriedades fisico-quimicas de complexos de
Ag(I), assim como incorporar ligantes que ja sdo conhecidos por suas
propriedades bioldgicas. O efeito quelato termodinamico também € explorado

no planejamento de complexos metalicos bioativos. Esse efeito torna os
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complexos quelatos mais estaveis termodinamicamente em relacdo aos seus

andlogos constituidos por ligantes monodentados™>’.

Entre os ligantes amplamente utilizados na quimica de
coordenacdo com Ag(I), destacam-se as tiossemicarbazonas e semicarbazonas
(FIGURA 11), devido a sua versatilidade sintética e notdavel atividade bioldgica.
Esses ligantes derivam de reagdes de condensacgdo entre aldeidos ou cetonas e
tiossemicarbazidas ou semicarbazidas, respectivamente, e podem apresentar

diferentes padrdes de substituicdo nas posi¢oes terminais, 0 que permite ampla

modulacio de suas propriedades fisico-quimicas e biolégicas>®.
ﬁ ﬁ
R’ C N R R C N R
\N/ \N/ \C/ \N/ \N/ \C/
I I
Rll R2 R" R2
Tiossemicarbazona Semicarbazona

R’,R”,R,R, = alquil, aril, H.

FIGURA 11: Estrutura geral de compostos tiossemicarbazonas e

semicarbazonas.

As tiossemicarbazonas (TSC) possuem como principal grupo
funcional a tioamida (—C=S), que confere ao ligante uma natureza N,S-doadora.
Esse grupo € responséavel por fortes interacdes com metais moles, como o Ag(I),
promovendo complexos estdveis e com estruturas bem definidas. A presenca do
enxofre e do nitrogénio permite a formacdo de quelatos bidentados ou

tridentados, dependendo da estrutura do ligante, e frequentemente resulta em
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compostos com geometria linear, trigonal ou tetraédrica ao redor do centro

metalico>®%.

Por sua vez, as semicarbazonas (SCZ) sao estruturalmente
semelhantes as tiossemicarbazonas, mas apresentam uma amida (—C=0) no
lugar da tioamida. Essa substitui¢do altera significativamente o cariter doador
do ligante, tornando-o predominantemente N,O-doador. A presenca do
oxigénio, mais eletronegativo que o enxofre, influencia as propriedades
eletronicas dos complexos, podendo afetar tanto sua solubilidade quanto sua

reatividade e interaciio com alvos biolégicos’,

Ambos os tipos de ligantes demonstraram ampla gama de
atividades bioldgicas, como antitumoral, antibacteriana, antifingica, antiviral,
antiparasitdria e até anti-inflamatéria. A atividade citotéxica das
tiossemicarbazonas, por exemplo, tem sido atribuida a sua habilidade em quelar
metais biologicamente relevantes, como ferro e cobre, inibindo enzimas metalo-
dependentes fundamentais para a proliferacdo celular, como a ribonucleotideo
redutase (RR), responsidvel pela conversio de ribonucleotideos em
desoxirribonucleotideos, etapa crucial na sintese de DNA. Além disso, diversas
tiossemicarbazonas tém demonstrado capacidade de inibir topoisomerases,
enzimas reguladoras da superenovelamento do DNA durante processos de
replicacdo e transcricdo, o que amplia ainda mais seu espectro de a¢do contra

células tumorais® -,

Outro mecanismo relevante estd relacionado a indugdo de estresse
oxidativo, por meio da geracdo de espécies reativas de oxigénio (ROS), que
promovem danos mitocondriais, despolarizacdo da membrana mitocondrial e

ativacao de vias de apoptose. Tais mecanismos sdo particularmente observados
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em complexos metdlicos contendo tiossemicarbazonas coordenadas, que
favorecem o transporte e actimulo intracelular de {ons metdlicos,

potencializando o efeito citotéxico seletivo®*°,

Do ponto de vista quimico, a coordena¢ao com metais como Ag(I)
também pode modificar profundamente a lipofilicidade, solubilidade e
biodisponibilidade dos ligantes, além de reduzir sua toxicidade intrinseca por
sequestrar grupos reativos ou por limitar sua interacao direta com biomoléculas.
O efeito quelato — ou seja, a maior estabilidade termodinamica e cinética
conferida por ligantes multidentados em relacdo aos monodentados — €
fundamental nesse processo, pois favorece a formacdo de complexos mais

resistentes a dissociagdo em meio fisiologico.

Apesar da ampla literatura sobre complexos metilicos com
tiossemicarbazonas, ainda sao relativamente escassos os estudos voltados
especificamente aos complexos de Ag(I) com esses ligantes. No entanto, os
poucos estudos existentes demonstram que os complexos de Ag(I) com
tiossemicarbazonas ou semicarbazonas frequentemente apresentam atividade
biolégica superior a dos ligantes livres, evidenciando sua relevancia no

desenvolvimento de novas abordagens terap€uticas.

Diante disso, torna-se evidente a importancia de investigar de
forma mais aprofundada os complexos de Ag(I) contendo esses ligantes, tanto
para a ampliacdo do conhecimento sobre sua quimica de coordenagdo quanto
para a exploracao do seu potencial farmacoldgico, especialmente em um cenario
crescente de resisténcia antimicrobiana e busca por novos agentes antitumorais

seletivos e eficazes.
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1.6 Planejamento estrutural e proposta de desenho molecular

Selecionou-se a prata(I) como centro metdlico pela sua afinidade
por doadores macios (N/S) e histdrico de bioatividade antimicrobiana, buscando
combinar estabilidade de coordenacdo com propriedades fisicoquimicas
favoraveis (solubilidade, lipofilicidade e permeacdo celular). Dois blocos

farmacoféricos complementares foram empregados:

. Derivados de 1,10-fenantrolina (N,N bidentado): phen, 4,7-
difenil-1,10-fenantrolina (batophen) e 1,10-fenantrolina-5,6-diona (phendiona).
O nucleo fenantrolinico confere rigidez e capacidade de empilhamento n—m,
enquanto as substituicdes modulam lipofilicidade (p.ex., grupos fenila em
batophen) e quimiorredox (phendiona apresenta motivo quinonoide,
potencialmente associado a geracdo/transferéncia de espécies reativas de

oxigénio em microambientes celulares).

. (Tio)semicarbazonas (N,O ou N,S bidentado): provém
multiplos sitios doadores, favorecem o efeito quelato e apresentam literatura de
bioatividade relevante. A troca (S—QO) entre tiossemicarbazona e
semicarbazona permite modular polaridade/lipofilicidade e, potencialmente,

permeacdo e seletividade celular.

A combinagdo desses blocos visa equilibrar estabilidade do
complexo, permeacgdo (via aumento de lipofilicidade controlada) e interagcdes
biomoleculares (DNA, enzimas topoisomerases, proteinas plasmadticas),

alinhando-se as hipdteses mecanisticas investigadas ao longo do trabalho.
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Por fim um resumo estrutural dos compostos é exposto na
FIGURA 12 a seguir e suas contribui¢cdes esperadas para cada parte da

molécula.

——————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————————

\
N
/\
>=><

O Centro metalico com afinidade por N/S; N/O e N/N;
| Atividade bioldgica

o (I) Aumento da lipofilicidade;
@ @ (II) Empilhamento aromatico com DNA,; :
(IIT) Quinonoide, capaz de participar de processos redox celulares

(I) efeito quelato e estabilidade;

(Il) Possibilidade de interagédo com topoisomerase (atividade biologica);
(IIT) Ajuste de polaridade (scz vs tsc).

FIGURA 12: Planejamento estrutural dos complexos de prata(I) desenvolvidos

neste trabalho e contribui¢do de cada fragmento.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Este trabalho teve como objetivo principal sintetizar, caracterizar e
realizar ensaios exploratorios de atividade biologica de complexos de prata(I)
contendo ligantes das classes semicarbazona, tiossemicarbazona e derivados de
fenantrolina, avaliando sua resposta in vitro frente a bactérias, linhagens
tumorais humanas e parasitas do gé€nero Leishmania (L.amazonensis e
L.braziliensis), com foco em poténcia (MIC/ICs¢/ECsp), seletividade
antitumoral (indice de seletividade) e espectro de acao em Gram*/Gram’, além

de verificar a estabilidade em condi¢des de ensaio.
2.2 Objetivos especificos

° Sintetizar complexos de prata(I) com ligantes do tipo semicarbazona,

tiossemicarbazona e derivados de 1,10-fenantrolina;

o Caracterizar estruturalmente os compostos por meio de técnicas como
espectroscopia no infravermelho IV(FT-IR), UV-Vis, RMN ('H/*C{'H} e 2D),
andlise elementar (CHN) e espectrometria de massas, visando elucidar suas

estruturas e modos de coordenagao;
o Avaliar a estabilidade estrutural dos complexos em solventes a fim de

verificar sua integridade durante os ensaios biolégicos;

o Investigar a atividade antibacteriana dos compostos frente a cepas

representativas de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas;

° Avaliar a atividade antileishmanial frente a L. amazonensis e L.

braziliensis, determinando ECso e indice de seletividade (vs. RAW 264.7);
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o Estudar o potencial de interacio dos complexos com biomoléculas,

incluindo DNA (titulagdo/eletroforese) e inibicdo de topoisomerases;

o Determinar o perfil de citotoxicidade dos complexos em linhagens
celulares tumorais e em linhagem nédo tumoral, visando avaliar seletividade e

potencial terapéutico.

3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Solventes e Reagentes

Os solventes metanol, etanol, diclorometano, cloroférmio, éter
etilico, acetonitrila e dimetilsulféxido (DMSO) foram utilizados sem
purificacio prévia (Synth® ou Sigma-Aldrich®). Acido sulfiirico e 4cido
nitrico concentrados (Synth®), bicarbonato de sédio (Synth®), Brometo de
potéassio (KBr) (Sigma-Aldrich®) foi utilizado em FT-IR. Nitrato de prata
(AgNO3) (Sigma-Aldrich®) foi a fonte metalica. Os ligantes comerciais 1,10-
fenantrolina (phen) de procedéncia NEON, 4,7-difenil-1,10-fenantrolina
(batophen) de procedéncia GFS. Para os ensaios enzimdticos, utilizaram-se
Human Topoisomerase [la e Human Topoisomerase II} com seus tampdes
fornecidos (Assay Buffer, Dilution Buffer) e pBR322 superenovelado da
Inspiralis®. O gel de agarose Kasvi e o plasmideo pUC19 da Thermoscientif.

Para microbiologia utilizaram-se caldo/dgar Mueller-Hinton (Kasvi®).
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3.2 Sintese dos ligantes

A FIGURA 13 apresenta as estruturas quimicas dos ligantes

empregados neste trabalho, juntamente com suas respectivas abreviagoes.
(Phen) (Phendiona) (Batophen)

N N
7\ N[N \

SN A NNy A
T e (Y
©/\s/c: ’ TSC

FIGURA 13: Estruturas quimicas dos ligantes e pares doadores.

As diiminas aromaticas derivadas da 1,10-fenantrolina atuam como quelantes
k2N,N; a semicarbazona (SCZ) como k*N,O (N imina e O carbonila) e a
tiossemicarbazona (TSC) como k*N,S (N imina e S tiona/tiolato). Os dtomos

doadores estao destacados em cores distintas.
3.2.1 Sintese dos ligantes Semicarbazona e Tiossemicarbazona

A sintese dos ligantes semicarbazona e tiossemicarbazona foi
realizada com base em metodologias previamente descritas na literatura, com
adaptacdes que envolvem o uso de 4cido cloridrico diluido como catalisador da
reacdo de condensacdo entre um aldeido aromdtico e a hidrazina

correspondente®°,



28

Em um balao de fundo redondo de 50 mL, foram adicionados 0,56
mL de cinamaldeido (4,5 mmol), previamente solubilizados em 20 mL de uma
mistura etanol:agua (1:1, v/v). Posteriormente, adicionou-se 0,50 g de cloridrato
de semicarbazida (4,5 mmol) para a sintese da semicarbazona, ou
alternativamente, 0,41 g de tiossemicarbazida (4,5 mmol) para a obten¢do da
tiossemicarbazona. A seguir, foram adicionadas 5 gotas de HC1 0,8 mol L™! com
o auxilio de uma pipeta de Pasteur, atuando como agente catalisador da reacao.
A mistura reacional foi mantida sob refluxo com agitacdo constante por 24 h.
Ao final do periodo, a suspensao resultante foi resfriada em banho de gelo para
favorecer a precipitacdo do produto. O sélido formado foi isolado por filtracao

a vacuo, lavado com dgua destilada gelada e seco sob véacuo.

Rendimento: 74 % (0,62 g) semicarbazona e 94 % (0,87 g) tiossemicarbazona.
3.2.2 Sintese do ligante 1,10-fenantrolina-5,6-diona

Em um balao de fundo redondo de 250 mL, foram adicionados 1,00
g (5,60 mmol) de 1,10-fenantrolina e 4,50 g (38,0 mmol) de brometo de potéssio
(KBr) e lentamente, sobre banho de gelo, adicionou-se aos solidos, uma mistura
composta por 20 mL de 4cido nitrico concentrado (HNOs3) e 40 mL de acido
sulftrico concentrado (H2SO.). Imediatamente apds a adi¢cdo, observou-se a

liberagdo de gés castanho (Br,), indicando o inicio do processo de oxidagao.

A mistura reacional foi entdo aquecida a 90 °C sob agitacdao
constante até cessar completamente a liberacio do gds, o que indicava o
consumo total do agente oxidante gerado in situ. Finalizada a reac@o, o meio foi
cuidadosamente neutralizado com carbonato de potassio (K,CO3) até atingir um

pHentre 6 e 7.
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O solido precipitado durante a neutralizacdo foi removido por
filtracao a vacuo e descartado. A solug¢io remanescente foi submetida a extracao
com diclorometano (3 x 30 mL), utilizando-se sulfato de sédio anidro (Na,SO,)
como agente secante. ApOs filtracdo, o solvente organico foi removido por
evaporacgdo sob pressao reduzida em rotaevaporador, resultando na obtengao da

phendiona como sélido amarelo claro.

Rendimento: 78 % (0,9100 g).

3.3 Sintese dos complexos de Ag(I)

3.3.1 Sintese dos complexos de Ag(I) com 1,10-fenantrolina

Em um baldo reacional de 10 mL, foi adicionada uma solucdo de
nitrato de prata (AgNO;) (82 mg, 4,8 x 10* mol) dissolvida em 5 mL de
acetonitrila. Em seguida, adicionou-se 1,10-fenantrolina (87 mg, 4,8 x 10 mol)
a solucdo, mantendo a agitacdo em temperatura ambiente por 10 min. Apos esse
periodo, foi adicionado o ligante tiossemicarbazona ou semicarbazona, também
na mesma propor¢do molar (4,8 x 10* mol). A mistura reacional foi mantida
sob agitacdo magnética continua por 1 h a temperatura ambiente. Ao final da
reagdo, observou-se a formagdo de um precipitado. O sélido foi entdo isolado
por filtragdo a vacuo, lavado com etanol gelado para remocdo de impurezas

soliveis e, por fim, seco sob vacuo até peso constante.

Rendimento: 60% (158 mg) [Ag(phen)(tsc)]* e 85% (220 mg)
[Ag(phen)(scz)]*
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3.3.2 Sintese dos complexos de Ag(I) com 1,10-fenantrolina-5,6-

diona

Em um baldo reacional de 10 mL, foi adicionada uma solugdo de
nitrato de prata (AgNO3) (82 mg, 4,8 x 10* mol) em 5 mL de acetonitrila. Em
seguida, adicionou-se 1,10-fenantrolina-5,6-diona (100 mg, 4,8 x 10* mol), e a
mistura foi mantida sob agitacdo magnética a temperatura ambiente por 10 min.
Na sequéncia, foi adicionado o ligante tiossemicarbazona ou semicarbazona na

mesma propor¢do molar (4,8 x 10* mol).

Ap6s a adicdo de todos os reagentes, a reacdo foi mantida sob
agitacao continua por 1 h a temperatura ambiente. Ao final do tempo reacional,
observou-se a formacdo de um precipitado, o qual foi isolado por filtracdo a

vacuo, lavado com etanol gelado e seco sob vacuo até massa constante.

Rendimento: 72% (202 mg) [Ag(phendiona)(tsc)]” e 88% (240 mg)
[Ag(phendiona)(scz)]*

3.3.3 Sintese dos complexos de Ag(I) com 4,7-difenil-1,10-

fenantrolina

Em um baldo reacional de 10 mL, foi adicionada uma solucdo de
nitrato de prata (AgNOs3) (82 mg, 4,8 x 10 mol) em 5 mL de acetonitrila. Em
seguida, adicionou-se 1,10-fenantrolina-5,6-diona (100 mg, 4,8 x 10 mol),
mantendo-se a mistura sob agitacdo magnética a temperatura ambiente por 10
min. Posteriormente, foi adicionado o ligante tiossemicarbazona ou

semicarbazona na mesma razao molar (4,8 x 10 mol).

A reacdo foi conduzida sob agitagdo continua a temperatura

ambiente por 1 h. Ao término do processo reacional, observou-se a formagao
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de um precipitado. O sélido foi entdo isolado por filtracao a vacuo, lavado com
etanol gelado para remover impurezas residuais e, em seguida, seco sob vacuo

até massa constante.

Rendimento: 72% (202 mg) [Ag(batophen)(tsc)]* e 88% (240 mg)
[Ag(batophen)(scz)]*

3.4 Equipamentos e Metodologia

3.4.1 Espectroscopia vibracional na regiao do infravermelho

Os espectros vibracionais na regidao do infravermelho foram
obtidos no estado so6lido utilizando-se um espectrofotdmetro SHIMADZU®
com transformada de Fourier, modelo IR Prestige-21 na regido compreendida
entre 4000 e 400 cm™. As amostras no estado s6lido foram diluidas em KBr,

mantida em estufa a 100 °C, na propor¢ao 1/100 (amostra/KBr).
3.4.2 Espectroscopia de absorcao eletronica UV-Vis

Os espectros foram obtidos com auxilio do espectrometro
SHIMADZU 1650PC, duplo-feixe. Os espectros foram analisados a partir de
solucdes 1,0 x 10° mol L' dos complexos em DMSO. A regido de varredura
escolhida foi de 700 a 200 nm em caminho 6ptico de 1,0 cm em cubetas de

quartzo. Os espectros foram obtidos utilizando os softwares UVProb 2.42.
3.4.3 Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Para a obtencdo dos espectros de RMN de 'H e *C{'H}e Mapas
de Contornos (COSY, 'H'H, HSQC, 'H"*C e HMBC) foi utilizado um
espectrometro BRUKER® Avance III - Nanobay 400MHz localizado no
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laboratério do Departamento de Quimica da UFSCar. Os solventes utilizados
nas andlises foram o0 DMSO-d¢ na propor¢do 5 mg de amostra para 450 uL de
solvente deuterado. Os espectros foram tratados utilizando o software

MestReNova® versao 12.02-20910.
3.4.4 Analise Elementar

As porcentagens de carbono, nitrogénio, enxofre e hidrogénio
foram obtidas utilizando o equipamento Fisons-EA1108 (CHNS-O) da CE
Instruments com o programa EAGER 200 disponiveis na central analitica do
Departamento de Quimica da UFSCar. Pesou-se aproximadamente 1,0 mg das
amostras em uma balanca Sartorius Micro (XM-1000 P) que apresenta erro

igual a 0,005 mg.
3.4.5 Medidas de condutividade molar

As medidas de condutividade molar foram feitas no equipamento
MARCONI modelo MA 521 pertencente ao grupo LABBES (Laboratério de
Analitica, Bioanalitica, Biosensores, Eletroanalitica e Sensores) do
Departamento de Quimica-UFSCar. Foram preparadas solucdes dos complexos

nas concentra¢des de 1,0 x 10 mol L'! em DMSO.

3.4.6 Espectrometria de massas de alta resolu¢cao UHPLC-QTOF-
MS

As andlises de massa de alta resolucdo foi realizada pela Dra
Karine Zanotti do laboratorio de Produtos Naturais da UFSCar. A amostra foi
solubilizada em 1000 uLL de DMSO grau LC-MS e diluida para a concentracao

de 1 ppm em ACN grau LC-MS. A fase mével no modo isocritico foi
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constituida por 100 % acetonitrila acidificada com 0,1 % de acido férmico. A
vazdo da fase mével foi de 0,200 mL min! e o volume de injecdo de 5 uL. Ndo
houve utiliza¢do de coluna, sendo feita injecdo direta. A andlise das amostras
foi realizada em Cromatdgrafo Liquido de Ultra Alta Eficiéncia acoplado ao
6545 Q-TOF MS (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, EUA), equipado com
uma interface eletrospray (ESI) de Jet no modo positivo, empregando os

seguintes parametros para a ionizagao.

TABELA 2: Parametros utilizados na ionizagdo para a detec¢do dos padroes

1s0tOpicos.
Tipo de ionizagdo ESI+
Temperatura do gas (°C) 320
Fluxo do gas (L min™) 12
Nebulizador (Psi) 35
Temperatura da barreira 300

térmica do gés (°C)

Temperatura da barreira 10

térmica do fluxo (°C)

VCap 2400

Voltagem do Nozze (V) 700

Fragmentador (eV) 30e40
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Skimmer 65

Energia de colisao -

OctopoleRFPeak 750

O erro em massas foi calculado a partir da massa tedrica e do
respectivo espectro de MS (erro méaximo aceitavel de 5 ppm). O espectro foi
adquirido monitorando uma faixa entre 100 a 1000 m/z, taxa de varredura de 3

espectros s e processados pelo software Mass Hunter Workstation Software

versao B.08.00.
3.4.7 Linhagens celulares

Para os ensaios biologicos foram utilizadas as linhagens tumorais
humanas de mama triplo-negativo MDA-MB-231 (ATCC. HTB-26), tumoral
de pulmado A549 (ATCC N. CCL-185), tumoral de ovario A2780 (ECACC N°.
93112517) e a linhagem nao tumoral de pulmdao MRC-5 (ATCC N. CCL-171).
As linhagens MDA-MB-231, A549 e MRC-5 foram cultivadas em meio de
cultura DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium; Vitrocell), suplementado
com 10% de FBS, e as células A2780 foram cultivadas em meio RPMI (Roswell
Park Memorial Institute; Vitrocell), também contendo 10 % de soro fetal
bovino. As células foram cultivadas em estufa umidificada contendo 5 % de

CO, a temperatura de 37 °C.
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3.4.8 Ensaio colorimétrico de citotoxicidade celular (MTT)

Para a realizacdo dos ensaios de viabilidade celular, as células
foram semeadas em placas de 96 pocos, com uma densidade celular de 1,5 x
10* células/pogo, em 150 pL de meio suplementado. Apds 24 h de incubagdo (5
% de CO; a 37 °C), as cé€lulas foram expostas a uma faixa de concentragdes do
composto entre 0,05 e 50 uM, preparada por dilui¢Oes seriadas a partir de
solucdes estoque em DMSO, mantendo-se constante a fragio de DMSO em
todos os pocos. As placas foram novamente mantidas na incubadora (5 % de
CO, a 37 °C) por 48 h. Posteriormente, adicionaram-se 50 uL. de uma solugdo
de MTT (1 mg mL!) em cada pogo, a qual foi mantida em incubacdo por 4 h.
Apo6s este periodo, a solugdo de cada poco foi cuidadosamente removida e
adicionaram-se 100 pL de isopropanol por pogo, a fim de solubilizar os cristais
de formazan formados. A absorbancia foi determinada no comprimento de onda
de 540 nm com o auxilio do leitor de microplacas (Epoch) e os valores de ICs

foram determinados utilizando-se o software GraphPad Prism 8.0.2.

MTT > Formazan
NADH NAD
" = \/

N-N s N - NH
N \ N N S
N \/‘ ’: HCH_ > N > CH
N\ N - ~
CH, CH

FIGURA 14: Reacdo de reducdo metabodlica do sal MTT para formacao de

formazan.
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3.4.9 Ensaio de Eficiéncia Clonogénica

As células (MDA-MB-231) foram semeadas (400 células/pogo)
em placas de 6 pocos e incubadas a 5 % de CO, e 37 °C por 24 h. Em seguida,
adicionou-se o complexo em diferentes concentragdes, determinadas com base
nos resultados de ICso. As placas foram incubadas por mais 48 h, o meio de
cultura foi removido e adicionou-se novo meio de cultura. As placas foram
mantidas em estufa por 8 dias. Apds esse periodo, o meio de cultura foi
removido, as colOnias foram fixadas e coradas em uma solu¢ao metanol: dgua
(1:1) com 0,5 % de cristal violeta por 20 min. A quantidade de colonias foi

contabilizada utilizando o software Image J.

3.4.10 Ensaio de Morfologia celular campo claro

A avaliacdo da alteragdo morfoldgica foi realizada para as células
MDA-MB-231. As células foram semeadas em placas de 96 pogos (1,0 x 10*
células/poco) e mantidas em estufa (37 °C e 5 % de CO,) por 24 h. Ap0s esse
periodo, as células foram tratadas com diferentes concentracdes dos complexos
(172 x ICs0 5 1 X ICs0 5 2 x ICs0 ) € as imagens nos tempos de O h, 24 he 48 h
foram registradas utilizando o microscépio CELENA® S Logos Biosystems. O

ensaio foi realizado em triplicata.

3.4.11 Ensaio de morfologia celular por fluorescéncia (Green

plasma/DAPI)

A andlise morfoldgica por fluorescéncia com CellMask™ Green
(membrana plasmatica) e DAPI (ntcleo) foi realizada apenas para o composto
mais ativo, [Ag(phendiona)(scz)]*, na linhagem MDA-MB-231. As células

foram semeadas em placas de 96 po¢os com uma densidade celular de 1,5 x 10*
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células/pogo, em 150 puL. de meio de cultura suplementado com 10 % de FBS, e
incubadas por 24 h a 37 °C e 5 % de CO,. Ap0s isso, as células foram tratadas
com diferentes concentragdes ja descritas de cada composto e o controle com
0,5 % de DMSO e incubadas por 48 h. Em seguida, o meio foi cuidadosamente
removido e as células foram fixadas com metanol (50 puL) por 5 min, o metanol
foi removido e foram adicionados 50 pL da solucao CellMask Green (solugdo
de trabalho 1x) e incubada por 5 min a temperatura ambiente (20 - 25 °C). A
seguir, o marcador foi removido e as células foram lavadas 2x com PBS (50 pL)
cuidadosamente. Apds lavar com PBS, adicionou-se 50 uL de DAPI (300 nM)
e incubou-se a temperatura ambiente por mais 10 min. As células foram lavadas
novamente com PBS 2x e as imagens foram obtidas no microscopio de

fluorescéncia (CELENA® S Logos Biosystems) com os filtros adequados.

3.4.12 Ensaio de cultura celular 3D

Para o experimento de cultura 3D, foi utilizado o Kit Bio-print de
96 pocos da tecnologia de Cultura Celular 3D Magnética (m3D). Em uma
garrafa de 25 cm?, contendo a linhagem celular A2780, adicionou-se 150 pL de
uma solucao contendo nanoparticulas (NanoShuttle — PL), para magnetizar as
células. Apos 24 h, as células foram tripsinizadas, contadas para o ajuste da
concentragdo das células, e em seguida semeadas em uma placa de cultura
repelente de 96 pogos (1500 células/pogo). A placa de cultura foi colocada sob
drives magnéticos a fim de que formassem esferoides através das forcas
magnéticas dos imas. A placa foi armazenada em estufa a 37 °C e 5 % CO; a
formacdo e crescimento dos esferoides foi sendo acompanhado por um
microscépio CELENA® S Digital Imaging System (Logos Biosystems). Com
os esferoides formados, adicionaram-se diferentes concentracdes do complexo

em estudo e o efeito foi monitorado por 6 dias. No 6° dia, adicionaram-se 0s
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marcadores fluorescentes DAPI e PI para anélise de morte celular, procedendo-

se a aquisi¢ao de imagens com os filtros apropriados.
3.4.13 Ensaio de Atividade Anti-Leishmania

Os ensaios biologicos envolvendo Leishmania e macréfagos
derivados de medula 6ssea foram realizados em parceria com o Prof. Danilo
Ciccone Miguel e o aluno Marcus Sédvio Araujo Garcia do Laboratério de
Estudos de Biologia da Infeccdo por Leishmania (LEBIL) da Universidade
Estadual de Campinas (UNICAMP). Os experimentos foram conduzidos
utilizando formas promastigotas das duas espécies, cultivadas em meio
Schneider’s Drosophila (Sigma-Aldrich®) suplementado com 10 % FBS, 100
U mL! de penicilina e 100 ug mL! de estreptomicina, incubadas a 26 °C até

atingirem a fase logaritmica de crescimento.

Os complexos foram inicialmente solubilizados em DMSO
(concentragdo final < 1% v/v) e diluidos em meio de cultura para obtencao de
concentragdes variando de 0,39 a 100 uM por dilui¢des seriadas. As células
parasitérias (5,0 x 10° promastigotas mL') foram semeadas em placas de 96
pocos contendo 180 uL de suspensdo por poco, e 20 uL. das solugdes dos

compostos foram adicionados. As placas foram incubadas por 72 h a 26 °C.

A viabilidade celular foi avaliada por ensaio colorimétrico
utilizando o reagente MTT (3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazdlio),
adicionado em volume de 20 puL (5 mg mL"') em cada pogo, com incubagdo
adicional por 4 h. Em seguida, 100 pL. de DMSO foram adicionados para
solubilizacdo dos cristais de formazan, e a absorbancia foi lida em leitor de

microplacas (Epoch — BioTek®) a 540 nm. A concentracido efetiva média
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(ECsp) foi determinada por ajuste nao linear da curva de dose-resposta no

software GraphPad Prism 8.0.2®.

A toxicidade dos compostos foi avaliada na linhagem de
macréfagos murinos RAW 264.7 (5 x 10* células/mL) cultivados em meio
RPMI-1640 suplementado com 10 % de FBS e incubados a 37 °C com 5 % de
CO,.

Ap6s 24 h de tratamento com o0s compostos nas mesmas
concentragdes, a viabilidade celular também foi medida por ensaio de MTT. O
indice de seletividade (IS) foi calculado como a razdo entre o ICsy nos

macrofagos e o ECsp obtido frente aos promastigotas de Leishmania.
3.4.14 Inibicao Bacteriana

As suspensdes bacterianas de Staphylococcus aureus ATCC
25923, Staphylococcus epidermidis ATCC 12228, Escherichia coli ATCC
25922 e Klebsiella pneumoniae ATCC 13883 foram padronizadas a partir de
uma cultura de 24 h, em Caldo Mueller-Hinton (MH), adicionando-se meio de
cultura estéril até atingir turvacdo igual a suspensdo do tubo 0,5 da escala de
McFarland (aproximadamente 1,0 x 108 UFC mL™"). Em seguida foi realizada a
leitura espectrofotométrica a 620 nm para confirmacdo da concentracdo de

microrganismos.
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3.4.15 Determinacao da concentracao inibitéria minima (CIM)

As amostras consideradas ativas foram submetidos a avaliacdo
quantitativa da extensao da atividade antimicrobiana utilizando a metodologia
de microdiluicio em caldo (ELOFF, 1998), em triplicata. Prepararam-se
solucdes dos compostas na concentracdo de 100 ug mL! em caldo Mueller-
Hinton (MH) contendo 1% (v/v) de DMSO (fracdao mantida constante em todas
as dilui¢des). A solugdo inicial foi diluida em série (1:2) em microtubos,

conforme FIGURA 15.

/%_'59:_1{ 27_.'307uL 250 uL 3 250 I-IL 250 uL 250 uL 250 uL 250 uL 250 uL 250 uL

J VU eae0d

100 pg/mL 50 pg/mL 25pug/ml  125pg/ml 625pg/mL 3,12pg/mL  L56pg/mL 078 pg/mL 0,39 pg/mL 0,19 pg/mL 0,097 pg/ml. 0,048 pg/m

FIGURA 15: Preparo de amostras por dilui¢do seriada (1:2) para determinagdo

quantitativa da atividade antimicrobiana.

Em placa de 96 pocos, 50 uL de cada solucdo (1-12) foram
incubadas a 37 °C com 50 puL de in6culo preparado em solugdo salina 0,9 %
(m/v) a 1 x 108 UFC mL"! e posteriormente diluido em MH até 1 x 10° UFC
mL!, obtendo-se uma concentracdo final no pogo de 5 x 10° UFC mL!. Apés
incubacao por 24 h, 50 uL de solucao de reagente de viabilidade celular cloreto
de 2,3,5- trifeniltetrazélio (TTC) 0,5 mg mL™ foi adicionado nos pocos e
incubados por mais 3 h a 37 °C. Os dados de absorbancia foram adquiridos em
espectrofotdmetro com suporte para placa (620 nm). Apenas meio de cultura foi
utilizado como controle negativo e ciprofloxacina a 50 ug mL"! como controle
positivo. Um branco de amostra, composto por 50 pL de amostra e 50 L de

meio de cultura foi feito para descontar a coloragdo intrinseca dos compostos.
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A faixa de concentragdo testada para os compostos correspondeu de 500 a 0,24

ug mL! como descrito na FIGURA 16.
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FIGURA 16: Preparo das placas de inoculagdo para teste quantitativo de
atividade antimicrobiana. CC: controle de coloracdo; CM: controle do meio de
cultura; CN: controle negativo; CP: controle positivo; CN: controle negativo;

CS: controle de surfactante (DMSO).

3.4.16 Interacao com o ct-DNA via espectroscopia na regiao do

ultravioleta visivel (UV-Vis)

Para realizar o teste de interacio com DNA, primeiramente, foi
preparada uma solucdo tampdo Trizma (Tris-HCl 84,0 mM; 16,0 mM de
Trisbase, pH = 7,4; procedéncia Sigma-Aldrich®) em temperatura ambiente.
Nesse trabalho foi utilizada uma solugao estoque de DNA do timo de bezerro
(calfthymus | ct-DNA, procedéncia Sigma-Aldrich®) 0,5 mg mL™' preparada na
solu¢do tampdo Trizma em temperatura ambiente. Antes do procedimento a
solucdo foi estocada em geladeira a aproximadamente 4 °C para evitar
degradagdo da biomolécula e verificado a razdo da absorbancia comprimentos
de onda 260 e 280 nm (Axeo / A2g0) acima de 1,8 indicando que o ct-DNA estd

com a quantidade aceitdvel de proteinas contaminantes que podem prejudicar a
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interacao com os compostos estudados. A concentracdo foi calculada utilizando
a absortividade molar conhecida na literatura (¢ = 6600 L mol™ cm™, A = 260
nm) e aplicando a lei de Lambert-Beer (A = &'b-c). Apos a determinagao, a
solucdo foi diluida para uma concentracdo final de 1,0 x 102 mol L. A
constante de ligacdo (Kb) foi calculada aplicando-se a formula 1. Neste
experimento, as concentracdes dos complexos foram mantidas fixas em 1,0 x
10° mol L', onde variou-se as concentracdes de DNA de 1,0 x 10%-2,6 x 107
mol LI, vale salientar que as adi¢des de DNA foram feitas tanto na cubeta de
trabalho quanto na do branco para eliminar a absorbancia da biomolécula.

[DNA] [DNA] 1

€A —¢f = eb —ef  Kb(eb — &f)

Férmula 1

3.4.17 Interacao com plasmideo superenovelado (pUC19) via

eletroforese

Para os testes, os complexos foram inicialmente diluidos em trés
concentragdes (20, 10 e 1 pmol L'). Em seguida, em cada microtubo,
adicionaram-se 3 pL. dessas solu¢des a uma mistura contendo 26,5 ulL de agua
deionizada e 0,5 pL do plasmideo pUCI19, totalizando um volume final de
ensaio de 30 pL. As solucdes foram incubadas a 37 °C por 24 h. Apds o tempo
transcorrido as amostras foram retiradas do banho termostatico e adicionou-se
15 uL de STEB (40 % de sacarose, 100 mM de Tris-HCI, pH = 7,5, 1 mM de
EDTA, 0,5 mg mL™"! de azul de bromofenol), logo em seguida centrifugou-se a
5000 rpm por 5 min, e 20 pL. de cada amostra foram aplicados nos respectivos
pocos do gel de agarose 1 % (525 mg de agarose em 53 mL de TBE 1x). A
corrida eletroforética ocorreu em solucdo TBE 1x a 60 V por 2 h. Apds esse

periodo, o gel foi corado com brometo de etidio e revelado no
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fotodocumentador Gel Doc™ EZ, a imagem obtida foi tratada no software

ImageLab™ 6.0.0 (BioRad).

3.4.18 Inibicao TOPO Ila e IIf via eletroforese

O ensaio de inibicdo da enzima DNA-Topoisomerase Ilo foi
realizado com o kit de relaxagdo do DNA fornecido pela Inspiralis Limited. No
ensaio foi usado 0,5 uL. de DNA (pBR322), 3,0 uL de tampao de ensaio (50
mM Tris-HCI (pH =7,5);125 mM NaCl; 10 mM MgCl,; 5 mM DTT 100 pg ml
I'albumina) e 1,0 uL (1,0 mM) de ATP para a prepara¢do do mix. A solucio de
ensaio era composta por 4,5 uLL de mix, 21,5 uL de 4gua, 3,0 uL dos complexos
e, por fim, 1,0 uL da topoll. Os complexos foram testados em diferentes
concentragdes (20, 10 e 1 uM). Para a realizagao do ensaio, as amostras foram
mantidas incubadas a 37 °C por 45 min. Posteriormente foram adicionados 15
uL de STEB (40 % de sacarose, 100 mM de Tris-HCI, pH = 7,4, 1 mM de
EDTA, 0,5 mg mL"! de azul de bromofenol). As amostras foram centrifugadas
a 5000 rpm por 5 min, a partir do sobrenadante, 20 uLL da fase aquosa foram
adicionados no gel de agarose 1 %, em solucdo tampao de TBE 1x
(Tris/Borato/EDTA) pH = 7,2. A corrida eletroforética se procedeu em 60 V
por 2 h. A revelacdo do gel e o tratamento das imagens foram realizados da
mesma forma descrita no item anterior (3.4.17). O ensaio eletroforético com a
enzima Topoisomerase IIf segue o mesmo protocolo descrito para

Topoisomerase Ila.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Sintese e caracterizacao dos ligantes

A reacdo entre o trans-cinamaldeido e a semicarbazida ou
tiossemicarbazida € caracterizada como uma condensacdo tipo Schiff, também
conhecida como reac@o de formagdo de iminas (FIGURA 17). Nessa reagdo, o
par de elétrons do nitrogénio nucleofilico da amina (-NH,) da
(tio)semicarbazida ataca o carbono da carbonila (C=0) do aldeido, cuja
densidade eletronica € parcialmente positiva devido ao efeito indutivo
provocado pelo dtomo mais eletronegativo, gerando um intermedidrio instdvel
de carbinolamina, o qual sofre eliminacdo de 4gua para originar a ligacdo

azometina (C=N) formando assim, a (tio)semicarbazona’®’!.

Para formar (tio)semicarbazonas por catdlise dcida, o caminho
produtivo é protonar (parcialmente) a carbonila (aldeido/cetona) e manter a
amina terminal da (tio)semicarbazida predominantemente neutra para que ela
ataque. Protonar a amina no inicio a torna ndo nucleofilica e desacelera a reacao.
Por isso o pH 6timo é levemente acido (4-5): &cido o suficiente para ativar a
carbonila e favorecer a desidratacdo da carbinolamina, mas ndo tdo acido a

ponto de bloquear o ataque nucleofilico’!""3,

Essas estruturas sdo conhecidas por sua capacidade de atuar como
ligantes polidentados, devido a presenca de atomos doadores de par de elétrons.
As semicarbazonas geralmente atuam como ligantes N,O, utilizando o
nitrogénio da imina e o oxigénio carbonilico como sitios coordenantes. Por
outro lado, as tiossemicarbazonas, por conterem um grupo tiocarbonila (C=S),
funcionam como ligantes N,S, com coordenagdo preferencial via nitrogénio da

azometina e o enxofre da tiona’%"3.
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FIGURA 17: Mecanismo de reacdo proposto para a formacdo da

tiossemicarbazona cinemaldeido TSC.

A confirmacao estrutural dos ligantes sintetizados € essencial para

assegurar a correta formagdo das (tio)semicarbazonas e, consequentemente,
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garantir a reprodutibilidade dos complexos metélicos derivados. Dentre as
técnicas utilizadas para essa caracterizagdo, destaca-se a espectroscopia de
Ressonancia Magnética Nuclear de préton ('"H RMN), que fornece informacdes
detalhadas sobre os ambientes quimicos dos atomos de hidrogénio presentes na

molécula’*".

Considerando que as (tio)semicarbazonas derivadas do
cinemaldeido ja sdo compostos bem estabelecidos na literatura, os espectros de
RMN 'H foram obtidos principalmente com o objetivo de compara¢cdo com 0s
respectivos complexos metélicos, permitindo identificar possiveis alteracoes
nos deslocamentos quimicos decorrentes da coordenagdo ao ion Ag(I). A seguir,
sdo apresentados os espectros dos ligantes livres e suas atribui¢des mais

relevantes.

A FIGURA 18 mostra o espectro de RMN de 'H do ligante

semicarbazona, obtido em solucdo de DMSO-dg.
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FIGURA 18: Espectro de RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds) do ligante

Semicarbazona em DMSO-ds.
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O espectro de RMN de 'H apresenta um sinal singleto em 6,28
ppm, atribuido aos hidrogénios do grupo amina terminal (-NH,), que nao
apresentam acoplamento visivel. O hidrogénio mais acido da molécula,
correspondente ao hidrogénio iminico (CH=N-), aparece como um singleto
caracteristico em 10,20 ppm, evidenciando sua desprotecdo e forte

desblindagem.

Na porcao vinilica da molécula, observa-se um sinal em 6,88 ppm,
correspondente ao acoplamento vicinal entre os hidrogénios da dupla ligacao.
Um segundo sinal, em 7,69 ppm, € atribuido ao hidrogénio vinilico localizado
proximo ao adtomo de nitrogénio da azometina, sofrendo influéncia do grupo

eletronegativo.

A regido aromadtica apresenta trés conjuntos de sinais bem
definidos: um tripleto em 7,29 ppm, correspondente ao hidrogénio em posicao
para do anel fenil; outro tripleto em 7,37 ppm, relativo aos hidrogénios em
posicdo meta; e, por fim, um dupleto em 7,52 ppm atribuido aos hidrogénios

orto, resultantes do acoplamento com os vizinhos.

A estrutura da tiossemicarbazona € semelhante a da
semicarbazona, com a principal diferenca sendo a substituicdo do oxigénio
carbonilico por um 4tomo de enxofre. Como consequéncia, os espectros sao
semelhantes, apresentando apenas pequenas variacdes nos deslocamentos
quimicos. A FIGURA 19 mostra o espectro de RMN de 'H do ligante

tiossemicarbazona, também registrado em DMSO-de.
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FIGURA 19: Espectro de RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds) do ligante

tiossemicarbazona em DMSO-dg

[@N

O sinal mais desviado para baixo campo, em 11,41 ppm,
atribuido ao hidrogénio iminico, que sofre maior desblindagem devido a
proximidade com o grupo C=S. Os hidrogénios da amina terminal originam dois
singletos distintos, em 8,19 ppm e 7,62 ppm, sugerindo ambientes quimicos
ligeiramente diferentes, possivelmente devido a formagdo de ligacGes de
hidrogénio intramoleculares. Na regido aromética, observa-se um dupleto em
7,28 ppm, atribuido a dois hidrogénios do anel fenil, e um multiplo centrado em

7,37 ppm, correspondente aos demais trés hidrogénios do anel.

Os sinais relativos a porg¢do alilica incluem um singleto em 7,90
ppm, associado ao hidrogénio mais préximo ao grupo imina, enquanto Os
demais hidrogénios alilicos aparecem como sinais sobrepostos em 7,00 e 6,88

A sintese da 1,10-fenantrolina-5,6-diona (phendiona) € bastante
descrita na literatura, trata-se de um composto bastante sensivel ao pH. O
ligante foi obtido a partir da oxidacdo eletrofilica da 1,10-fenantrolina
utilizando uma mistura de acido nitrico e dcido sulftirico em presenca catalitica

de brometo de potdssio (KBr). Essa rea¢do é um exemplo cldssico de oxidagao
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aromatica em anel, promovida por espécies reativas de nitrogénio e bromo

geradas in situ.

KBr,
\ H,S0, HNO;
Refluxo

Esquema 1. Rota sintética da phendiona

A 1,10-fenantrolina-5,6-diona (phendiona) € um ligante bidentado
N,N que quelata diversos ions de metais de transicdo. O motivo quinonoide
confere carater redox e capacidade de aceitar/transferir elétrons, influenciando
reatividade e interacdes supramoleculares. Tanto a phendiona livre quanto seus
complexos metélicos t€m sido associados a atividades bioldgicas relevantes,
incluindo acdo antibacteriana, antifingica, antiparasitiria e citotoxica

antitumoral.

Neste trabalho, foram sintetizados e caracterizados trés ligantes
principais: semicarbazona (SCZ), tiossemicarbazona (TSC) e 1,10-
fenantrolina-5,6-diona (phendiona). Os ligantes 1,10-fenantrolina (phen) e 4,7-
difenil-1,10-fenantrolina (batophen) foram empregados como reagentes

comerciais e, por isso, ndo tiveram suas sinteses discutidas aqui.

Para efeito de comparacao espectroscopica e suporte a atribuicao
dos sinais nos complexos metélicos correspondentes, a proxima secao apresenta
uma breve discussio dos espectros de RMN de 'H dos trés ligantes derivados
da fenantrolina (ver FIGURA 20), destacando as principais diferengas

estruturais e eletrOnicas entre eles.
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FIGURA 20: Espectro de RMN de 'H (400 MHz, DMSO-d) para os ligantes,
a)phen, b) batophen e c)phendiona.

Devido a equivaléncia dos hidrogénios da phen, observam-se
quatro sinais correspondentes aos hidrogénios Ha,a’, Hb/b’, Hc/c’ e Hd/d” em
seu espectro. Os sinais presentes em 9,11 ppm, 7,79 ppm e 8,50 ppm
correspondem aos hidrogénios metinicos Ha/a’, Hb/b’ e Hc/c’ respectivamente,
tais picos sdo observados como dubleto de dubletos. O sinal em 8,0 ppm

correspondente a Hd/d’ € observado como um singleto.

Batophen apresenta um padrao semelhante ao da phen para os
hidrogénios do sistema fenantrolinico, com sinais caracteristicos para Ha/a’,
Hb/b’ e Hd/d’. Adicionalmente, surgem sinais no campo entre 7,30 e 7,80 ppm
atribuidos aos hidrogénios dos dois anéis fenilica nas posi¢des 4 e 7. Esses anéis
sdo simétricos e contribuem com cinco hidrogénios cada, totalizando dez
hidrogénios aromdticos, que aparecem como multipletos sobrepostos, tipicos de

anéis fenila nao substituidos.
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Por fim, o espectro de RMN de 'H da phendiona exibe um perfil
caracteristico devido a presenca dos grupos carbonila nas posi¢des 5 e 6 da
fenantrolina. Esses grupos eletronegativos retiram densidade eletronica do
sistema, provocando desblindagem magnética dos protons aromaticos vizinhos.
Como consequéncia, observa-se um deslocamento para campo mais baixo, isto
¢, para valores mais altos de o (ppm). O espectro apresenta trés sinais atribuidos
aos protons Ha/a’, Hb/b’ e Hc/c’, totalizando seis hidrogénios aromaticos
equivalentes em pares. A auséncia dos prétons nas posicoes 5 e 6 (substituidos
por C=0) altera o padrdao de acoplamento observado na phen, resultando em

uma simplificacdo do espectro.

TABELA 3:Dados de RMN de 'H para os ligantes fenantrolinicos e constantes
de acoplamento em DMSO-de.

'H Phen Phendiona Batophen
a/a> 9,12 (m, 2H) 899 (dd, J =45, 12 918 (d, J = 4.5
Hz, 2H) Hz, 2H)

b/b®>  7,77(dd,J=8.0,43Hz, 7.67 (dd, J = 7.8, 4.7 7.87 (s, 2H)
2H) Hz, 2H)

ce> 8,49(d,J=8.1Hz,2H) 839 (dd, J =738, 1.3

Hz, 2H)
d/d> 7,98 (s, 2H) 77714 d, J = 4.5
Hz, 2H)
o/m/p 7.63 (m, 10H)

*0 = orto; m= meta e p = para
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4.2 Sintese e caracterizacio dos complexos

Os complexos metalicos foram obtidos por meio da rea¢ao entre o
sal de prata (AgNO3) e um ligante fenantrolinico (phen, batophen ou phendiona)
em combinagdo com semicarbazona ou tiossemicarbazona, na propor¢do molar
de 1:1:1 (Ag:fenantrolina:(tio)semicarbazona). As reacoes foram conduzidas
em acetonitrila, sob agitacdo constante a temperatura ambiente por 2 h. Devido
a fotossensibilidade dos sais e complexos de prata, todas as etapas foram
realizadas sob protecdo rigorosa da luz, a fim de evitar a fotoredugdo da prata e

garantir a estabilidade das espécies formadas.

1° AgNO;
2° ligante fenantrolinico

3° tio ou semicarbazona

Esquema 2: Sintese dos complexos com ligantes semicarbazona e

tiossemicarbazona com diferentes fenantrolinas.

Ap6s 2 h de reacdo, foram observados precipitados s6lidos com
coloragdes distintas, atribuidas a natureza dos ligantes utilizados. Os complexos

contendo 1,10-fenantrolina (phen) e 4,7-difenil-1,10-fenantrolina (batophen)
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apresentaram coloracao branca, enquanto aqueles contendo 1,10-fenantrolina-
5,6-diona (phendiona) formaram precipitados amarelos. A coloracdo dos
complexos estd relacionada, predominantemente, a transi¢Oes eletronicas de
ligantes ou de transferéncia de carga, uma vez que o ion Ag(l), com
configuracdo eletronica [Kr]4d!°, possui orbital d completamente preenchido,

impedindo transi¢des d—d.

A anélise de carbono, hidrogénio, nitrogénio e, quando aplicavel,
enxofre (CHNS) foi empregada para verificar a consisténcia entre os valores

experimentais e os teoricos calculados para os complexos [Ag(L)(L’)], os

dados obtidos encontram-se na TABELA 4.

TABELA 4: Valores experimentais e tedricos obtidos via andlise elementar para

os complexos de Ag().
Composto % C (tedrico) % N (tedrico) % H (tedrico) % S (tedrico)
[Ag(phen)(scz)]* 49,63 (49,00) 15,52 (15,58) 4,01 (3,55)
[Ag(phen)(tsc)] * 47,45 (47,58) 15,36 (15,13) 3,74 (3,45) 5,82 (5,77)

[Ag(phendiona)(scz)]* 46,96 (46,41) 14,78 (14,76) 3,08 (3,01)
[Ag(phendiona)(tsc)]* 45,32 (45,16) 14,72 (14,36) 3,07 (2,93) 5,26 (5,44)
[Ag(batophen)(scz)] * 58,97 (59,006) 11,95 (12,15) 4,53 (3,94)

[Ag(batophen)(tsc)] * 57,56 (5§7,72) 11,84 (11,88) 3,91 (3,85) 4,48 (4,53)

De maneira geral, observa-se uma boa concordancia entre os
valores tedricos e experimentais, com desvios dentro dos limites aceitdveis para
esse tipo de andlise (geralmente até + 0,4 %)”. Tal concordancia fornece

suporte a formulagdo proposta para os complexos, sugerindo que os produtos
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foram obtidos com alta pureza e com a propor¢ao esperada 1:1:1 entre o ion
Ag(I), o ligante do tipo diimina (phen, phendiona ou batophen) e o ligante
tiosemicarbazona (scz ou tsc). Nos complexos contendo o ligante
tiosemicarbazona (tsc), também foi determinada a porcentagem de enxofre, com

valores experimentais muito proximos dos teoricos.

O complexo [Ag(phen)(tsc)]* apresentou 5,82% de S (tedrico:
5,77%), enquanto [Ag(batophen)(tsc)]" exibiu 4,48% (tedrico: 4,53%).

Os teores de carbono e nitrogénio, em todos os complexos,
encontram-se muito proximos aos valores tedricos, indicando que os ligantes

foram coordenados de forma adequada a estrutura dos complexos.
4.3 Estabilidade em solucao dos complexos

A avaliacdo da estabilidade quimica dos complexos metalicos em
solucao € um aspecto fundamental para garantir a confiabilidade dos resultados
obtidos em ensaios bioldgicos, especialmente aqueles que envolvem incubagao
prolongada com células ou biomoléculas. Nesse contexto, a espectroscopia de
absor¢do na regido do ultravioleta-visivel (UV-Vis) foi empregada para
monitorar a integridade dos complexos dissolvidos em DMSO em 0, 24 ¢ 48 h,

intervalo que espelha o tempo maximo de exposi¢ao nos testes in vitro.

A técnica de UV-Vis baseia-se na absor¢do de radiacdo
eletromagnética por espécies quimicas que possuem sistemas eletrOnicos
conjugados ou centros metdlicos que promovem transi¢des eletronicas, como 7«
—,n— 1 ed-d(quando aplicdvel). Nos complexos metélicos com ligantes
aromaticos, como fenantrolinas, semicarbazonas e tiossemicarbazonas, as

bandas observadas no espectro UV-Vis podem ser atribuidas principalmente a
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transi¢des do tipo # — 7 no sistema aromadtico e, em alguns casos, a
transferéncias de carga do ligante para o metal (TCLM), tipicas em complexos

de prata(I) com ligantes doadores N e S,

Para o monitoramento, registraram-se espectros em 250-500 nm,

e a estabilidade foi inferida pela comparagdo entre tempos, observando-se:

. manutencao de Ansix: (sem deslocamentos batocrémicos ou

hipsocromicos), indicando ambiente eletronico inalterado;

. conservacdo do perfil e da absorbancia: (sem
hipercromismo/hipocromismo e sem alargamento acentuado), sugerindo

auséncia de decomposi¢ao ou agregacgao;

. auséncia de novas bandas: compativel com ndo formacao de

subprodutos ou espécies secunddrias no periodo avaliado.

Os espectros registrados para todos os complexos apresentaram
perfis espectrais praticamente idénticos nos tempos de 0 h, 24 h e 48 h. Nao
foram observadas alteragdes nos maximos de absor¢ao nem em sua intensidade,
como mostrado na FIGURA 21. Esse comportamento indica que os complexos
permanecem estdaveis em solugdo de DMSO por pelo menos 48 horas, sem

evidéncias de decomposic¢ao ou alteragdo significativa de estado eletronico.
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FIGURA 21: Espectro de absor¢dao na regido do UV-Vis das solugdes dos
complexos na concentra¢do de 1,0 x 10°mol L' em DMSO em 0 h, 24 h e 48

h.
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Essa estabilidade pode ser atribuida a alta afinidade dos ligantes
fenantrolinicos e semicarbazonas/tiossemicarbazonas pelo centro de prata(l),
formando estruturas coordenadas termodinamicamente favorecidas. Além
disso, embora o DMSO seja um solvente aprotico e coordenante (S-doador), os
dados sugerem auséncia de troca significativa de ligantes por DMSO ou

decomposi¢ao do centro metdlico ao longo do tempo monitorado.

Do ponto de vista aplicado, a estabilidade dos complexos em
DMSO confere maior credibilidade aos dados obtidos nos ensaios bioldgicos,
uma vez que garante que as interagdes observadas entre o composto € 0s
sistemas bioldgicos envolvem a espécie quimica integra. Isso € especialmente
relevante para estudos de citotoxicidade, atividade antimicrobiana ou ensaios
enzimadticos, nos quais a forma quimica ativa do complexo deve ser preservada

durante o tempo de incubagio.

Outra caracterizacdo relevante foi a determinacdo da
condutividade molar (An) dos complexos em solucio de DMSO, na
concentracdo 1,0 x 10°M a 25 °C, visando avaliar o comportamento eletrolitico
em solucdo e inferir o cardter idnico das espécies. Os valores obtidos estao
expressos em S cm? mol!' e apresentados na TABELA 5, considerando

medi¢Oes imediatas (0 h) e apds 24 h e 48 h do preparo da solucao.
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TABELA 5: Dados de condutividade molar para as solucdes dos complexos em

DMSO na concentragdo 1,0 x 10-3 mol L-1.

Condutividade molar — S cm2 mol™!

Complexo Oh 24h 48h
[1] [Ag(phen)(tsc)]* 22,40 22,34 22,28
[2] [Ag(phen)(scz)]* 29,18 29,10 29,11
[3] [Ag(phendiona)(tsc)] * 23,35 23,33 23,33
[4] [Ag(phendiona)(scz)]* 27,25 27,21 27,03
[5] [Ag(batophen)(tsc)] * 21,88 21,64 21,75
[6] [Ag(batophen)(scz)]* 25,66 25,52 25,93

De modo geral, os valores observados situam-se na faixa de 21,6 a
29,2 S cm? mol ™, o que é compativel com o comportamento de eletrdlitos do
tipo 1:1, conforme classificacdo de Geary’’. Isso sugere que os complexos
apresentam um cation metalico do tipo [Ag(L)(L’)]" acompanhado por um
contraion anidnico livre (NOs3), caracterizando espécies cationicas
monovalentes em solug¢do. Ou seja, a condutividade molar indica a presenga de
um cation complexo € um anion em solucdo por formula unitaria do sal —

comportamento tipico de eletrolitos 1:1.

A equacdo genérica de dissociagdo eletrolitica pode ser

representada da seguinte forma:

[Ag(L)(L")INOs—[Ag(L)(L")]* + NOy Equacio 1
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Os complexos contendo tiosemicarbazona (tsc) apresentaram, em
geral, condutividades ligeiramente menores do que aqueles contendo
semicarbazona (scz). Por exemplo, o complexo [Ag(phen)(tsc)] apresentou
condutividade inicial de 22,40 S cm? mol™!, enquanto seu andlogo com scz foi
de 29,18 S cm? mol™. Essa diferenca pode estar associada a interagdes
intermoleculares mais fortes promovidas pelos grupos tidis da
tiossemicarbazona, ou a maior tendéncia de formacdo de pares i0nicos,

reduzindo a mobilidade i0nica efetiva.

A estabilidade das condutividades ao longo de 48 horas indica que
as espécies sdo quimicamente estaveis em solu¢do de DMSO, sem ocorréncia
significativa de dissociag¢ao, reacdes laterais ou agregacao coloidal. Pequenas
variagOes, inferiores a 0,3 S cm? mol™, estdo dentro da margem experimental

esperada para esse tipo de andlise.

4.4 Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear dos

complexos

A espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)
constitui uma das ferramentas mais poderosas e amplamente utilizadas na
elucidagdo estrutural de compostos organicos e organometalicos, permitindo
investigar, com alta resolucdo, os diferentes ambientes quimicos de nucleos
magneticamente ativos, como 'H, *C, °N, entre outros. Em particular, os
niicleos de 'H e 3C sdo os mais explorados devido a sua abundincia natural e

sensibilidade espectroscopica’".

Em complexos metélicos, a anélise de espectros de RMN pode ser
dificultada pela presenca de metais paramagnéticos, os quais induzem

deslocamentos quimicos amplos, alargamento de linhas e supressdo de
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acoplamentos devido aos elétrons desemparelhados. Por outro lado, em
complexos contendo ions diamagnéticos, como Ag(I) (configuracao eletronica
[Kr]4d'?), tais efeitos sdo ausentes, 0 que permite a obten¢do de espectros bem
resolvidos. Assim, os deslocamentos quimicos observados nos complexos de
prata(I) sdo influenciados principalmente pelo ambiente de coordenacdo do

ligante, possibilitando andlises semelhantes as de compostos organicos’®.

Essa caracteristica permite a aplicacdo eficiente de técnicas
unidimensionais (‘H, '*C, DEPT) e bidimensionais (COSY, HSQC, HMBC),
oferecendo uma andlise detalhada de como os ligantes se comportam no
ambiente de coordenacdo. A RMN fornece informacdes sobre a presenga e tipo
de nucleos, conectividade entre eles, equivaléncia quimica e efeitos eletronicos
induzidos pelo metal, permitindo inferéncias sobre o ambiente de coordenacao,
embora a geometria exata do complexo requeira outras técnicas

complementares’*”,

Nesta secdo, foram aplicadas técnicas de RMN unidimensionais e
bidimensionais para a caracterizacdo do complexo [Ag(phendiona)(scz)]*. A
sequéncia adotada seguiu uma ldgica estrutural: 'H RMN, BC{'H} RMN,
DEPT-135, HSQC, COSY e HMBC, permitindo a constru¢do progressiva da
conectividade dos fragmentos, a atribuicio de sinais e a confirmacdo da
estrutura coordenada proposta. A andlise integrada dos espectros obtidos
revelou dados consistentes € complementares, que serdo discutidos nas
subsecOes a seguir. As andlises foram realizadas utilizando DMSO-dg¢ como
solvente deuterado e os espectros foram processados utilizando o software
MestReNova. As alteracdes observadas nos deslocamentos e padrdes espectrais

corroboram a proposta de estrutura dos complexos obtidos.
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4.4.1 Caracterizacao do complexo [Ag(phendiona)(scz)]*

A andlise do espectro de RMN de 'H (FIGURA 22) do complexo
[Ag(phendiona)(scz)]" foi realizada em DMSO-d¢ a 298 K, visando confirmar
a coordenacdo dos ligantes e a integridade estrutural da espécie formada. O
espectro revela um conjunto de sinais bem definidos, com deslocamentos
quimicos caracteristicos dos fragmentos phendiona (1,10-fenantrolina-5,6-
diona) e semicarbazona (scz), confirmando a presenca dos dois ligantes

coordenados a Ag(I).
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FIGURA 22: Espectro de RMN 'H (400 MHz, DMSO-d¢) do complexo
[Ag(phendiona)(scz)]*.
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O sinal intenso em 2,50 ppm ¢ atribuido ao solvente DMSO-d¢ € 0
pico em 3.4 ppm corresponde a dgua residual presente no solvente deuterado.

Esses sinais s@o esperados e foram desconsiderados na andlise das integrais.

O sinal atribuido ao préton iminico (CH=N-), que aparece como
um singleto bem definido em 6 10,20 ppm na semicarbazona livre, sofre um
pequeno deslocamento para 6 10,25 ppm apds a coordenagdo ao centro
metélico. Embora essa variacao seja discreta (+0,05 ppm), ela € consistente com
uma ligeira desprotecdo eletrobnica do préton causada pela coordenagdo do
atomo de nitrogénio da imina ao fon Ag(I). A interacdo com o ion metalico
tende a retirar densidade eletronica do sistema C=N, o que provoca uma leve
desblindagem do proéton, refletida no deslocamento quimico para valores

ligeiramente mais baixos de campo magnético.

Na regido entre 6,8 € 7,7 ppm, os sinais correspondentes aos
protons aromadticos do anel fenilico da semicarbazona também exibem
pequenos deslocamentos e alteracdes no padrao de multiplicidade. Esses efeitos
sdo atribuidos a redistribuicao eletronica induzida pela coordenacdo, além de
possiveis mudancas conformacionais na cadeia do ligante apds sua fixacdo ao

centro metalico.

Para os ntcleos de hidrogénio ligados ao nitrogénio terminal da
semicarbazona, observa-se um singleto em & 6,32 ppm, atribuido ao grupo
amida (-NH,). Quando comparado ao espectro do ligante livre, no qual esse
sinal aparece em 0 6,28 ppm, nota-se um ligeiro deslocamento para campo mais

desprotegido (+0,04 ppm) apds a coordenagdo ao ion Ag(l).

A soma das integrais dos sinais de !'H atribuidos aos ligantes

coincide com o numero de hidrogénios esperado para a formulagdo
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monocatidnica [Ag(phendiona)(scz)]*, corroborando a proposi¢ao de um cétion

mononuclear 1:1.

Além disso, o padrio de deslocamentos quimicos estd em
concordancia com os valores tipicos reportados na literatura para ligantes
fendiona e semicarbazonas coordenadas a fons metélicos d'°, como Ag(I) e
Zn(II), corroborando a manutenc¢ao do sistema m-conjugado e a estabilizagdo da

estrutura por coordenacdo através dos atomos doadores N.

Nao se observam ressonancias no intervalo alifatico de 0,5-4,0
ppm, tipico de CH/CH,/CH3, a excec¢do dos sinais de dgua residual (~3,3 ppm)
e do DMSO-ds (2,50 ppm). Essa auséncia é compativel com o perfil
predominantemente aromatico do sistema e indica alta pureza, sem vestigios de

impurezas alifdticas, reagentes ou solventes organicos residuais.

A espectroscopia de RMN de *C com desacoplamento de préton
(BC{'H}) foi empregada para complementar as atribuicdes dos sinais
observados no espectro de 'H RMN e fornecer uma visio mais abrangente da
constituicdo estrutural do complexo [Ag(phendiona)(scz)]*. Essa técnica
permite a observacdo de todos os dtomos de carbono da molécula,
independentemente de estarem ligados a hidrogénios, sendo, portanto, essencial

para a elucidacdo estrutural completa.

O espectro obtido (FIGURA 23) exibiu 14 sinais distintos,
distribuidos no intervalo de 176,9 a 126,1 ppm, valor compativel com o nimero
de carbonos esperados na estrutura coordenada do complexo. Esses sinais
confirmam a presenca de diferentes ambientes eletronicos, tipicos de carbonos
aromadticos, carbonilas e carbonos de liga¢do dupla conjugados com o sistema

aromatico da phendiona e da semicarbazona.
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FIGURA 23: Espectro de RMN de *C{'H}(100 MHz, DMSO-ds) do complexo
[Ag(phendiona)(scz)]*.

O sinal mais desblindado, em 176,9 ppm, situa-se na regido
esperada para C=0 conjugados, compativel com o quinonoide da phendiona

coordenada, sugerindo manutenc¢do do cardter carbonilico apds coordenagao.

O sinal em 156,9 é atribuido ao carbono C=0 amidico da
semicarbazona. Em 154,9 ppm € atribuido ao carbono HC=N da phendiona que
costuma aparecer com deslocamentos mais alto por estar orto ao dtomo de N
do anel. Em 149,1 ppm ¢ atribuido ao carbono da porcao aromdtica C-N
(piridinico) do anel fenantrolinico, em acordo com a maior desblindagem tipica

de carbonos ligados a nitrogénio em anéis heteroaromaticos.
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O sinal em 142,7 ppm € atribuido ao carbono azometinico (HC=N)
da semicarbazona. Esse deslocamento situa-se acima do intervalo tipico CH

aromaticos (120-140 ppm) e abaixo das carbonilas (acima de 150 ppm).

As regiodes entre 137 e 126 ppm concentram a maioria dos sinais
de CH aromaticos, provenientes tanto da phendiona quanto da semicarbazona.
A sobreposi¢do de sinais nessa regiao € comum devido a similaridade dos

ambientes eletronicos dos carbonos arométicos em sistemas conjugados.

Empregou-se o experimento DEPT-135 para identificar e
diferenciar os carbonos ligados a  hidrogénio no complexo
[Ag(phendione)(scz)]*. Nesse experimento, os sinais de CH e CH;3 aparecem
em fase positiva, os de CH, em fase negativa, e carbonos quaterndrios (sem H

diretamente ligado) ndo sdao observados.

No espectro (FIGURA 24), foram detectados nove sinais positivos
e nenhum sinal negativo, evidenciando a presenca de carbonos do tipo CH, e
auséncia de CH, e CHs. Este resultado estd em concordancia com a estrutura

esperada do complexo, que ndo apresenta grupos metil ou metileno.
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FIGURA 24: Espectro de RMN *C{'H} DEPT-135 (100 MHz, DMSO-ds) do
complexo [Ag(phendiona)(scz)]*.

Como esperado, carbonos quaterndrios aparecem apenas no
BC{'H} e ndo no DEPT-135, evidenciando a auséncia de sinais, em campo
baixo (desblindados), em & 176,9 ppm (C=0 quinonoide da phendiona), & 156,9
ppm (C=0 amidico da semicarbazona) e 6 149,1 ppm (C aromético ipso—C-N
da phendiona). O conjunto 3C{'H} + DEPT-135 corrobora a atribui¢io de
quaterndrios vs. CH/CH,/CHs, bem como o padrio de hibridizacdo e a

distribuicdo eletronica dos carbonos no complexo.

A espectroscopia bidimensional COSY (Correlation Spectroscopy)
"H-"H foi empregada com o objetivo de mapear os acoplamentos escalares entre
os prétons da estrutura do complexo [Ag(phendiona)(scz)]*, permitindo

confirmar as atribui¢des feitas no espectro unidimensional ('H) e apoiar a
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identificacdo dos padrdes de acoplamento dos sistemas aromaticos e vinilicos

do complexo.

No mapa de contorno COSY 'H-'H (FIGURA 25), os sinais na
diagonal correspondem aos deslocamentos quimicos dos protons observados no
espectro 'H convencional. J4 os pontos fora da diagonal (cross-peaks) indicam
acoplamentos entre pares de prétons vicinais (°J H-H), revelando conectividade

espacial e eletronica entre eles.
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FIGURA 25: Mapa de contorno COSY 'H-'H (400 MHz, DMSO-d¢) do
complexo [Ag(phendiona)(scz)]*.

Um par de correlagdes bem definidas € observado entre os sinais
em 6,80 ppm e 7,00 ppm, consistentes com os dois protons vinilicos conjugados

(-CH=CH-) da semicarbazona. Entre 6 7,10-7,60 surgem multiplos cross-
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peaks caracteristicos de acoplamentos orto/meta do anel aromdtico da

semicarbazona.

Sado observadas multiplas correlagdes cruzadas entre sinais de o
8,1-9,2 ppm, consistentes com o padrdo de acoplamento tipico dos hidrogénios
da 1,10-fenantrolina-5,6-diona. Um sinal isolado na diagonal em 10,25 ppm ndo
apresenta cross-peaks evidentes, o que € coerente com a atribui¢do ao préoton
NH amidinico, que geralmente ndo acopla fortemente com outros prétons

devido a rapida troca protonica ou acoplamento fraco.

A espectroscopia bidimensional HSQC (Heteronuclear Single
Quantum Coherence) é uma técnica de correlacdo heteronuclear direta que
permite observar acoplamentos de um Unico quantum entre 4atomos de
hidrogénio (H) e carbono (!*C) conectados diretamente. Trata-se de uma
técnica extremamente util para a atribui¢do inequivoca de carbonos ligados a
hidrogénios (tipicamente CH, CH, e CHj), oferecendo informacoes
complementares as andlises unidimensionais de 'H e '*C, além de auxiliar na

confirmacgdo das estruturas quimicas propostas.

Na andlise do complexo [Ag(phendiona)(scz)]*, o experimento de
HSQC foi fundamental para confirmar as atribui¢cdes feitas com base nos
espectros de 'H, *C{'H} e DEPT-135. No espectro bidimensional (FIGURA
26), foram observadas nove correlagdes distintas, compativeis com 0s nove
carbonos do tipo CH presentes na estrutura do complexo. A regido de interesse
no espectro de HSQC encontra-se entre & H 6,3—-10,3 ppm (eixo horizontal,
correspondente ao 'H) e § C 120-160 ppm (eixo vertical, correspondente ao *C

intervalo caracteristico de sistemas aromaticos e vinilicos.
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FIGURA 26: Mapa de contorno HSQC 'H-'3C (400 MHz, DMSO-ds) do
complexo [Ag(phendiona)(scz)]*.

0H 7,79 < 6C 142,77 ppm: carbono azometinico (HC=N) da

semicarbazona.

OH 8,8-8,2 «» 6C 126—138 ppm: conjunto de CH arométicos da

phendiona (padrao orto/meta tipico do esqueleto fenantrrolinico).

O0H 7,6-7,1 <> 8C 125-130 ppm — CH do anel aromatico e prétons

vinilicos -CH=CH- da semicarbazona.

Como esperado para sinais sem H diretamente ligado, ndo se
observam correlagdes para os carbonos quaterndrios. Portanto, o padrao de

correlacdes € consistente com as atribui¢des feitas no 'H/'*C/DEPT.
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A técnica de espectroscopia de correlagdo heteronuclear com
multiplos acoplamentos (HMBC — Heteronuclear Multiple Bond Correlation)
¢ uma ferramenta essencial para a elucidacdo estrutural de compostos organicos
e organometalicos. Ao contrario do HSQC, que revela correlagdes de um unico
acoplamento (1J C-H), o HMBC identifica interacdes entre dtomos de
hidrogénio e carbonos que estao separados por dois a trés enlaces covalentes (2]
C-H ou 3J C-H), permitindo a observagao de ligacoes cruzadas entre nucleos

que nao estio diretamente conectados, como H-C—C ou H-C-C=0.

Essa caracteristica torna o HMBC particularmente util para a
atribuicdo de carbonos quaterndrios e carbonilicos, que ndo apresentam
hidrogénios diretamente ligados e, por isso, ndo aparecem no HSQC. A técnica
também € valiosa para a determinagdo de conectividade entre fragmentos e a
identificacdo de centros coordenados ou funcionalizagdes especificas em

estruturas complexas, como no caso de complexos metalicos.

No mapa de contorno HMBC 'H-*C (FIGURA 27), observa-se
correlagio do NH amidico (8 H 10,25) com carbonos vizinhos por 2J/°],
incluindo o C=0 amidico (8C 156,9), e carbonos aromadticos, consistente com a

conectividade do fragmento azometinico.
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FIGURA 27: Mapa de contorno HMBC 'H-*C (400 MHz, DMSO-ds) do
complexo [Ag(phendiona)(scz)]*.

A analise do espectro HMBC permitiu validar e complementar as
informagdes obtidas por H, 3C e HSQC, especialmente na atribuicdo de

carbonos quaternarios e carbonilicos.

A combinac¢do do HMBC com os demais experimentos de RMN
('H, *C{'H}, DEPT-135 e HSQC) permitiu estabelecer de forma abrangente as
conectividades C—H de longo alcance e confirmar as atribui¢des de carbonos
quaterndrios, resultando em uma elucidacgdo estrutural inequivoca do complexo

e corroborando a fidelidade da sintese e a pureza do material isolado.
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4.5 Caracterizacao por espectrometria de massas

A espectrometria de massas ¢ uma técnica analitica poderosa
amplamente utilizada na caracterizacdo de compostos inorganicos e
organometélicos, devido a sua capacidade de fornecer informacdes precisas
sobre a massa molecular, composicdo elementar, fragmentacao e, em alguns
casos, até sobre a arquitetura estrutural das espécies em soluc@o. A utilizacdo
da ionizagdo por electrospray (ESI), em particular, permite a andlise de
complexos metalicos delicados em condi¢des suaves, favorecendo a detecc¢ao
de espécies intactas e preservando sua estrutura de coordenacdo em solucao.
Dessa forma, a ESI-MS torna-se uma ferramenta complementar essencial as
técnicas espectroscopicas e difratométricas na elucidacdo estrutural de

complexos metalicos 7,

Com o objetivo de investigar o comportamento em solu¢ao dos
complexos de prata(I), foi realizada a caracterizagdo por espectrometria de
massas com ionizagdo por electrospray (ESI-MS). No espectro positivo do
complexo [Ag(phendiona)(tsc)]” (FIGURA 28) observa-se um sinal majoritario
em m/z = 522,0147, atribuido ao ion monocarregado [M]*do complexo (o
contraion NO;™ ndo € observado). A separacdo de m/z de 1 unidade entre os

picos sucessivos confirma carga z=1.

Além do pico principal, observa-se um padrio isotdpico
caracteristico da prata, com dois picos intensos em m/z = 522,0147 e 524,0143,
com diferenca de duas unidades de massa e intensidades aproximadamente
iguais. Esse padrdo € tipico da presenca dos is6topos naturais '“7Ag e '®Ag, que
possuem abundancias relativas proximas (51,8 % e 48,2 %, respectivamente).

A boa concordancia com o padrio isotdpico tedrico reforga a atribui¢ao do pico
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ao complexo de prata(I) .Esses resultados sdo consistentes com a formulagao

proposta para o complexo, sugerindo uma estequiometria Ag(L)(L’)]* em

solugdo, na qual o fon Ag estd coordenado a uma molécula de 1,10-

fenantrolina-5,6-diona (phendiona) e uma molécula de tiossemicarbazona (tsc).
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FIGURA 28: Espectro de complexo

[Ag(phendiona)(tsc)]*(a)Experimental e (b) Tedrico.

A TABELA 6 apresenta a comparacdo entre os valores de razao

massa/carga (m/z) tedricos e experimentais obtidos por espectrometria de
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massas com ioniza¢ao por electrospray (ESI-MS) para os complexos de prata(I)
sintetizados. A tabela também inclui os erros calculados em partes por milhao
(ppm), determinados a partir da diferenca entre as massas teoricas esperadas e

os valores experimentais observados.

TABELA 6: Comparacdo das massas tedricas e das massas obtidas por

espectrometria de massas (ESI-MS) para os complexos de Ag(I).

Composto Tedrico (m/z)  Experimental (m/z)  Erro (ppm)
Ag(phendiona)(scz) 506,0382 506,0373 1,78 ppm
Ag(phendiona)(tsc) 522,0154 522,0147 1,34 ppm
Ag(batophen)(scz) 628,1267 628,1284 2,71 ppm
Ag(batophen)(tsc) 644,1038 644,1025 2,02 ppm
Ag(phen)(tsc) 492,0412 492,0404 1,62 ppm

De modo geral, os resultados indicam excelente concordancia entre
os dados experimentais e os valores tedricos, com erros inferiores a 3 ppm para
todos os complexos analisados. Esse nivel de precisdo é compativel com
espectrometros de alta resolucdo e reforca a exatidao das féormulas propostas. A
baixa margem de erro constitui um forte indicativo da correta atribui¢do das
espécies detectadas, contribuindo significativamente para a confirmagdo

estrutural dos complexos em solucdo.
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4.6 Ensaio com linhagens celulares: Viabilidade celular (ICso)

Os ensaios citotoxicos e antiproliferativos dos complexos foram
conduzidos utilizando o método colorimétrico do MTT (brometo de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetraz6lio), uma técnica amplamente utilizada para
avaliacdo da viabilidade e atividade metabdlica celular in vitro. Esse método
baseia-se na capacidade das enzimas redutoras celulares, particularmente a
succinato desidrogenase, de reduzir o sal de tetrazélio MTT em formazanas
insoluveis de coloracdo purpura. O principio do ensaio reside no fato de que
apenas células metabolicamente ativas sdo capazes de realizar essa conversao
redutiva. Assim, a intensidade da cor formada € diretamente proporcional ao

niimero de células vidveis na cultura ap6s exposi¢do aos compostos testados®.

A avaliagdo da citotoxicidade de compostos frente a diferentes
linhagens celulares tumorais € ndo tumorais é uma etapa fundamental no
desenvolvimento de novos candidatos a agentes antineoplasicos. Um dos
parametros mais relevantes nessa andlise € a concentracdo inibitoria média
(ICso), definida como a concentragdo do composto necessaria para reduzir a
viabilidade celular em 50 %. De forma geral, quanto menor o valor de 1Cs,
maior a poténcia citotéxica do composto. Além disso, o indice de seletividade
(IS) € utilizado para estimar o grau de toxicidade diferencial entre células
tumorais e células normais, sendo valores de IS > 4 geralmente considerados
desejaveis em termos de seletividade terapéutica. No presente trabalho, foi

definido o IS como:
IS = MRC-5/IC5¢(tumoral)

Neste estudo, foram avaliadas as linhagens tumorais A2780

(carcinoma de ovario), MDA-MB-231 (cancer de mama triplo-negativo) e
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A549 (cancer de pulmao), além da linhagem nao tumoral MRC-5 (fibroblastos

pulmonares humanos normais). A TABELA 7 apresenta os valores de ICs para

os ligantes livres.

TABELA 7: Valores de ICsg e indice de seletividade (IS) para os ligantes livres

e cisplatina em uM frente a linhagens tumoral e ndo tumoral no periodo de 48

h.

ICso (uM) — 48h

Ligantes MRC-5 A2780 A549 MDA- IS! IS? IS
MB-231
Phen >50 >50 >50 >50 -- - -
Phendiona 3,15+0,02 0,12+0,01 095+0,12 0,41+£0,03 26,25 3,31 7,68
Batophen 1,66 +0,17 0,52+0,09 2,39+£0,09 1,58+£0,08 3,19 0,64 1,05
Tsc >50 >50 >50 >50 -- - -
Scz >50 >50 >50 >50 -- - -
AgNOs  4,10+x0,63 0,75+0,08 11,03+0,58 3,20+x0,24 546 0,37 1,28

IS!: MRC-5/A2780; 1S*: MRC-5/A549; IS*: MRC-5/MDA-MB-231.

A 1,10-fenantrolina (phen),

semicarbazona (scz) e a

tiossemicarbazona (tsc) ndo apresentaram atividade citotoxica significativa até

a maior concentracao testada (50 uM), indicando que essas moléculas, em sua

forma livre, ndo afetam significativamente a viabilidade celular. Isso sugere que

a coordenacdo ao centro metdlico pode ser essencial para a ativacao biologica
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desses ligantes. Além disso, a auséncia de citotoxicidade das hidrazonas (scz e
tsc) aponta para uma baixa toxicidade intrinseca, o que € desejavel para

fragmentos de ligantes em compostos mais seletivos.

A phendiona foi o ligante mais potente, com ICsy de 0,12 uM
(A2780), 0,41 uM (MDA-MB-231) e 0,95 uM (A549). Em células normais
(MRC-5), o valor de ICs foi de 3,15 uM, o que resultou em altos indices de
seletividade: IS' = 26,25 (A2780), IS? = 3,31 (A549) e IS® = 7,68 (MDA-MB-
231). Esses resultados indicam que phendiona tem atividade citotoxica
intrinseca, com boa seletividade, especialmente para a linhagem ovariana
A2780. A presenca dos grupos ceto nas posi¢des 5 e 6 da fenantrolina pode
contribuir para interagdes adicionais com alvos bioldgicos, como enzimas redox
e DNA, além de aumentar a polaridade e reatividade nucleofilica da molécula,

o que pode explicar sua superior atividade em relacdo a phen®!.

Batophen, com grupos fenila nas posi¢cdoes 4 e 7, também
apresentou atividade relevante, com ICsp de 0,52 uM (A2780), 1,58 uM (MDA -
MB-231) e 2,39 uM (A549). O valor em MRC-5 foi de 1,66 uM, resultando em
IS! = 3,19 (A2780), IS? = 0,64 (A549) e IS® = 1,05 (MDA-MB-231). Embora
menos seletivo que phendiona, batophen ainda mostra potencial citotoxico
considerdvel. A presenca dos anéis aromadticos adicionais pode aumentar a
lipofilicidade do composto, favorecendo a insercio em membranas celulares e
possiveis interagdes intercalantes com DNA, justificando sua maior toxicidade

em relagdo a phen.

Ao ser coordenada ao ion prata(I) e a hidrazonas, como nos

complexos [Ag(phendiona)(scz)]* e [Ag(phendiona)(tsc)]*, o ICsy frente a
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mesma linhagem aumentou levemente para 0,31 uM e 0,25 uM,

respectivamente, conforme mostrado na Tabela 8.

TABELA 8: Valores de ICsj e indice de seletividade (IS) para os complexos em

uM, frente as linhagens tumoral e ndo tumoral em 48 h.

Complexos A2780 MDA-MB-231  A549 MRC-5 IS' IS? 1IS®
[Ag(phen)(scz)]” 1,51+£0,09 242+0,52 544+030 2,74+0,09 1,81 0,50 1,13
[Ag(phen)(tsc)]* 147+035 421+0,10 535+0,11 3,23+0,03 2,19 0,60 0,77
[Ag(phendiona)(scz)]* 0,31 +£0,03  0,18+0,05 2,04+0,02 1,33£0,30 429 0,65 7,39
[Ag(phendiona)(tsc)]” 0,25+ 0,01 0,33+0,09 2,08+0,05 1,74+0,17 696 0,84 5,27
[Ag(batophen)(scz)]*  0,25+0,01 0,61 £0,01 1,44+0,12 1,51+£0,08 6,04 1,05 2,49
[Ag(batophen)(tsc)]* 0,29 +0,01  1,93+045 2,68+0,07 235+0,15 8,10 0,88 1,22

IS!: MRC-5/A2780; 1S*: MRC-5/A549; IS*: MRC-5/MDA-MB-231.

Esse comportamento sugere que, embora a coordenagdo ndo tenha
potencializado a atividade antiproliferativa da phendiona, os complexos
mantiveram um perfil bastante ativo, provavelmente devido a contribui¢do
conjunta do centro metélico e das hidrazonas. A leve diminuicdo da atividade
pode estar relacionada a alteracdes na disponibilidade dos grupos ceto da
phendiona, importantes para interacdo com alvos celulares, ou a diferenca de

lipofilicidade e permeabilidade celular induzida pela complexacdo®?.

A batophen livre também exibiu boa atividade (ICso = 0,52 uM em

A2780), e seus complexos com hidrazonas, como [Ag(batophen)(scz)]* e
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[Ag(batophen)(tsc)]*, apresentaram ICsy ainda mais baixos (0,25 e 0,29 uM em
A2780, respectivamente). A presenca dos grupos fenila aumenta a lipofilicidade
do ligante, facilitando a entrada na célula e possiveis interacdes intercalantes
com o DNA. A coordenagdo ao metal potencializa esse efeito, resultando em

complexos mais potentes.

Tanto a semicarbazona quanto a tiossemicarbazona mostraram-se
biologicamente inativas na forma livre (ICsp > 50 uM). No entanto, ao serem
coordenadas com os ligantes fenantrolinicos e prata(I), os complexos formados
se tornaram biologicamente ativos. Isso demonstra que essas hidrazonas atuam
como ligantes auxiliares que, embora ndo ativos por si sO, desempenham papel
essencial na estabilizacdo do complexo e possivelmente na sua interacao
tridimensional com biomoléculas, modulando a orientacdo espacial e a

solubilidade dos complexos.

Além disso, diferencas sutis entre os complexos contendo scz vs.
tsc sugerem que a natureza da hidrazona influencia levemente a atividade dos
complexos. Em alguns casos, a scz promoveu maior poténcia ou seletividade,

enquanto em outros, a tsc resultou em maior efeito citotdxico.

De modo geral, os complexos sintetizados apresentaram elevada
atividade citotoxica, com valores de ICsy na faixa de 0,25 a 5,44 umol L,
inferiores aos da cisplatina, utilizada como farmaco padrado e que apresenta ICs

em torno de 11,5 umol L' (A2780) e 12,43 umol L' (MDA-MB-231).

Os resultados indicam que a coordenagdo a Ag(I) preserva e, em
alguns casos, modestamente amplia a atividade dos ligantes aromaticos ativos
(p.ex., phendiona e batophen), ao mesmo tempo em que pode “ativar” ligantes

pouco ativos (SCZ/TSC), conferindo-lhes funcionalidade bioldgica. Nessa
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perspectiva, os complexos [Ag(phendiona)(scz)]”™ e [Ag(phendiona)(tsc)]*

despontam como candidatos promissores para estudos mecanisticos avangados

e avaliacdo in vivo, combinando poténcia citotoxica, seletividade (IS) e

estabilidade quimica sob as condi¢des testadas. A TABELA 9 resume os ICsp e

o impacto da coordenacdo a Ag(I) na citotoxicidade e seletividade frente as

linhagens tumorais, em compara¢do com a célula ndo tumoral MRC-5.

TABELA 9: Consideracdes gerais e principais destaques dos ligantes e dos

complexos frente as linhagens tumorais € ndo tumorais.

Destaque

Observacao

Ligantes scz/tsc

Phendiona (ligante livre)

Coordenagdo com Ag(I)

[Ag(phendiona)(scz)]*

[Ag(batophen)(scz)]*

Inativos isoladamente (ICsp > 50 uM), tornam-se

ativos apos coordenacdo a Ag(l).

Ja ativa; alguns complexos mantiveram ou até
melhoraram a poténcia (ex: 0,18 uM em MDA-MB-
231).

Em geral, promove sinergia e aumenta atividade

citotéxica, especialmente frente a MDA-MB-231 e

A2780.

Um dos complexos mais seletivos e potentes (IS =

7,39 frente a MDA-MB-231).

Também apresenta atividade submicromolar com

bom IS em MDA-MB-231.
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4.7 Avaliacao da atividade antiproliferativa e efeitos morfologicos

em células tumorais

4.7.1 Ensaio clonogénico: impacto do complexo na sobrevivéncia

a longo prazo

O ensaio de sobrevivéncia clonogénica, também denominado
ensaio de formacdo de colonias, ¢ amplamente utilizado para avaliar a
capacidade de uma tnica célula sobreviver a uma agressao quimica ou fisica e
manter sua capacidade proliferativa a longo prazo, originando col6nias
compostas por 50 ou mais células. Trata-se de uma metodologia sensivel que
permite determinar os efeitos citotoxicos ou citostiticos prolongados de agentes
quimicos, como farmacos e compostos experimentais, por meio da
quantificacdo da fracdo de células vidveis que rettm a capacidade de

proliferacio apés o tratamento®?,

Esse ensaio é especialmente relevante para a avaliagdo da eficdcia
de agentes antitumorais, uma vez que detecta ndo apenas a morte celular direta,
mas também fendmenos como a paralisagdo do ciclo celular, senescéncia e
morte mitética, os quais nao sao identificados por métodos convencionais de
viabilidade de curto prazo, como MTT, XTT ou exclusdo por azul de tripano.
O ensaio clonogénico ¢ considerado o “padrdo-ouro” na andlise de
sobrevivéncia celular, justamente por incorporar todos esses mecanismos de
resposta ao estresse celular, refletindo de forma mais fidedigna a capacidade de

regeneragdo da populagdo celular apés o dano induzido ®.

Dessa forma, o ensaio de formacdo de coldnias representa uma

ferramenta essencial na caracterizacdo da citotoxicidade e no estudo do
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potencial terapéutico de novos compostos, sendo amplamente aplicado em

pesquisas pré-clinicas, especialmente no contexto oncoldgico.

O ensaio clonogénico foi realizado para o complexo
[Ag(phendiona)(scz)]" na linhagem MDA-MB-231, quantificando-se o nimero
e a drea das colonias 10 dias apds a exposi¢ao. As concentracoes testadas foram
definidas a partir do ICsy previamente determinado (1/4x ICsp; 1/2x ICsp; 1x
ICsp). A FIGURA 29 evidencia reducao dose-dependente da clonogenicidade,
com queda acentuada em 1/2xICsy consistente com efeito citotoxico e/ou

citostatico do complexo sobre as células MDA-MB-231.

a) b)
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Numero de Coldnias

e dede ke
e dede de

@ N N )
‘60 \0‘9 +\0<3 +\o‘o
S w a N
o0 N N

Complexo 3 (uM)

FIGURA 29: A) imagens representativas das colonias de MDA-MB-231 apos
10 dias nas condi¢des: controle DMSO; 1/4x ICsp, 1/2x ICsp e 1x ICs do
complexo [Ag(phendiona)(scz)]*). B) distribuicdo do nimero de coldnias para
cada concentragdo. A andlise estatistica foi realizada com one-way ANOVA,

seguida pelo teste de Dunnett (***p < 0,001 e ****p <0,0001).
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No painel da esquerda (A), observa-se claramente que: o grupo
controle (DMSO) apresenta um numero elevado de colOnias, com tamanhos
variados, indicando uma alta capacidade proliferativa das células MDA-MB-

231.
Com o aumento da concentra¢ao do composto (tratamento):
. H4 uma redugdo progressiva do niumero de colonias.

. A concentracdo intermedidria (%2 ICsp) ja demonstra uma

reducdo acentuada, mas ainda com presenca de algumas col6nias residuais.

. Na concentragdo equivalente ao 1Csg, praticamente niao ha

formacgdo de colonias visiveis, evidenciando perda de clonogenicidade.

O gréfico (painel B) mostra a quantificacdo do numero de coldnias

para cada condi¢do experimental. Os dados revelam:

. Reducdo significativa na capacidade clonogénica ja a partir
de Y ICsp, com diferenca estatisticamente significativa em relacdo ao controle

(***p <0,001).

. Na concentracdo correspondente ao ICsp e Y2 ICsp, a
capacidade de formacgdo de coldnias € praticamente abolida, com significincia
ainda maior (****p < 0,0001), sugerindo forte acdo antiproliferativa do

composto testado.

Em conjunto, os dados indicam supressdo robusta da capacidade
clonogénica (morte reprodutiva) de MDA-MB-231 de forma dependente da

dose, compativel com efeitos citotoxicos e/ou citostaticos de longo prazo.
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Embora o clonogénico ndo discrimine o mecanismo, o padrdo observado
reforca dano proliferativo duradouro e o potencial terapéutico do complexo em

células de fenétipo agressivo.

4.7.2 Analise morfologica celular: alteracoes morfologicas em

curto prazo

A avaliacdao morfoldgica por microscopia em campo claro é uma
ferramenta essencial na caracterizacdo da atividade citotéxica de novos
compostos bioativos, especialmente no contexto do desenvolvimento de
agentes antitumorais. Essa técnica permite observar diretamente alteracdes
estruturais nas células que ocorrem em resposta ao tratamento, fornecendo
informacoes qualitativas que complementam os ensaios quantitativos de

viabilidade celular, como MTT.

As alteracOes morfoldgicas observadas, como arredondamento
celular, retracdo do corpo celular, vacuolizacdo, perda de aderéncia e
desintegracdo da membrana plasmatica, sdo frequentemente associadas a
processos de morte celular por apoptose ou necrose, podendo indicar o inicio
de estresse oxidativo ou disfun¢des mitocondriais. Assim, o monitoramento da
morfologia celular ao longo do tempo e sob diferentes concentragdes do

composto testado fornece uma visdo abrangente do seu perfil de toxicidade3®-88,

Na FIGURA 30 sd@o apresentadas as micrografias obtidas para as
células da linhagem MDA-MB-231 tratadas com o complexo
[Ag(phendiona)(scz)]" nas concentracdes correspondentes a 1x, 2x e 4% ICsp,
nos tempos de incubagdo de O h, 24 h e 48 h. A organizag¢do da imagem permite
comparar diretamente o efeito do tratamento de forma dependente da dose e do

tempo.
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FIGURA 30: Micrografias em campo claro de MDA-MB-231 tratadas com
[Ag(phendiona)(scz)]* nas concentracoes 1x ICsp, 2x ICsp € 4x ICsp por 0, 24 e
48 h. Colunas: Controle (DMSO), 1x, 2x e 4x ICso. Linhas: 0 h, 24 h e 48 h.
Imagens obtidas com microscopio CELENA® S.

No tempo O h, todas as amostras apresentavam morfologia
alongada e fusiforme caracteristica das células MDA-MB-231 aderidas,
indicando condi¢Oes basais homogéneas entre os grupos. Apos 24 h de
incubacgdo, o grupo controle manteve a morfologia e a confluéncia celular,
enquanto nos grupos tratados foi possivel observar alteracdes progressivas. No
grupo 1x ICsp, algumas cé€lulas comecaram a perder a aderéncia e adotar uma
forma mais arredondada, sinalizando estresse celular inicial. Nas condi¢des 2x
e 4% ICsp induziram redugdo acentuada da confluéncia, arredondamento e perda
de adesdao com presenca de detritos celulares, alteracdes compativeis com perda

de viabilidade e morte celular.
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Apos 48 h, o efeito citéxico do complexo foi ainda mais
pronunciado. O grupo controle manteve-se morfologicamente integro e com
alta densidade celular. No grupo 1x ICso, houve leve reducdo da confluéncia, e
algumas células apresentavam sinais de apoptose. Nos grupos 2x e 4x ICs, a
maioria das células ja havia perdido a aderéncia, apresentando-se arredondadas
ou em suspensdo, com fragmentacdo celular visivel, condizente com morte

celular avancada®?.

Esses resultados reforcam o perfil citotéxico do complexo
[Ag(phendiona)(scz)]*, demonstrando que sua agdo ¢ dependente da dose e do
tempo de exposi¢do. A progressiva alteracdo na morfologia celular, observada
ja nas primeiras 24 h, € consistente com os dados obtidos em ensaios de
viabilidade e aponta para um possivel mecanismo de a¢do envolvendo inducdo

de apoptose.

Com o objetivo de complementar a andlise em campo claro e
caracterizar alteragOes estruturais associadas a citotoxicidade, foram realizadas
marcacOes fluorescentes em MDA-MB-231 tratadas com o complexo
[Ag(phendiona)(scz)]" (FIGURA 32). Utilizou-se Green Plasma™ (marcacdo
citoplasmatica/contorno celular, canal verde; Aexc = 522 nm; Aem = 535 nm) e
DAPI (marcacdo nuclear, canal azul; A = 358 nm; A, = 461 nm). A
combinag¢do permite avaliar, de forma qualitativa, integridade e organizacdo do
citoplasma e morfologia nuclear, dois indicadores sensiveis de estresse e perda
de viabilidade celular. E importante notar que a morfologia por fluorescéncia
nao define sozinha o tipo de morte celular, devendo ser interpretada em
conjunto com marcadores ortogonais, conforme diretrizes amplamente aceitas

para monitoramento de morte celular®®¥’,
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FIGURA 31: Ensaio morfoldgico por fluorescéncia, células MDA-MB-231
tratadas com o complexo [Ag(phendiona)(scz)]* e marcadas com Green Plasma
(verde) Aexe = 522 nm/ Aemy = 535 nm e DAPI (azul) Aexe = 358 nm/ Aeyy = 461
nm. Condi¢des: Controle (DMSO), 1x, 2x e 4x ICso por 48 h. Imagens obtidas
com microscopio CELENA® S.

Nas imagens de fluorescéncia, as cé€lulas controle (DMSO) exibem
morfologia fusiforme, com citoplasma bem definido (verde intenso e uniforme)
e nucleos regulares e homogéneos (DAPI). A sobreposi¢do das duas coloracdes
mostra células bem organizadas e com alta confluéncia, compativel com células

viaveis e proliferativas.

ApOs o tratamento com a concentragdo equivalente a ICsy por 48
h, observa-se reducdo da densidade celular e alteracdes discretas na morfologia:
algumas células apresentam nucleos mais condensados e citoplasma retraido,

sugerindo o inicio de um processo apoptotico. Ainda assim, muitas células
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mantém integridade morfoldgica, como também evidenciado na imagem em luz

branca.

Em 2x ICsy as alteracdoes tornam-se marcantes: (i) nucleos
picnéticos e/ou fragmentados (aumento de intensidade e pontilhamento no
canal DAPI, compativeis com condensacdo e cariorréxis), (ii) citoplasma
retraido/desorganizado (redugdo da drea verde continua e contornos irregulares)
e (ii1) queda evidente da confluéncia. Conjunto altamente sugestivo de morte
celular com predominancia de eventos apoptdticos em parte da populagdo,

embora o mecanismo especifico requeira confirmagao bioquimica.

Os sinais de toxicidade tornam-se marcantes em 4x 1Cso. Nessa
condi¢do, observa-se perda de adesdo celular, condensacdo e fragmentacdao
nuclear (sinal de DAPI intenso e pontual) e sinal verde (CellMask™ Green)
difuso ou ausente em muitas células, sugerindo desorganizacao citoplasmaética.
O conjunto morfolégico é compativel com morte celular avangada, consistente
com apoptose tardia/necrose secunddria, em concordiancia com um efeito
dependente da dose do complexo. Os padroes de fluorescéncia descritos sdao
coerentes com a reducdo da clonogenicidade. A supressdao da formacgdo de
coldnias (1/2 e 1x ICsp) e a perda ampla de viabilidade (2x e 4x ICsp) aparecem
aqui como condensacdo/fragmentacdo nuclear, retracdo citoplasmética e
desaderéncia. Em 1x ICsy, a presenca de células ainda aderentes apds 48 h
explica-se pelo fato de que a morfologia reflete o dano imediato, enquanto o
clonogénico mede a capacidade de replicagdo de longo prazo; assim, células
morfologicamente “vidveis” podem ja estar comprometidas de forma
irreversivel e incapazes de formar col6nias. Em conjunto, os dados reforcam o
perfil  antiproliferativo e citotoxico dependente de dose do

[Ag(phendiona)(scz)]" em MDA-MB-231.
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4.8 Avaliacao da Atividade Antitumoral em Modelo 3D

(Esferoides Tumorais)

Modelos tridimensionais (3D), como os esferoides multicelulares
tumorais, oferecem uma representacdo mais fiel do microambiente tumoral in
vivo, a0 mimetizar caracteristicas fisiologicas relevantes, como gradientes de
oxigénio, nutrientes e pH, além de promover resisténcia a penetracdo de agentes
quimioterapicos. Tais modelos permitem uma avaliagio mais robusta da
atividade antiproliferativa, toxicidade e penetracdo de novos compostos em

comparacao aos sistemas bidimensionais.

Neste estudo, esferoides formados a partir da linhagem MDA-MB-
231, um modelo de cincer de mama triplo-negativo altamente invasivo e
resistente foram tratados com concentragdes crescentes do complexo
[Ag(phendiona)(scz)]*, sendo avaliados por até 144 h quanto a morfologia,
integridade estrutural e indicios de viabilidade celular. A FIGURA 32 ilustra a
resposta morfologica dos esferoides ao tratamento, de forma dependente da

concentracgao.
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FIGURA 32: A) Crescimento dos esferoides para a linhagem celular MDA -
MB-231 tratada com o complexo [Ag(phendiona)(scz)]* variando-se tempo e
concentracdo e B) Graficos dos didmetros dos esferoides pelo tempo de

tratamento. Imagens obtidas com microscépio CELENA®

E importante destacar que a concentragdo de ICso determinada em

modelo 2D para a linhagem MDA-MB-231 foi de 0,18 uM, o que indica que o
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composto apresenta elevada poténcia antiproliferativa. No modelo 3D, a
manutenc¢do da estrutura dos esferoides até 0,4 uM evidencia a maior resisténcia
ao ambiente tridimensional, que envolve barreiras fisicas a difusdo do composto

e diferenciacdo fenotipica das células tumorais.

A partir de 0,8 uM, cerca de 4x o ICsy, os efeitos citotoxicos
tornam-se visivelmente significativos, o que demonstra que, apesar da maior
resisténcia do modelo 3D, o composto mantém atividade relevante. J4 em 1,6
uM e 3,2 uM, os esferoides apresentam colapso estrutural completo, o que
indica eficicia do composto mesmo em microambientes tumorais mais

complexos.

Definimos colapso estrutural como perda > 50% da area projetada
(ou do diametro) em relacdo a 24 h e/ou fragmentacdao do contorno. Nessas
condig¢des, o colapso aparece com consisténcia em 1,6 e 3,2 uM, entre 96 e 144
h, iniciando-se por ruptura do anel proliferativo periférico,

cavitacao/clareamento central e fragmentacao do agregado.

Esses resultados reforcam a atividade dose-dependente do
complexo [Ag(phendiona)(scz)]® e sustentam seu potencial como agente
antitumoral promissor frente a tumores agressivos € quimiorresistentes, como
os tumores de mama triplo-negativo, inclusive em modelos tridimensionais, que

se aproximam mais das condig¢des fisioldgicas in vivo.

Com o objetivo de aprofundar a andlise dos efeitos citotéxicos do
complexo [Ag(phendiona)(scz)]" sobre a linhagem MDA-MB-231 cultivada em
modelo 3D, foi realizada coloragdo fluorescente com DAPI (4',6-diamidino-2-
fenilindol) e PI (iodeto de propidio) apds 144 h de tratamento. A DAPI permite

a marcacao de nucleos celulares vidveis e ndo vidveis, enquanto o PI penetra
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apenas em cé€lulas com membranas comprometidas, sinalizando células mortas
por necrose ou apoptose em estdgio avancado. A FIGURA 33 mostra as
imagens obtidas por microscopia de fluorescéncia, organizadas por

concentragao do composto.

Controle 0,2 pM 0,4 pM 0,8 uM 1,6 uM 3,2puM

- ------
PI ------
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FIGURA 33: Marcacgdes dos esferoides com DAPI e PI da linhagem celular
MDA-MB-231 tratada com o complexo [Ag(phendiona)(scz)]* apds 144 horas.

° Controle e baixas concentragdes (0,2 e 0,4 uM): intensa
fluorescéncia azul (DAPI), com ntcleos bem definidos e auséncia significativa
de fluorescéncia vermelha (PI). Isso indica alta viabilidade celular e
manutencdo da integridade de membrana, confirmando que nestas
concentracdes o composto ndo induziu morte celular significativa, em

concordancia com a andlise morfologica.

° Concentracdo intermedidria (0,8 uM): aumento discreto na
fluorescéncia vermelha, indicando inicio da permeabilizacdo de membranas
celulares e presenca de células em morte. Corresponde ao ponto de transicdao

observado na morfologia, onde comeca a ocorrer desorganizacao esferoidal.
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° Concentracdes elevadas (1,6 e 3,2 uM): fluorescéncia
vermelha intensa (PI), associada a redu¢ao da fluorescéncia azul e fragmentagao
nuclear, sugerindo que a maior parte das células se encontram-se mortas, com

perda de integridade de membrana plasmatica.

A marcagdo com DAPI/PI confirmou os dados morfolédgicos
observados previamente, evidenciando que o composto [Ag(phendiona)(scz)]*
induz morte celular dose-dependente em esferoides da linhagem MDA-MB-
231. A partir de 0,8 uM ja € possivel observar efeitos citotoxicos relevantes, os
quais se intensificam de forma significativa em 1,6 e 3,2 uM, onde ha perda

estrutural e aumento marcante na positividade para PI.

Esses resultados reforcam a agdo antitumoral do composto,
inclusive frente a um modelo tridimensional mais préximo do microambiente
tumoral real, demonstrando potencial para penetracdo e indugcdo de morte
celular efetiva mesmo em camadas internas dos esferoides. A discrepancia entre
a concentragdo efetiva no modelo tridimensional e o valor de ICsy obtido em
cultura 2D (0,18 uM) € esperada, dado que os esferoides apresentam maior
resisténcia ao tratamento devido a barreiras fisicas de penetracdo, gradientes de
oxigénio e nutricdo, além de diferencas fenotipicas e genéticas induzidas pela
arquitetura 3D. De fato, diversos estudos demonstram que a concentragdo
necessdria para induzir efeitos citotoxicos visiveis em modelos 3D pode ser 2 a
10 vezes maior em comparacio a culturas planas®-®!. Ainda assim, a resposta
observada a partir de 0,8 uM demonstra que o complexo [Ag(phendiona)(scz)]*

mantém sua eficacia mesmo em um ambiente tridimensional mais desafiador.
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4.9 Atividade Anti-Leishmania

O presente trabalho adota uma abordagem exploratoria: avaliamos
in vitro a atividade de complexos de prata(I) com ligantes derivados de
fenantrolina (incluindo phendiona e batophen) e (tio)semicarbazonas,
inicialmente em promastigotas de L. amazonensis e L. braziliensis, como
estratégia de triagem de poténcia (ECsp), paralelamente a citotoxicidade em
macrofagos RAW 264.7 (ICsp) para estimar indice de seletividade (IS =
ICs¢/ECsp). Os complexos contendo os ligantes fenantrolina (phen), phendiona
e batophen, em combinacdo com semicarbazonas (scz) ou tiossemicarbazonas
(tsc), apresentaram diferentes niveis de atividade antiparasitdria e seletividade.

Os resultados obtidos estdo apresentados na TABELA 10.

TABELA 10:Valores de ECsy (uM) para promastigotas de Leishmania, 1Cso
(uM) em macrofagos RAW 264.7 e indice de seletividade (IS).

Complexo ECso (L. ECso (L. ICs IS (L.a/
amazonensis) braziliensis) (RAW L.b)
264.7)
[Ag(phen)(scz)]* 5,6 +0,2 2,9 +0,1 14,9 2,7/15,1
[Ag(phen)(tsc)]* 6,0+0,2 2,6 +0,6 4,0 0,7/1,5
[Ag(phendiona)(scz)]* 0,2 +0,1 0,5+0,3 2.3 11,5/4,6
[Ag(phendiona)(tsc)]* 0,2 +0,1 0,4+0,1 1,6 8,0/4,0
[Ag(batophen)(scz)]" 0,3 +0,2 04+0,2 3,8 12,7/9,5
[Ag(batophen)(tsc)]* 0,3+0,2 0,3+0,2 2,7 9,0/9,0

Os complexos contendo fenantrolinas substituidas mostraram clara

superioridade em relacdo ao sistema com phen simples. Os complexos da

phendiona e batophen tanto com a semicarbazona quanto a tiossemicarbazona
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apresentaram os menores valores de ECsy frente as duas espécies de
Leishmania, atingindo submicromolaridade (< 0,5 uM). Este resultado pode ser

atribuido a:

o Maior caréter lipofilico (batophen com grupos fenila):
favorece a penetracdo na membrana do parasita. Esses grupos aromaticos
apolares aumentam a afinidade do complexo pelo ambiente lipidico, facilitando
sua penetracdo através da bicamada lipidica da membrana do parasita
Leishmania. Consequentemente, os complexos com batophen apresentam
maior capacidade de atravessar a membrana celular e atingir seu alvo

intracelular.

o Presenca de grupos carbonila na phendiona: A phendiona
(1,10-fenantrolina-5,6-diona) contém grupos carbonila conjugados no anel
fenantrolinico, que conferem caracteristicas redox ao ligante. Essas carbonilas
formam um sistema quinonoide capaz de participar de reagdes redox
reversiveis, favorecendo a geracao de espécies reativas de oxigénio (ROS) no
ambiente intracelular. As ROS sao conhecidas por causar danos oxidativos a
biomoléculas essenciais do parasita, como DNA, proteinas e lipideos,

comprometendo sua viabilidade

o Interacdo sinérgica entre prata(I) e ligantes N,O/N,S: A
prata(l) apresenta alta afinidade por ligantes contendo dtomos doadores como
nitrogé€nio, oxigénio e enxofre, o que permite a formagdo de complexos estaveis
com ligantes do tipo semicarbazona e tiossemicarbazona. Essa coordenagdo
favorece a geracdo de espécies quimicas citotdxicas intracelulares que podem
interagir com biomoléculas vitais do parasita, incluindo proteinas com grupos

tiol, DNA e componentes da membrana. A sinergia entre a prata(I) e os ligantes
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aumenta a seletividade e a eficdcia antileishmania, potencializando os efeitos

individuais de cada componente.

O complexo [Ag(phen)(scz)]* também mostrou atividade razodvel
(ECsp ~5,6 uM), porém com menor seletividade em comparagdo a phendiona e
batophen. Ja o [Ag(phen)(tsc)]™ apresentou um IS abaixo de 1, o que indica

citotoxicidade relevante frente a células hospedeiras, com baixa seletividade.

De forma consistente, os complexos com semicarbazonas (scz)
apresentaram valores de SI superiores aos respectivos tiossemicarbazonas (tsc)
em praticamente todos os casos, indicando uma maior seletividade e menor

toxicidade para células de mamifero.

Isso pode ser atribuido ao fato de que as tiossemicarbazonas
possuem maior lipofilicidade, o que pode favorecer a internalizacdo nos
macrofagos, mas também pode contribuir para citotoxicidade mais acentuada,

especialmente em compostos ndo seletivos.

Os complexos [Ag(phendiona)(scz)]*, [Ag(phendiona)(tsc)],
[Ag(batophen)(scz)]™ e [Ag(batophen)(tsc)]” mostraram excelente poténcia e
indices de seletividade adequados (IS > 4), o que os torna candidatos

promissores a agentes antileishmaniais. Estes compostos combinam:
. Alta atividade antiparasitaria (ECsy < 0,5 uM)
. Baixa toxicidade em macréfagos (ICso > 1,5 uM)

. IS entre 8 e 12,7, que estd dentro do intervalo considerado

promissor para farmacos antiparasitarios.
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Esses dados reforcam o potencial dos complexos de Ag(l)
coordenados a ligantes doadores N,O e N,S como protétipos promissores para
o desenvolvimento de farmacos antiparasitdrios. A presenca de grupos
aromaticos volumosos (batophen) ou carbonilas redox-ativas (phendiona)
demonstrou ser determinante para o aumento da atividade bioldgica e da

seletividade.

As atividades observadas sdao compardveis ou superiores a
farmacos de referéncia como miltefosina e anfotericina B (com ECs5y em torno
de 0,5 a2 uM para promastigotas), o que posiciona esses compostos como fortes
candidatos a continuidade nos ensaios com amastigotas intracelulares e

modelos in vivo.

4.10 Atividade antibacteriana

4.10.1 Atividade qualitativa

A resisténcia bacteriana aos antibidticos convencionais tem se
tornado um dos principais desafios de saude publica mundial. Nesse contexto,
a busca por novos compostos com potencial antimicrobiano tem se
intensificado, sendo os complexos metalicos uma das classes mais promissoras.
Compostos de prata, em particular, t€m atraido atencao devido a sua conhecida
atividade antimicrobiana de amplo espectro, atribuida a liberacdo de ions Ag* e
a sua capacidade de interagir com proteinas, DNA e membranas bacterianas,

promovendo disfungdo celular!'®-%,

Para uma avaliacdo inicial da atividade antimicrobiana dos
complexos sintetizados, foi conduzido um ensaio qualitativo de difusdo em

agar, no qual se mensurou o didmetro dos halos de inibi¢ao formados ao redor
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dos pogos contendo os compostos. O ensaio foi realizado contra duas cepas

bacterianas clinicamente relevantes: Staphylococcus aureus (Gram-positiva) e

Klebsiella pneumoniae (Gram-negativa). Foram avaliados seis complexos de

prata(I), cada um contendo um ligante fenantrolinico (phen, phendiona ou

batophen) em combinacdo com uma semicarbazona (scz) ou tiossemicarbazona

(tsc). A ciprofloxacina foi utilizada como controle positivo e DMSO como

controle negativo. Os compostos foram aplicados a uma concentragao fixa de

100 ug mL.

TABELA 11: Halo de inibi¢do dos complexos nas cepas de K.Pneumoniae e

S.Aureus
K.Pneumoniae S.Aureus
Ag(phendiona)(scz) 16 mm 20 mm
Ag(phendiona)(tsc) 14 mm 18 mm
Ag(phen)(scz) 12 mm 14 mm
Ag(phen)(tsc) 12 mm 13 mm
Ag(batophen)(scz) 14 mm 16 mm
Ag(batophen)(tsc) 14 mm 14 mm

*resultados determinados segundo o critério de valor de halo de inibi¢do bruto>

10 mm.®

De acordo com os critérios adotados (halos de inibi¢cdo > 10 mm

indicam atividade)®, todos os compostos testados apresentaram atividade
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antibacteriana positiva contra ambas as cepas. No entanto, os halos de inibi¢ao
variaram em tamanho, sugerindo diferencas na eficicia dos complexos de

acordo com a estrutura do ligante.

Os complexos contendo phendiona como ligante fenantrolinico
apresentaram os maiores halos de inibi¢do, especialmente frente a S. aureus.
Esse desempenho pode estar relacionado ao motivo 5,6-diona (quinonoide) da
phendiona, cujos grupos carbonila modulam eletronicamente o anel
fenantrolinico e o centro Ag(I), aceitam ligagdes de hidrogénio e conferem
carater redox (potencial para geracdo/transferéncia de ROS), favorecendo
interacdes com alvos bacterianos. Além disso, a maior polaridade do motivo
diona pode favorecer a difusdao no 4gar, contribuindo para halos mais amplos

(sem necessariamente implicar maior poténcia intrinseca).

A substitui¢do (scz e tsc) ndo alterou substancialmente a atividade
em disco, mas em alguns casos os complexos com scz exibiram halos
ligeiramente maiores, resultado compativel com a maior solubilidade/menor
lipofilicidade de scz em relacdo a tsc, o que costuma aumentar a difusdo radial

em agar.

Embora os dados obtidos confirmem a atividade antibacteriana
qualitativa dos complexos sintetizados, eles ainda sdo considerados
preliminares. Assim, ensaios quantitativos, como a determinacdo da
Concentragdo Inibitéria Minima (CIM), tornam-se indispensdveis para uma
avaliacdo mais precisa da eficdcia antimicrobiana, além de possibilitar

comparacgOes diretas entre os compostos quanto a poténcia e espectro de acao.
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4.10.2 Atividade quantitativa

A avaliacdo quantitativa da atividade antimicrobiana dos
compostos sintetizados frente a cepas bacterianas clinicas demonstrou um perfil
promissor, especialmente para os complexos de Ag(I) contendo fenantrolinas
substituidas. A TABELA 12 resume os valores de MIC (ug mL!) para os

compostos frente as cepas bacterianas testadas.

TABELA 12: Valores de Concentragao Inibitéria Minima para os compostos e

complexos metalicos de Ag(I) em ug mL!.

Bactérias

Compostos E.Coli S.Epidermidis  K.pneumoniae S.aureus
Phen >500 >500 >500 125
Phendiona 62,5 31,2 62,5 15,6
Batophen 125 62,5 125 31,5
[Ag(phen)(scz)]" >500 250 >500 125
[Ag(phen)(tsc)]” >500 250 >500 125
[Ag(phendiona)(scz)]" 12,5 3,12 6,25 1,56

[Ag(phendiona)(tsc)]” 25 3,12 6,25 1,56



101

[Ag(batophen)(scz)]" 31,25 31,2 62,5 15,6

[Ag(batophen)(tsc)]” 31,25 15,6 62,5 7,8

A 1,10-fenantrolina-5,6-diona (phendiona), mesmo em sua forma
livre, demonstrou boa atividade antimicrobiana, com MICs de 15,6 ug mL!
para S. aureus e 31,25 — 62,5 ug mL!' para outras cepas. No entanto, a
complexacdo com Ag(I) levou a um efeito sinérgico evidente, sobretudo no
complexo [Ag(phendiona)(scz)]*, que apresentou atividade notavelmente
superior com valores de MIC de 1,56 ug mL! para S. aureus, 3,12 ug mL! para
S. epidermidis, 6,25 ug mL™! para K. pneumoniae e 12,5 ng mL™! para E. coli.

Comparativamente, o ligante livre phen foi menos ativo, com
MICs elevados ou superiores a 500 ug mL! em vdrias cepas, sugerindo baixa
eficdcia intrinseca. Entretanto, ao ser coordenada ao centro metalico de prata, a
atividade antimicrobiana foi significativamente aumentada, evidenciando que a
complexacdo ndo apenas estabiliza a molécula, como também potencializa seu

efeito bioldgico.

O complexo [Ag(batophen)(scz)]* também apresentou melhora na
atividade frente as cepas Gram-positivas, embora de forma menos expressiva
quando comparado ao derivado com phendiona, indicando que a substituicao
na fenantrolina influencia diretamente na capacidade de permeacdo e interagao
com a célula bacteriana. O batophen possui grupos alquila volumosos que
podem afetar sua solubilidade ou penetracao celular, justificando sua atividade
mais modesta (MIC de 15,6 ug mL™"! para S. aureus e 62,5 ug mL"! para K.

pneumoniae).



102

Outro ponto relevante a ser destacado nos resultados € o padrao
diferencial de susceptibilidade entre cepas Gram-positivas e Gram-negativas
frente aos complexos testados. Observou-se que as bactérias Gram-positivas,
representadas por Staphylococcus aureus e Staphylococcus epidermidis, foram
mais susceptiveis a ac¢do dos complexos, apresentando valores de MIC
significativamente menores em comparacdo com as Gram-negativas

(Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae).

Essa diferenca de sensibilidade pode ser explicada com base nas
caracteristicas estruturais da parede celular bacteriana. As bactérias Gram-
negativas possuem uma membrana externa adicional, composta por uma
bicamada lipidica rica em lipopolissacarideos (LPS), que funciona como uma
barreira protetora seletiva, dificultando a entrada de compostos hidrofilicos,
metalofdrmacos e moléculas de maior tamanho ou carga. Além disso, essa
membrana contém porinas seletivas, que regulam o transporte de substancias
para o interior da célula, restringindo ainda mais a permeabilidade a compostos

exogenos, como os complexos metalicos.

Por outro lado, as Gram-positivas ndo possuem essa membrana
externa e apresentam uma parede celular mais espessa, composta
principalmente por camadas de peptidoglicano, mas com maior permeabilidade
a agentes antimicrobianos. Essa caracteristica torna as Gram-positivas mais
vulnerdveis a acdo de complexos metdlicos, que conseguem penetrar mais
facilmente e interagir com alvos intracelulares, como o DNA, proteinas

essenciais ou a membrana citoplasmaética.

Esse padrao € coerente com a literatura, que demonstra que muitos

compostos metalicos e complexos de prata(I), embora eficazes contra ambos os
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tipos bacterianos, frequentemente apresentam atividade aumentada contra cepas

Gram-positivas devido a barreira fisica imposta pelas Gram-negativas

Em comparagdo com farmacos padrdo como a ciprofloxacina, que
usualmente apresenta MICs na faixa de 0,25 — 1 ug mL! para S. aureus e E.
coli, os complexos de Ag(l), especialmente [Ag(phendiona)(scz)]*,
demonstram-se bastante eficazes, com valores de MIC proximos ou até abaixo

dos padrdes estabelecidos para novos candidatos antibacterianos (<4 pg mL™).

TABELA 13: Comparag¢io dos Valores de MIC (ug mL ') entre Complexos de
Ag(I) e Antibidticos Padrao

Composto / Antibidtico  MIC —S. aureus  MIC —E. coli

[Ag(phendiona)(scz)]* 1,95 15,6
[Ag(batophen)(scz)]* 7,81 31,25
[Ag(phen)(scz)]* 125 >500
Ciprofloxacina 0,25 -1 0,015-0,5
Gentamicina 1-4 0,5-4
Vancomicina 0,5-2 >64
Eritromicina 0,25-2 >64
Cefotaxima 0,5-8 0,5-4

Portanto, os complexos, em especial [Ag(phendiona)(scz)]™,
mostraram atividade compardvel a antibiéticos clinicos importantes frente a
bactérias Gram-positivas, com destaque para S. aureus. Embora os valores
contra Gram-negativas ainda sejam superiores aos de fluoroquinolonas (como
a ciprofloxacina), os resultados indicam um potencial terapéutico real, que
justifica a continuagdo dos estudos em ensaios de CIMsy, CMB (concentragcdo

bactericida minima), toxicidade e mecanismos de acao.
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4.11 Interacao com DNA: titulacao espectroscopica com ct-DNA

A espectrofotometria na regido do UV-Vis é uma técnica
amplamente empregada na caracterizacdo da interagdo entre pequenas
moléculas bioativas e 4cidos nucleicos. Quando um composto interage com o
DNA, especialmente por intercalagdo ou inser¢ao em sulcos (groove binding),
podem ser observadas alteracdes espectrais como hipocromismo, deslocamento
batocromico (red shift), ou, menos frequentemente, hipercromismo, indicando

mudancgas no ambiente eletronico do croméforo devido a ligacdo com o

DNA 9%

Para investigar a interagdo do complexo [Ag(phendiona)(scz)]*
com DNA, foi realizada uma titulacdo espectrofotométrica utilizando ct-DNA

(DNA de timo de bezerro), como ilustrado na FIGURA 34.
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FIGURA 34: Interagdo com o DNA via UV-Vis em concentracido fixa do

complexo e variacOes crescentes da concentracdo de ct-DNA.
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A andlise quantitativa da afinidade foi realizada com base na
equacdo de Benesi—Hildebrand, utilizando os valores de absorbancia obtidos a
305 nm. A curva linear correspondente estd representada na Figura 34, e
apresentou excelente correlacdo linear (R? = 0,985). A constante de ligagdo (Ky)
obtida foi de 8,25 x 10* M, valor que caracteriza uma interagdo de afinidade
moderada, inferior a de intercaladores cldssicos como a doxorrubicina (K ~10°
M), e mais compativel com modos de ligacao superficiais ou ndo invasivos ao

empilhamento de bases.

Este valor de constante de ligagao é:

L. Superior ao observado para a fenantrolina ndo substituida
(phen), que tipicamente apresenta Kb entre 10° ¢ 10* mol™! L, sugerindo que a
presenca dos grupos carbonila da phendiona e da hidrazona favorece a

interacao;

II. Semelhante a valores reportados para complexos metalicos
intercalantes moderados, como [Cu(phen),]** ou [Ru(phen);]**, cujos Kb

situam-se na faixa de 10* a 10° mol™' L;

II1. Inferior ao de intercaladores cldssicos como a doxorrubicina
(Kb ~ 10° mol! L), que promovem profundas alteragdes conformacionais na

estrutura do DNA.

Considerando também a auséncia de deslocamentos batocromicos
expressivos no espectro UV-Vis e o padrdo observado em gel de eletroforese
com pUCI9, conclui-se que os complexos interagem com o DNA
possivelmente por meio de interacdes eletrostdticas com o esqueleto fosfato e,
em menor grau, por ligacdo em sulco (groove binding). Nao ha indicios robustos

de intercalagdo classica sob as condi¢Oes avaliadas.
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4.12 Interacio com DNA: interacio com plasmideo

superenovelado

A investiga¢do da interacdo entre compostos € DNA € uma etapa
fundamental na avaliacdo do potencial farmacoldgico de candidatos a farmacos,
especialmente em compostos com atividade antitumoral ou antimicrobiana. Um
dos métodos mais utilizados para esse fim € o ensaio de mobilidade
eletroforética com plasmideo superenovelado, que permite observar alteragdes
conformacionais na molécula de DNA a partir da sua migracdo em gel de

agarose.”

O DNA plasmidial superenovelado (forma covalentemente
fechada circular) apresenta estrutura compacta e alta densidade topoldgica, o
que permite sua migracdo rdpida através da matriz de agarose. Quando um
composto interage com o DNA, especialmente por ligacdo covalente,
intercalante ou por indu¢do de quebras ou relaxamento da estrutura helicoidal,
a conformacdo do plasmideo pode ser alterada, levando a formacdo de
estruturas relaxadas ou lineares. Essas formas apresentam menor mobilidade e,
portanto, migram mais lentamente no gel. Assim, mudancas no padrao de
migracao eletroforética indicam uma possivel interagdo entre 0 composto € o

DNA?3%,

Conforme ilustrado na Figura 35B, trés formas principais de DNA

plasmidial podem ser observadas nesse tipo de andlise:

Forma superenovelada (S): estrutura compacta e altamente

enrolada, migra mais rapidamente no gel;

Forma circular ou aberta (C ou OC): uma fita do DNA é quebrada,

reduzindo a compactacao e tornando a migracdo mais lenta;
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Forma linear (L): ambas as fitas sdo quebradas, resultando em uma

estrutura que migra com mobilidade intermedidria.

A)
[Ag(phen)(scz)]” [Ag(phen)(tsc)]- |[Ag(phendiona)(scz)]*|[Ag(phendiona)(tsc)]"| [Ag(batophen)(scz)]” | [Ag(batophen)(tsc)]”
M M M M M M
C-|C+(01)1|10(01 110 01|1 10|01 1 |10 01 1 |10 01 1 |10
- e | o [ e e o o ) @@@P \

Circular (C)
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p— ‘_% Superenovelado (S)

FIGURA 35: A) Gel de eletroforese onde no controle negativo: plasmideo
pUC19 + DMSO + TBE 1x (MIX). Controle positivo: cisplatina [5,0 x 10°M]*
(MIX) e nos outros pogos variacdes das concentragdes dos complexos + MIX.

B) Conformacdes que o DNA pode assumir dependenendo das interacdes.

Na FIGURA 35A, observa-se o perfil eletroforético obtido apds
incubagdo do DNA plasmidial com diferentes complexos metalicos. O controle
negativo, contendo apenas o DNA plasmidial, apresenta uma tnica banda bem
definida correspondente a forma superenovelada. O controle positivo, contendo

cisplatina, um farmaco conhecido por se ligar covalentemente ao DNA,
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apresenta padrao distinto, com reduc¢do da intensidade da banda superenovelada

e aparecimento de bandas mais lentas, indicando modificagdo conformacional

do DNA.

Por outro lado, nos pogos contendo os complexos de prata, nao
foram observadas alteracdes no padrao de migracdo do DNA em comparagdao
ao controle negativo. A presenca de uma unica banda com mobilidade idéntica
a do DNA nido tratado sugere que nenhum dos complexos testados interagiu de
forma significativa com o plasmideo superenovelado, a0 menos nas condi¢des
experimentais empregadas (tempo de incubagdo, temperatura, concentracao,

etc).

Esse resultado indica que, sob as condi¢Oes experimentais
utilizadas, os complexos ndo interagem de forma detectdvel com o DNA
plasmidial. A auséncia de bandas caracteristicas das formas relaxada ou linear
sugere que nao ha intercalacio significativa, liga¢do aos sulcos, nem clivagem
do DNA. Assim, a atividade bioldgica previamente observada para esses
complexos, como a acdo citotdxica, provavelmente ndo estd relacionada a
mecanismos diretos de interacdo com o DNA, mas sim a outros alvos celulares,

como proteinas, membranas ou enzimas.

4.13 Ensaio de inibicao da enzima Topoisomerase Ila e IIf via

eletroforese

A enzima topoisomerase II € uma enzima essencial envolvida na
manutencdo da topologia do DNA durante processos celulares fundamentais
como replicacdo, transcricdo, recombinagdo e segrega¢do cromossomica. Ela
atua promovendo quebras transitorias em ambas as fitas do DNA, permitindo o

desenovelamento e o alivio da supertorcdo, especialmente em regides
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compactadas de DNA superenovelado. Existem duas isoformas humanas desta
enzima: Topoisomerase Ilo, geralmente expressa em células proliferativas e
altamente associada a replicacao celular, e Topoisomerase IIf3, mais relacionada

a processos de transcricdo e diferenciacdo celular®°,

O ensaio de inibi¢do de topoisomerases por eletroforese € uma
técnica bioquimica amplamente utilizada para avaliar se um composto interfere
na atividade dessas enzimas. No experimento, um DNA plasmidial
superenovelado (forma covalentemente fechada circular) € incubado com a
enzima recombinante € com o composto de interesse. Em condi¢cdes normais, a
topoisomerase relaxa o DNA, convertendo a forma superenovelada em formas
relaxadas, que apresentam menor mobilidade eletroforética em gel de agarose.
A preservacdo da forma superenovelada no gel, mesmo apds incubacdo com a

enzima, indica que o composto inibiu sua atividade catalitica®’-'%,

Esse ensaio € especialmente relevante para compostos com
potencial citotdxico ou antitumoral, j4 que a inibi¢do da topoisomerase Il pode
levar ao acimulo de quebras duplas de DNA e, consequentemente, a morte
celular. Muitos farmacos antitumorais, como etoposideo e doxorrubicina, atuam
justamente como inibidores da topoisomerase II, seja por estabilizacdo do

complexo clivado ou por impedimento da atividade catalitica da enzima.”®1°!

Assim, a aplicacdo deste ensaio aos complexos de prata(l)
sintetizados neste trabalho visa avaliar sua capacidade de interferir com a
atividade da topoisomerase Ila e I, contribuindo para a elucidagcdo de seus

possiveis mecanismos de acdo antitumoral.

A atividade inibitéria dos complexos de prata(I) frente a enzima

topoisomerase II foi avaliada por meio de ensaio de relaxamento de DNA
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plasmidial superenovelado, visualizado por eletroforese em gel de agarose
(FIGURA 36). No controle negativo (C—), onde o DNA foi incubado na
auséncia da enzima, observou-se predominantemente a forma superenovelada,
que migra rapidamente no gel devido a sua estrutura compacta. J4 no controle
positivo (C+), contendo o DNA incubado com a enzima ativa, houve conversao

majoritaria para a forma relaxada, evidenciando a atuacao da topoisomerase.

[Ag(phen)(scz)]* [Ag(phendiona)(scz)]* | [Ag(batophen)(scz)]*
M M

[Ag(phen)(scz)]*
M

FIGURA 36: Gel de eletroforese para as diferentes isoformas das enzimas

topoisomerases na presenga decrescente das concentragdes dos complexos
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respectivamente. a) TOPOIla; C- = DNA; C+ =DNA+ TOPOIla + ATP. b) C-
= DNA; C+=DNA+ TOPOIIB +ATP.

Os complexos foram testados em trés concentragdes (1, 10 e 20
uM). O complexo [Ag(phen)(scz)]" demonstrou efeito inibitorio moderado e
dependente da concentracdo: em 1 uM, o perfil de migragdo foi semelhante ao
controle positivo, indicando baixa ou nenhuma inibicao da enzima; entretanto,
nas concentracdes de 10 e 20 uM, houve preservagao da forma superenovelada,

o que indica inibi¢do progressiva da atividade catalitica da topoisomerase Ila.

O complexo [Ag(phendiona)(scz)]" apresentou o maior potencial
inibitorio entre os trés avaliados. Ja em 1 uM foi observada a presenca da forma
superenovelada, e em 10 e 20 uM a inibigdo foi praticamente completa, com o
DNA mantendo-se na conformacdo compacta. Este comportamento pode ser
atribuido a maior planaridade e carater eletronico do ligante phendiona,

favorecendo a intera¢do com a enzima ou com o DNA.

Por sua vez, o complexo [Ag(batophen)(scz)]" apresentou efeito
inibitorio mais discreto, sendo necessario atingir 20 uM para que a forma
superenovelada predominasse. Em 1 uM, o perfil eletroforético se assemelhou
ao do controle positivo, € em 10 uM observou-se um padrdo intermediério,
sugerindo atividade inibitéria mais fraca. A estrutura volumosa e mais
hidrofébica do ligante batophen pode dificultar o acesso ao sitio ativo da enzima

ou a interacdo eficiente com o DNA plasmidial.

De forma geral, os resultados demonstram que os complexos de
prata(I) contendo semicarbazonas sdo capazes de inibir a topoisomerase Ila de
maneira concentracdo-dependente, sendo a natureza do ligante fenantrolinico

um fator determinante na poténcia inibitéria. A atuagdo sobre essa enzima, que
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estd diretamente envolvida na manutencdo da topologia do DNA durante a
replicacdo e transcricdo, reforca o potencial dos complexos como agentes
antitumorais, uma vez que a topoisomerase Ilo ¢ um dos principais alvos

moleculares de diversas drogas utilizadas na quimioterapia.

Por outro lado, os ensaios realizados com a topoisomerase IIf sob
as mesmas condi¢cdes experimentais € concentracdes revelaram um
comportamento significativamente distinto (FIGURA 36B). Nenhum dos
complexos avaliados foi capaz de impedir de maneira clara a agdo da enzima,
mesmo em 20 uM. Todos os pogos tratados com os complexos apresentaram
perfis eletroforéticos similares ao controle positivo (C+), com predominancia

das formas relaxadas de DNA.

Esses resultados apontam para uma seletividade dos complexos
pela isoforma Ila da topoisomerase, o que ¢ de grande relevancia no contexto
antitumoral. Essa seletividade pode decorrer de fatores como diferencas na
conformacdo tridimensional do sitio de ligacdo das isoformas, grau de
exposicdo de residuos-chave a interagdo com o composto, ou mesmo da
acessibilidade ao DNA durante o ciclo catalitico. Trabalhos anteriores também
sugerem que a isoforma Ila tende a ser mais suscetivel a inibidores metélicos
por seu papel mais direto na replicacdio de DNA, sendo superexpressa em
diversos tipos de cancer, enquanto a isoforma I3 esta mais associada a fungdes

celulares basais.

Portanto, a inibigdo seletiva da topoisomerase Ila observada neste
trabalho reforca o potencial terapéutico dos complexos sintetizados,
especialmente em aplicagdes oncoldgicas. A menor afinidade ou auséncia de

inibicao da topoisomerase IIf pode ser interpretada como um aspecto positivo,



113

uma vez que essa isoforma esta presente em tecidos normais e sua inibi¢ao esta
associada a efeitos colaterais adversos, como cardiotoxicidade observada com
farmacos como a doxorrubicina. Assim, a seletividade dos complexos pode
contribuir para um perfil de acdo mais direcionado e seguro, o que € desejavel

no desenvolvimento de novos agentes antitumorais.
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5. CONCLUSAO

Nesta tese foram sintetizados e caracterizados complexos inéditos
de prata(I) com ligantes fenantrolinicos (phen, phendiona e batophen) e
(tio)semicarbazonas (scz e tsc), obtidos em boas condi¢des sintéticas e com
rendimentos satisfatorios. A caracterizacdo espectroscopica e analitica
confirmou a formacdo de espécies mononucleares estaveis, revelando
alteracoes tipicas da coordenacdo metalica, compativeis com as expectativas

estruturais para esse sistema.

Do ponto de vista bioldgico, os complexos mostraram-se
significativamente mais ativos que os ligantes livres e o sal de prata,
evidenciando que a coordenacdao a Ag(l) é determinante para conferir
seletividade e poténcia. Em  especial, [Ag(phendiona)(scz)]" e
[Ag(batophen)(scz)]" apresentaram atividade citotoxica submicromolar em
células tumorais, aliada a indices de seletividade favoraveis frente a células nao
tumorais. Ensaios complementares confirmaram a capacidade desses
compostos de inibir a topoisomerase Ila, sem afetar a isoforma IIf3, e de reduzir
a clonogenicidade e o crescimento em culturas 3D, refor¢ando sua relevancia

como candidatos antitumorais.

No campo antimicrobiano, os complexos exibiram atividade frente
a bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, com destaque para
[Ag(phendiona)(scz)]*, ativo em baixas concentracdes contra S. aureus. Esse
resultado amplia o espectro farmacoldgico da série e reforca seu potencial em

um cenario de resisténcia microbiana crescente.

No campo anti-Leishmania (triagem exploratéria em

promastigotas), os complexos com phendiona/batophen exibiram ECs
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submicromolares contra L. amazonensis € L. braziliensis, com indices de
seletividade de até 12,7 frente a RAW 264.7, sustentando a prioriza¢ao desses
prototipos para etapas futuras em amastigotas intracelulares e, quando

aplicavel, modelos in vivo.

De forma reflexiva, os achados mostram que ligantes
biologicamente inertes, como scz e tsc, adquirem nova funcionalidade ao se
coordenarem a prata(I), enquanto ligantes aromaticos ativos t€ém sua poténcia
modulada ou ampliada pelo metal. Essa sinergia entre centro metdlico e ligantes
nao apenas atende ao objetivo de gerar novas entidades quimicas, mas também

fornece insights para o desenho racional de farmacos baseados em coordenacao.

Assim, esta tese alcanca seu proposito central: integrar sintese
inorganica e avaliacdo bioldgica para identificar estruturas com real potencial
terapéutico. Os resultados obtidos consolidam os complexos de prata(l)
descritos como plataformas promissoras para aplicacdes antitumorais,
antimicrobianas e anti-leishmaniase, além de abrirem caminhos para estudos

mecanisticos avancados e futuros ensaios in vivo.
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7. APENDICE

7.1 Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)
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FIGURA Al. Espectro de RMN de 'H para o ligante tiossemicarbazona em

DMSO-dg.
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FIGURA A2. Espectro de RMN de 'H para o ligante semicarbazona em DMSO-
ds.
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FIGURA A3. Espectro de RMN de 'H para o ligante batophen em DMSO-ds.
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FIGURA A4. Espectro de RMN de 'H para o ligante 1,10-fenantrolina em
DMSO-de.
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FIGURA A5. Espectro de RMN de 'H para o complexo [Ag(phen)(scz)]* em
DMSO-de.
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FIGURA A6. Espectro de RMN de 'H para o complexo [Ag(batophen)(scz)]*
em DMSO-ds.
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FIGURA A7. Espectro de RMN de 'H para o complexo [Ag(phendiona)(scz)]*

em DMSO-dg.
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FIGURA A8. Espectro de RMN de 'H para o complexo [Ag(batophen)(tsc)]*

em DMSO-dg.



128

H,0

DMSO-dg

12.06

4 0.89p—-

l‘2.5 1:;..5 | 16.5 | 9‘.5 I 8‘.5 | 7I.5 | 6‘.5 I 5I.5 | 4I.5 | 3‘.5 | 2‘.5 I 1‘.5 | 0‘.5
FIGURA A9. Espectro de RMN de 'H para o complexo [Ag(phendiona)(tsc)]*
em DMSO-ds.
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7.2 Espectrometria de Massas
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FIGURA All. Espectro de massas full scan para o complexo

[Ag(batophen)(tsc)]™.
147.9305
56 0373 508.0355
316.9465
Y P R PY .h lluhm m Ml Y
500 501 502 503 504 EEUHgﬂ\‘ﬁS h;asstugeﬁarge?mfzsm 511 G612 513 5i4
526.9885
705.1187
368.4215 6139309 ﬂ
‘” .\.IL.‘, IJI\LU.ILI. llILlL Lot | - L n w Ul "
100 150 200 250 300 350 400 450 50%I 6(50 700 750 800
Counts vs. Mas arge m/z)

FIGURA A12. Espectro de massas para o complexo [Ag(phendiona)(scz)]™.
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FIGURA A13. Espectro de massas para o complexo [Ag(batophen)(scz)]*.
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FIGURA A14. Espectro de massas para o complexo [Ag(phendiona)(tsc)]™.
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FIGURA A15. Espectro de massas para o complexo [Ag(phen)(tsc)]*.

7.3 Interacio dos complexos com o ct-DNA
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FIGURA A16. Interacdo do complexo [Ag(phendiona)(tsc)]* com o ct-DNA

por titulac@o espectroscopica pela técnica de Ultravioleta-visivel.
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FIGURA A17. Interacdao do complexo [Ag(phendiona)(scz)]* com o ct-DNA

por titulacdo espectroscopica pela técnica de Ultravioleta-visivel.
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FIGURA A18. Interagdo do complexo [Ag(batophen)(tsc)]™ com o ct-DNA por

titulacao espectroscopica pela técnica de Ultravioleta-visivel.
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FIGURA A19. Interacdo do complexo [Ag(batophen)(scz)]™ com o ct-DNA por

titulacao espectroscopica pela técnica de Ultravioleta-visivel.
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FIGURA A20. Interacdo do complexo [Ag(phen)(scz)]” com o ct-DNA por

titulacao espectroscépica pela técnica de Ultravioleta-visivel.
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Figura A21. Interacdo do complexo [Ag(phen)(tsc)]* com o ct-DNA por

titulacao espectroscépica pela técnica de Ultravioleta-visivel.
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FIGURA A22. Espectros de IV para os ligantes e complexos em KBr.
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