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Resumo

Bases de Schiff derivadas de chalcona e de nitrogénio mostarda e seus complexos

metélicos: atividade citotdxica em células tumorais e interagdo com biomoléculas

O presente trabalho consistiu na investigacdo de bases de Schiff contendo os grupos
farmacoféricos chalcona e nitrogénio mostarda, assim como seus complexos de platina(ll),
paladio(l1) e ouro(l11) visando o desenvolvimento de novos candidatos a farmacos antitumorais.

Foram obtidos os complexos [Au(L1)CI]CI (1), [Pt(L1)CI]0,5KCI (2), [Pd(L1)CI]KCI
(3) e [Cu(L1)CI] (4) com 3-(4-bromofenil)-1-piridina-2-ilprop-2-en-1-ona tiossemicarbazona
(HL1). Avaliou-se a atividade citotoxica dos compostos frente a linhagens de células
leucémicas e de tumores sdlidos, e frente a células ndo tumorais Vero. Em geral 4 foi mais ativo
frentes as linhagens de celulas tumorais testadas, com melhores resultados frente as linhagens
leucémicas JURKAT e THP-1 e frente as células de cancer de mama MCF-7, sendo de 6 a 13
vezes mais ativo que o ligante livre. No entanto, o complexo foi também o mais toxico nas
ceélulas sadias VERO. O complexo (1) foi mais ativo que o ligante livre frente & maioria das
linhagens de células tumorais testadas. Quando comparado a 4, 1 desperta interesse devido a
sua seletividade, pois ndo apresentou toxicidade nas células sadias VERO. Os complexos (2) e
(3) foram inativos.

O modo de acdo dos complexos (1) e (4) foi investigado através de estudos da atividade
inibitoria in vitro das enzimas Tiorredoxina Redutase (TrxR) e Topoisomerase IB (Topo IB), e
por meio de estudos de interacdo dos compostos com DNA plasmidial.

O ligante (HL1) e CuCl, ndo inibiram a enzima TrxR. Os valores de Clso obtidos para
a inibicdo da atividade enzimatica de TrxR foram: complexo (1) Clsg = 5,55 uM; auranofina
Clso = 0,30 uM; HAUCI4 Clso = 0,62 uM; complexo (4) Clso = 9,63uM. Assim, TrxR poderia
ser um alvo para a acdo citotdxica dos complexos (1) e (4)

Os complexos (1) e (4) inibiram de forma dose-dependente a atividade da Topo IB.
Ap0s a pré-incubacdo da enzima com 0s compostos antes da adicdo do DNA, observou-se uma
melhora no efeito inibitério dos compostos. A uma concentragdo de 1,5uM, 1 inibiu
completamente a enzima. E importante observar que HAuCl4 sozinho foi capaz de inibir a topo
IB, mas nesse caso a inibicdo nunca é completa. Para 4 a inibicdo completa da atividade
enzimatica é verificada para a concentracao de 0,75uM. Nenhum efeito inibitério foi observado
apos a incubacdo da enzima com a tiossemicarbazona livre ou com CuCl; até a concentragédo
de 50 pM.



Na presenca de 12 uM de 4 a etapa de clivagem foi inibida fortemente e observou-se
uma inibicdo parcial a etapa de religacdo. Experimentos de docagem molecular mostraram que
pela coordenacgdo ao metal o ligante adota uma conformacédo adequada para a interacéo no sitio
ativo de Topo IB. Estudos de interagdo dos compostos com o DNA revelaram que os complexos
(1) e (4) ndo interagem diretamente com 0 DNA.

Na segunda parte do presente trabalho, obtiveram-se trés hidrazonas contendo o grupo
nitrogénio mostarda: 4-[bis(2-cloroetil)amino]benzaldeido] fenilhidrazona (HL2), 4-[bis(2-
cloroetil)amino]benzaldeido]-para-clorofenil-hidrazona (HL3) e 4-[bis(2-
cloroetil)amino]benzaldeido]-metil-hidrazona (HL4). Em razdo da baixa afinidade de ouro(lll)
por ligantes contendo oxigénio como atomos doadores, ndao foi possivel obter complexos de
ouro das hidrazonas aqui estudadas. Foram obtidas também trés tiossemicarbazonas: 4-[bis(2-
cloroetil)amino]benzaldeido-N(4)-feniltiossemicarbazona (HL5), 4-[bis(2-
cloroetil)amino]benzaldeido-N(4)-para-clorofenil-tiossemicarbazona (HLS®), 4-[bis(2-
cloroetil)amino]benzaldeido-N(4)-metil-tiossemicarbazona (HL7) e o0s complexos
[Au(L5)CI2]2HCI (5), [Au(L6)CI2]2HCI.2H20 (6) e [Au(L7)CI2]2HCI.H20 (7).

Avaliou-se a atividade citotoxica dos compostos frente a linhagens de células de
melanoma, cancer de pulméo, cancer de mama e frente a células sadias. De uma forma geral,
0s compostos nao foram ativos frente as linhagens testadas. No entanto, HL5 apresentou uma
atividade seletiva e especifica contra as células de melanoma B16F10. Devido a especificidade
de HL5, ampliaram-se os estudos desse composto para diferentes linhagens celulares de
melanoma. Nessa etapa, testou-se também o analogo estrutural HL2 o qual revelou-se inativo.
Os complexos de ouro mostram-se também pouco ativos como agentes citotdxicos.

Um estudo de mecanismo de acdo de HL5 mostrou que seus efeitos antimelanoma
ocorrem através da inducdo da morte celular por necrose em células B16F10. HL5
provavelmente aumenta a sensibilidade das células aos agentes quimioterapicos e poderia ser
usado em associacdo com medicamentos antimelanoma.

Para tentar explicar a razdo pela qual apenas HL5 foi capaz de induzir efeitos
citotoxicos, estudos tedricos foram realizados, os quais indicaram que todos os ligantes e
complexos de ouro teriam a mesma capacidade de atuar como agentes alquilantes do DNA,
sugerindo que ou o processo de alquilacdo ndo ocorre ou, se ocorrer, Ndo Sseria UM Processo
determinante para o mecanismo de acdo de HL5. Como os ligantes HL2, HL5-HL7 mostram
valores muito distintos de logP, a hipdtese de que apenas HL5 tivesse as caracteristicas

adequadas de lipofilia para interagir com o alvo biolégico ndo pode ser descartada.



Estudos de interagdo dos compostos com o0 DNA revelaram que o efeito antiproliferativo
de HL5 e 5 observado nas células tumorais ndo ocorre por meio da interacdo direta desse
composto com 0 DNA.

Palavras-chave: bases de Schiff, chalconas, N-mostarda, complexos metélicos, atividade

citotdxica, mecanismo de agao.



Abstract

Schiff bases derived from chalcone and mustard nitrogen and their metal complexes:

cytotoxic activity in tumor cells and interaction with biomolecules

The present study consisted of the investigation of Schiff bases containing chalcona and
mustard nitrogen pharmacophoric groups, as well as their platinum (11), palladium (I1) and gold
(111) complexes for the development of new antitumor drug candidates.

The complexes [Au(L1)CI]CI (1), [Pt(L1)CIJ0.5KCI (2), [Pd(L1)CIIKCI (3) and
[Cu(L1)CI] (4) with 3-(4-bromophenyl)-1-pyridin-2-ylprop-2-en-1-onethiosemicarbazone
(HL1) were obtained. The cytotoxic activity of the compounds against leukemic and solid
tumor cell lines and against non-tumor cells VVero was evaluated. In general, 4 was more active
against the tumor cell lines tested, with better results against the JURKAT and THP-1 leukemic
lines and MCF-7 breast cancer cells, being 6 to 13 times more active than the free ligand.
However, the complex was also the most toxic in VERO healthy cells. Complex (1) was more
active than the free ligand against most of the tumor cell lines tested. When compared to 4, 1
arouses interest due to its selectivity, since it did not present toxicity in the VERO healthy cells.
Complexes (2) and (3) were inactive.

The mode of action of complexes (1) and (4) was investigated by studies in vitro of the
inhibitory activity of the enzymes Thioredoxin Redutase (TrxR) and Topoisomerase 1B (Topo
IB) and by interaction studies of the compounds with plasmid DNA.

The ligand (HL1) and CuCl> did not inhibit the enzyme TrxR. The ICso values obtained
for the inhibition of TrxR enzyme activity were: complex (1) 1Cso = 5.55 uM; auranofin I1Cso =
0.30 uM; HAUCI4 ICsp = 0.62 uM; complex (4) ICso = 9.63 uM. Thus, TrxR could be a target
for the cytotoxic action of complexes (1) and (4).

Complexes (1) and (4) dose-dependently inhibited Topo IB activity. After pre-
incubation of the enzyme with the compounds prior to DNA addition, an improvement in the
inhibitory effect of the compounds was observed. At a concentration of 1.5 uM, 1 completely
inhibited the enzyme. It is important to note that HAuCl, alone was able to inhibit the Topo 1B,
but in this case, the inhibition is never complete. For 4 the complete inhibition of the enzymatic
activity is verified for the concentration of 0.75uM. No inhibitory effect was observed after
incubation of the enzyme with the free thiosemicarbazone or with CuCl, up to the concentration
of 50 uM.



In the presence of 12 uM of 4 the cleavage step was strongly inhibited and partial
inhibition was observed at the religation step. Experiments of molecular docking showed that
the coordination to the metal ligand adopts a proper conformation for interaction in the active
site of Topo IB. Studies of the interaction of the compounds with the DNA revealed that the
complexes (1) and (4) do not interact directly with the DNA.

In the second part of the present work, three hydrazones containing the mustard nitrogen
group were obtained: 4-[bis(2-chloroethyl)amino]benzaldehyde]phenylhydrazone (HL2), 4-
[bis(2-chloroethyl)amino]benzaldehyde]-para-chlorophenylhydrazone (HL3) and 4-[bis(2-
chloroethyl)amino]benzaldehyde]-methylhydrazone (HL4). Due to the low affinity of gold (111)
for ligands containing oxygen as donor atoms, it was not possible to obtain gold complexes of
the hydrazones studied here. Three thiosemicarbazones were also obtained: 4-[bis(2-
chloroethyl)amino]benzaldehyde-N(4)-phenylthiosemicarbazone (HL5), 4-[bis(2-
chloroethyl)amino]benzaldehyde-N(4)-para-chlorophenylthiosemicarbazone (HL6) and 4-
[bis(2-chloroethyl)amino]benzaldehyde-N(4)-methylthiosemicarbazone  (HL7) and the
complexes [Au(L5)CI2]2HCI (5), [Au(L6)CI2]2HCI.2H20 (6) and [Au(L7)CI2]2HCI.H20 (7).

The cytotoxic activity of the compounds was evaluated against melanoma cell lines,
lung cancer, breast cancer and healthy cells. In general, the compounds were not active against
the tested cell lines. However, HL5 showed selective and specific activity against B16F10
melanoma cells. Due to the specificity of HL5, studies of this compound were amplified for
different melanoma cell lines. In this step, the structural analogue HL2 was also tested and
found to be inactive. Gold complexes also appear to be poorly active as cytotoxic agents.

A study of the mechanism of action of HL5 has shown that its antimelanoma effects
occur through the induction of cell death by necrosis in B16F10 cells. HL5 probably increases
the sensitivity of cells to chemotherapeutic agents and could be used in combination with
antimelanoma drugs.

To attempt to explain why only HL5 was able to induce cytotoxic effects, theoretical
studies were conducted, which indicated that all binders and gold complexes would have the
same ability to act as DNA alkylating agents, suggesting that either the alkylation does not
occur or, if it occurs, would not be a determining process for the mechanism of action of HL5.

As the HL2, HL5-HL7 ligands show very distinct values of logP, the hypothesis that
only HL5 has the proper characteristics of lipophilicity to interact with the biological target can

not be ruled out.



Studies of interaction of the compounds with DNA revealed that the antiproliferative
effect of HL5 and 5 observed in tumor cells does not occur through the direct interaction of this
compound with DNA.

Keywords: Schiff bases, chalconas, N-mustard, metallic complexes, cytotoxic activity,

mechanism of action.
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melanomas B16F10, A2058, A375 e frente a linhagem celular sadia HUVEC. Os dados
580 expressos como Média £ erro PAArA0.........ccuvcveveiiereiie et ene
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Capitulo 1. Introducéo

1.1 Quimica Inorganica Medicinal

A quimica inorganica medicinal tem como objetivo principal o desenvolvimento de compostos
inorganicos ou de ligantes para a utilizacdo na medicina terapéutica e de diagnostico. Compostos
inorganicos vém sendo utilizados na medicina ha muitos séculos, mas muitas vezes, de forma empirica
com pouco ou nenhum entendimento da base molecular e de seu mecanismo de ag&o.*

Os metais sio utilizados na medicina ha 5000 anos.? Os egipcios usavam cobre para esterilizar
a agua (3000 a.C); o ouro era empregado na fabricacdo de medicamentos na Arabia e na China (3500
a.C), mais em razdo da natureza preciosa do metal do que de suas propriedades medicinais.
Medicamentos contendo ferro eram usados no Egito (1500 a.C) na mesma época em que o zinco foi
descoberto para cicatrizacdo. Na era Renascentista da Europa (entre os séculos XIV e XVI), o cloreto
de mercurio foi utilizado como diurético e a essencialidade nutricional do ferro foi descoberta.’

No entanto, somente no inicio do século XX a atividade medicinal dos compostos inorganicos
comecou a ser investigada por meio de métodos experimentais e tedricos modernos. Inicialmente, a
partir dos estudos de Paul Ehrlich com complexos de arsénio ativos contra sifilis*e principalmente apds
a descoberta das propriedades antitumorais do cis[diaminodicloroplatina(Il)] (“cisplatina”,
[Pt(NHz3)2Cl:]), por Barnett Rosenberg em 1965. A cisplatina (Figura 1.1) € um dos farmacos mais
utilizados para o tratamento de diversos tipos de cancer. No entanto, sua eficiéncia é aumentada para

cancer nos testiculos, ovario e bexiga, alcancando 90% de cura.?

H;N Cl
: //// ,, \\\\\\\\\

Pt
N

Figura 1.1: Estrutura da cisplatina.*

A descoberta da atividade antineoplasica da cisplatina desempenhou um papel importante no

estabelecimento da quimica inorganica medicinal®, porque a partir dessa descoberta, verificou-se um

grande interesse pelo design racional de complexos metalicos.>®’

1 B. Lippert, Coord. Chem. Rev. 182 (1999) 263-295.

2 C. X. Zhang, S. J. Lippard, Curr. Opin. Chem. Biol. 7 (2003) 481-489.

3 C. Orvig, M. J. Abram, Chem. Rev. 99 (1999) 2201-2203.

4 H. Beraldo, Cadernos Tematicos de Quimica Nova na Escola 6 (2005) 4-6.

°> N.P.E. Barry, P.J. Sadler, Pure Appl. Chem. 86 (2014) 1897-1910.

6 C.-H. Leung, S. Lin, H.-J. Zhong, D.-L. Ma, Chem. Sci. 6 (2015) 871-884.

" M. Ashfag, T. Najam, S.S.A. Shah, M.M. Ahmad, S. Shaheen, R. Tabassum, G.Rivera, Curr. Med. Chem. 21
(2014) 3081-3094.
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Atualmente a indastria farmacéutica investe mais de 1 bilhdo de ddlares por ano para o
desenvolvimento de novos compostos metélicos com atividade bioldgica procurando seletividade e
eficiéncia terapéutica para tentar diminuir os efeitos colaterais. Dentre esses novos complexos podemos
exemplificar: complexos de prata com atividade antimicrobiana, complexos de vanadio como
antidiabéticos, complexos de ferro como agentes antimalarico, complexos de antiménio para o
tratamento de leishmaniose e complexo de ruténio para o tratamento de cancer (NAMI-A, em fase
clinica 11).2 O interesse econdmico em compostos & base de metal para uso farmacéutico também é
comprovado pelo aparecimento de mais de 60 patentes no periodo de 2013 a 2015 no que se refere
apenas a complexos de platina para tratamentos tumorais.’

Uma grande variedade de compostos metalicos ja é utilizada clinicamente (Figura 1.2). Por
exemplo, a auranofina, [(trietilfosfina-(2,3,4,6-tetra-O-acetil-p-1-D-tiopiranosato-S)]ouro(l), farmaco a
base de ouro aprovado em 1985 para o tratamento de artrite reumatoide’®, compostos de litio usados
como antidepressivos™, compostos de bismuto ativos contra a bactéria Helycobacter pylori, causadora
da Glcera’?, o nitroprussiato de ferro, empregado como vasodilatador?, complexo de Gadolinio como

agente de contraste para ressonancia magnética e radiofarmacos contendo *"Tc e '®Re/*®*Re. 3

(A) w (B) © —72-
0
TN ' [
O N N N
OAc | X Z
Au Li Li ////, ‘\\\\\ 2 Na*
N ~ Fe a
o o é 0 0 PEARCN
AcO N 7~ C X N
OAc |IL|

D)

/'\OCH3

Figura 1.2: Representacdo estrutural dos complexos metalicos utilizados clinicamente: auranofina

(A); carbonato de litio (B); nitroprussiato de sdio (C); cardiolite (D).

8 A.de Almeida, B.L. Oliveira, J.D.G. Correia, G. Soveral, A. Casini, Coord. Chem. Rev. 257 (2013) 2689-2704.
® M. Fanelli, M. Formica, V. Fusib, L. Giorgi, M. Micheloni, P. Paoli, Coord. Chem. Rev. 310 (2016) 41-79.

10 G. Stochel, A. Wanat, E. Kulis, Z. Stasicka, Coord. Chem. Rev. 171 (1998) 203-220.

1S, M. Cohen, Curr. Opin. Chem. Biol. 11 (2007) 115-120.

12'N. Farrell, Coord. Chem. Rev. 232 (2002) 1-4.

133, Ahmad, A. A. Isab, S. Ali, A. R. Al-Arfaj, Polyhedron 25 (2006) 1633-1645.
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A atividade farmacologica desses complexos depende do ion metalico, do ligante e da estrutura
dos compostos. Esses fatores sdo responsaveis para o alcance dos alvos adequados no organismo™.

O aumento no interesse em compostos inorganicos quanto ao seu perfil farmacoldgico ocorre
na esperanca de se encontrar curas para diversas doencas.'® Pesquisas sobre reatividade e interagio entre
complexos de metais de transicdo e biomoléculas como DNA e proteinas, tem resultado em um avango

significativo para o entendimento de processos bioldgicos e a descoberta de novas drogas terapéuticas. *°

1.2 Cancer

O cancer é um termo genérico utilizado para a doenca que possui mais de 100 tipos.*” Todas as
formas sdo caracterizadas por um comportamento anormal das células, como proliferacdo rapida e
irregular, causada por uma mutagio nos genes que controlam o crescimento e divisio das células.™®
Essas células podem entdo invadir partes adjacentes do corpo e se espalhar para outros 6rgdos, em um
processo conhecido como metastase, que € a principal causa de morte das pessoas portadoras da
doenca.'” As células cancerosas sdo, geralmente, menos especializadas nas suas funcdes que as suas
correspondentes normais. Assim, conforme essas células vdo substituindo as normais, os tecidos
invadidos vao perdendo suas funcdes.®

A estimativa no Brasil é de 596 mil novos casos da doenca para o biénio 2016-2017, de acordo com
o Instituto Nacional do Céncer (INCA), sendo que, para os homens o cancer de prostata é responsavel
por 61% dos casos e para as mulheres o cAncer de mama, o de maior incidéncia, é responsavel por cerca
de 58% dos casos. Na Figura 1.3 esta representada a distribuicdo proporcional dos dez tipos de cancer

mais incidentes estimados para 2016 por sex0.?°

4P, J. Sadler, Z. Guo, Pure Appl. Chem. 70 (1998) 863-871.

15 M.Z. Hernandes, F.J. de S. Pontes, L.C.D. Coelho, D.R.M. Moreira, V.R.A. Pereira, A.C.L. Leite, Curr. Med.
Chem. 17(2010) 3739-3750.

18T, Lazarevic, A. Rilak, Z. D. Bugarcic, Eur. J. Med. Chem. Article in press (2017) 1-24, DOI:
http://dx.doi.org/10.1016/j.ejmech.2017.04.007.

7], P. Parker, Z. Ude, C. J. Marmion, Metallomics, 8 (2016) 43-60.

18 R, Bakhtiar, Ei-l. Ochiai, General Pharm. 32 (1999) 525-540.

19V, L. de Almeida, A. Leitdo, L. C. B. Reina, C. A. Montanari, C. L. Donnici, M. T. P. Lopes, Quim. Nova 28
(2005) 118-129.

ZINCA, Instituto Nacional do Cancer. Disponivel em http://wwwl.inca.gov.br/inca/Arquivos/estimativa-
2018.pdf, acessado em 27 de fevereiro de 2018.
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Prostata 68.220 3H,7% Homens Mulheres Mama Feminina 59.700 29.5%
Traqueia, Brénguio e Pulmio 18.740 B.7% Cdlon & Reto 18.980 04%
Cdlon e Reto 17.380 B.1% Colo do Utero 16.370 B.1%
Estomago 13.540 B,3% Traqueia, Bronquio e Pulman  12.530 B.2%
Cavidade Oral 11.200 5.2% Glandula Tireoide 8.040 40%
Esdfago 8.240 3,6% Estdmago 7.750 3,8%
Bexiga 6.600 3.1% Corpo do Utero 6.600 3.3%
Laringe 6.390 3.0% Ovéno 6.150 3.0%
Leucemias 5.540 2,8% Sisterna Mervoso Central 5.510 2,7%
Sistema Nervoso Central 5.810 2,7% Leucemias 4.860 2.4%
*Mimeros arredondados para maltiplos de 10.

Figura 1.3: Estimativa da incidéncia de cincer por sexo para 2018.%°

O cancer é classificado de acordo com o tipo de célula normal que o originou e ndo de acordo com
os tecidos para os quais se espalhou. Por exemplo, os carcinomas (originados de células epiteliais),
leucemia (originado de células da medula 6ssea) e tumores das células germinativas (originado de
células dos testiculos e/ou dos ovarios).™® Existem varios tipos de tratamento (curativos) para o cancer:
a quimioterapia consiste na utilizacdo de medicamentos; a radioterapia utiliza radiacbes de forma
localizada para tentar destruir o tumor ou impedir que eles aumentem; a imunoterapia promove a
estimulacdo do sistema imunoldgico por meio do uso de substancias modificadoras da resposta
bioldgica; a cirurgia € indicada especialmente se a doenca parece estar contida em uma area localizada,
e é realizada para retirar o tumor junto com qualquer tecido nas proximidades que possa conter células
cancerosas.?

Outra forma de tratamento para o cancer inclui os chamados cuidados paliativos. Segundo a
Organizacdo Mundial de Saude (OMS), "cuidados paliativos consistem na assisténcia promovida por
uma equipe multidisciplinar, que objetiva a melhoria da qualidade de vida do paciente e seus familiares,
diante de uma doenca que ameace a vida, por meio da prevencao e alivio do sofrimento, tratamento de
dor e demais sintomas”. Na fase inicial da doenca, o tratamento geralmente é agressivo, com objetivo
de cura ou remissdo. Quando a doenca ja se apresenta em estagio avancado ou evolui para esta condicéo
mesmo durante o tratamento com inten¢do curativa, a abordagem paliativa se torna a melhor estratégia
para esse paciente. Na fase terminal, em que o paciente tem pouco tempo de vida, o tratamento paliativo
se imp0e para, através de seus procedimentos, garantir qualidade de vida.?

Apesar dos varios tipos de tratamento, se faz necessario um planejamento terapéutico para definir

qual o melhor tratamento para cada pessoa, de acordo com o tipo e o estagio da doenga (Figura 1.4).

2L INCA, Instituto Nacional do Cancer. Disponivel em
http://wwwz2.inca.gov.br/wps/wcm/connect/cancer/site/tratamento, acessado em 18 de setembro de 2017.
22 INCA, Instituto Nacional do Cancer. Disponivel em
http://wwwz2.inca.gov.br/wps/wcm/connect/cancer/site/tratamento/cuidados_paliativos, acessado em 18 de
setembro de 2017.
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‘ Planejamento terapéutico ’

{ Doenga metastatica ’ <:£> Doenga localizada

i} Tumo{r nido

Tumor ressecavel

ressecavel
Magnitude T b
4 L [ Paciente operdvel J @
e Quimioterapia N Ly Quimioterapia
Radioterapia [ Cirurgia Radloterapl_a
Cirurgia u Imunoterapia )
Imunoterapia

\_ Cuidados paliativos J LQuimioterapia/Radioterapia ‘

Figura 1.4: Planejamento terapéutico para o tratamento do cancer.

1.3 Agentes alquilantes

Os agentes alquilantes como o gas mostarda foram utilizados pela primeira vez como armas
quimicas durante a primeira Guerra Mundial causando varios efeitos indesejaveis apo6s dias de
intoxicagdo. Esta observacdo dos efeitos causados pelo gas mostarda levou a primeira experimentacédo
desse composto como agente anticancerigeno em tumores induzidos em camundongos.? Um incidente
durante a segunda Guerra Mundial, um vazamento acidental do gas mostarda no porto italiano de Bari
devido a um ataque surpresa aos navios, intoxicou varios soldados que ficaram expostos ao gas. Entre
esses soldados, observou-se uma taxa significativa de hipoplasia linféide grave e mielossupressdo. Esse
incidente impulsionou dois pesquisadores a estudarem uma possivel atividade antitumoral dessa
substancia.?> Em 1946, Gilman e Goodmam?* sintetizaram o primeiro agente alquilante com notavel
atividade frente a linfomas e em 1949 a Clorometina (Figura 1.6) foi aprovada para uso clinico.

Agentes alquilantes sdo eletrofilos que reagem com porc6es nucletfilicas do DNA ou proteinas
resultando na transferéncia covalente de um grupo alquil. O efeito citotoxico destes agentes deve-se
principalmente & alquilacéo de bases do DNA e os sitios preferenciais de ligacdo desses compostos a
biomolécula dependem da natureza do nucleofilo e do agente alquilante em si. Essa ligacdo pode
prejudicar processos essenciais do DNA, tais como a replicagio e/ou a transcricio.”

Existem seis classes “padrdes” de agentes alquilantes: (1) as mostardas nitrogenadas®: foram os
primeiros agentes alquilantes utilizados como quimioterapicos no tratamento de leucemias e linfomas;

(2) as oxazoforinas®’: pré-drogas ativadas pelos citocromo no figado e foram sintetizadas na tentativa

23 F, E. Adair, H. J. Bagg. Annals of Surgery 93 (1931) 190-199.

24 L. S. Goodman, M. M. Wintrobe, W. Dameshek, M. A. Gilman, J. American Med. Assoc. 132 (1946) 126-132.
%5 S, Puyo, D. Montaudon, P. Pourquier, Critical Reviews in Oncology/Hematology 89 (2014) 43-61.

% . F. Povirk, D. E. Shuker, Mutation Research 318 (1994) 205-226.

27 B, Giraud, G. Hebert, A. Deroussent, G. J. Veal, G. Vassal, A. Paci, Exp. Opin. Drug Met. Toxic. 6 (2010) 918-
938.
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de estabilizar e diminuir a toxicidade das mostardas nitrogenadas; (3) as etilenoiminas®: sdo divididas
em poliaziridinas e mitomicina C*%; (4) as nitrosouréias®-*; (5) os alquilsulfonatos®; (6) os triazenos*
e as hidrazinas®®. As estruturas de cada classe estdo representadas na Figura 1.5 e os principais
farmacos bem como a utilizacdo clinica, estdo descritos na Tabela 1.

R—N
\_\ o
N N
\R3 \O

Oxazoforinas Nitrosouréias

Cl
— | i
(0] N R )J\ R.
e N, Sy v

Mostarda nitrogenada

R, ( / CONH,
N—R, HN
N:::N\
——CH
R, N 3
0 /

R

Etilenoiminas: Poliaziridinas e Mitomicina C Triazenos e hidrazinas

Alquilsulfonatos
Figura 1.5: Estruturas das classes de agentes alquilantes.?

28 M. J. Maanen, C. J. Smeets, J. H. Beijnen, Cancer Treat. Rev. 26 (2000) 257-268.

2 R. T. Dorr, G. T. Bowden, D. S. Alberts, J. D. Liddil, Cancer Res. 45 (1985) 3510-3516.

30 H. Borowy-Borowski, R. Lipman, M. Tomasz, Biochem. 29 (1990) 2999-3006.

313, A. Schepartz, Cancer Treat. Reports 60 (1976) 647-649.

32 C. T. Gnewuch, G. Sosnovsky, Chem. Rev. 97 (1997) 829-1014.

33 M. Ponti, R. L. Souhami, B. W. Fox, J. A. Hartley, British J. of Cancer 63 (1991)743-747.

3 E. S. Newlands, M. F. Stevens, S. R. Wedge, R. T. Wheelhouse, C. Brock, Cancer Treat. Rev.
23 (1997) 35-61.

35 J. M. Erikson, D. J. Tweedie, J.M. Ducore, Cancer Res. 49 (1989) 127-133.

% L. Y. Fong, R. F. Bevill, J. C. Thurmon, P. N. Magee, Carcinogenesis 13 (1992) 2153-2159.
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Tabela 1: Agentes alquilantes utilizados na clinica e suas aplicagbes®.

Classe dos agentes .
Farmacos Uso clinico
alquilantes
Melfalano
Mostardas nitrogenadas Clorambucil Tumores hematoldgicos; mielomas; cancer de
Bendamustina ovario; tumores solidos
Estramustina Cancer de prostata
Ciclofosfamida Tumores hematoldgicos; tumores sélidos
Oxazoforinas Ifosfamida sarcomas; tumores sélidos
Tiotepa Cancer de ovario; mama; bexiga
Etilenoiminas Altretamina Cancer de ovario; pulmédo; bexiga
Mitomicina C Cancer gastrointestinal; mama; bexiga
Carmustina/Lomustina Linfoma; melanoma
Nitrosouréias Nimustina Tumor sélido
Fotemustina Melanoma
Estreptozotocina Cancer pancreatico
Alquilsulfonatos Bussulfano Leucemia
Dacarbazina Melanoma; sarcoma; linfoma
Triazenos e hidrazinas Temozolomida Glioma
Procarbazina Linfoma; glioma

As mostardas nitrogenadas (bis(2-cloroetil)aminas) sdo os agentes alquilantes mais amplamente
utilizados para o tratamento de diversos tipos de canceres e sdo 0s mais ativos podendo-se destacar os
farmacos Clorometina e Clorambucil, representados na Figura 1.6.3" As questdes de estabilidade,
seletividade e resisténcia aos farmacos sdo comuns a esta classe de agentes alquilantes. Dessa forma, a

alta reatividade e a meia-vida curta das mostardas nitrogenadas podem ser prejudiciais.*®

7S, R. Rajski, R. M. Williams, Chem. Rev. 98 (1998) 2723-2795.
% M. Millard, J. D. Gallagher, B. Z. Olenyuk, N. Neamati, J. Med. Chem. 56 (2013) 9170-9179.
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Cl

TH3 )OH\/\/O/ I
CI/\/N\/\CI 0 cl

Clorometina Clorambucil

Figura 1.6: Estruturas das mostardas nitrogenadas aprovadas para uso clinico Clorometina e
Clorambucil.*

O mecanismo de agdo, representado na Figura 1.7, das mostardas nitrogenadas envolve a
alquilacdo do DNA, na posi¢do 7 de duas guaninas, por meio da ligacdo cruzada. O inicio do ciclo ocorre
antes de a mostarda nitrogenada entrar em contato com o DNA. Dentro do organismo ela sofre uma
reacdo intramolecular formando o cation aziridinico (eletréfilo). Esse intermediario € atacado pelo N7
da base nitrogenada guanina (nucleéfilo). Ocorre entdo uma repeticdo no ciclo para se obter o produto
final que é o DNA alquilado. Essa alquilagdo modifica a estrutura do DNA causando a morte da célula

por apoptose.?>%

39S, Karmakar, K. Purkait, S. Chatterjee, A. Mukherjee, Dalton Trans. 45 (2016) 359-3615.
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Figura 1.7: Mecanismo de a¢io da mostarda nitrogenada (Clorometina) com 0 DNA.%*3°

Esses derivados possuem um mecanismo de acdo Unico que explica o recente interesse no
desenvolvimento de novas classes de agentes alquilantes que poderiam ser usados em combinagdo com

outros medicamentos antitumorais para aumentar a resposta tumoral na clinica.?

1.4 Tiossemicarbazonas e a quimica medicinal

Tiossemicarbazonas sdo ligantes bases de Schiff, geralmente obtidos pela reacdo de
condensacao de tiossemicarbazidas com aldeidos e/ou cetonas, e recebem a denominagdo da classe
tiossemicarbazona derivada do nome do aldeido ou cetona de partida.”> Do ponto de vista sintético,

apresentam como caracteristica principal sua versatilidade de obtengdo, vasta aplicagdo como

40]. S, Casas, M. S. Garcia-Tasende, J. Sordo, Coord. Chem. Rev. 209 (2000) 197-261.
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intermediarios de sinteses, baixo custo de preparacio e altos rendimentos.** A estrutura quimica das
tiossemicarbazonas e a numeragdo dos seus atomos segundo a IUPAC é mostrada na Figura 1.8.

H

\ S
R, /rle <
>‘—N NRsR,
1 4
R

R, R,, Ry e Ry =H, Alquil e aril

Figura 1.8: Representacdo estrutural genérica para tiossemicarbazonas.

Em 1974, Akbar Ali e Livingstone fizeram a primeira avaliagdio da quimica das
tiossemicarbazonas junto com outros ligantes N-S-doadores*” e em seguida, Campbell, em 1975,
publicou uma revisdo sobre 0 mesmo assunto.*

As tiossemicarbazonas sdo uma classe de compostos de consideravel interesse em quimica
medicinal devido as suas importantes aplicacbes bioldgicas, como agentes antitumorais®,
antimicrobianos®, antivirais*, antiprotozoarios*’, dentre outros. Esses ligantes s&o conhecidos também,
pelas suas excelentes propriedades para formarem complexos, comportando-se como agentes
quelantes.*®

O composto 3-aminopiridina-2-carboxaldeido tiossemicarbazona (“Triapina™), que se encontra
em fase clinica 1l, estd sendo testado contra uma variedade de células tumorais® e a 4-
acetamidobenzaldeido tiossemicarbazona (“Tioacetazona”) (Figura 1.9), utilizada no tratamento de

tuberculose®, sdo bons exemplos de aplicacdes farmacoldgicas dessa classe de compostos.

41 X. Du, C. Gou, E. Hansell, P.S. Doyle, C.R. Caffrey, T.P. Holler, J. H. Mckerrow, F. E. Cohen, J. Med. Chem.
45 (2002) 2695-2707.

42 M. A. Ali, S. E. Livingstone, Coord. Chem. Rev. 13 (1974) 101-132.

43 M. J. M. Campbell, Coord. Chem. Rev. 15 (1975) 279-319.

4], A. Lessa, I. C. Mendes, P. R.O. da Silva, M. A. Soares, R. G. dos Santos, N. L. Speziali, N. C. Romeiro, E. J.
Barreiro, H. Beraldo, Eur. J. Med. Chem. 45 (2010) 5671-5677.

4 1. C. Mendes, J. P. Moreira, J. D. Ardisson, R. G. dos Santos, P. R. O. da Silva, I. Garcia, A. Castifieiras, H.
Beraldo, Eur. J. Med. Chem. 43 (2008) 1454-1461.

46 Y. Teitz, D. Ronen, A. Vansover, T. Stematsky, J. L. Riggs, Antiv. Res. 24(1994) 305-314.

47 A, Merlino, D. Benitez, S. Chavez, J. Da Cunha, P. Hernandez, L.W. Tinoco, N. E. Campillo, J. A. Paez, H.
Cerecetto, M. Gonzalez, Med. Chem. Commun. 1 (2010) 216-228.
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1184.
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Figura 1.9: Representacdo das estruturas de: (A) 4-acetamidobenzaldeido tiossemicarbazona

(“Tioacetazona”); (B) 3-aminopiridina-2-carboxaldeido tiossemicarbazona (Triapina).

A atividade antitumoral das tiossemicarbazonas o-(N)-heterociclicas tem sido atribuida a sua
habilidade de inibicdo da Ribonucleosideo Difosfato Redutase (RDR), uma enzima chave na biossintese
do DNA, a qual catalisa a conversio de ribonucleotideos em desoxiribonucleotideos.®* Um aumento na
atividade da enzima pode estar associado a doencas e em particular ao cancer. Dessa forma, a RDR
constitui um alvo estratégico para o desenvolvimento de novos protétipos de farmacos antitumorais
contendo esses ligantes. %2535

O desenvolvimento da quimica “metal tiossemicarbazona”, foi objeto de revisdes na literatura
em 1985 por Padhyde e Kauffman®, em 1991 e 1993 por West e colaboradores®™*’, em 1999-2000 por
Casas™®* , em 2009 por Lobana e colaboradores®, em 2012 por Dilworth e Hueting®®, em 2015 por
Lobana® e em 2016 por Mckenzie-Nickson e colaboradores®. Esses trabalhos tém descrito varios
aspectos das tiossemicarbazonas, como a sintese dos complexos metalicos, propriedades
espectroscopicas, estruturas cristalograficas e aplica¢fes bioldgicas. Foi proposto que a coordenacdo
ocorreria pelo &tomo de enxofre e do nitrogénio azometinico, com a formacgdo de um anel de cinco

membros.

51 H. Beraldo, D. Gambino, Mini Rev. Med. Chem. 4 (2004) 41-39.

52 A. Popovié-Bijeli¢, C. R. Kowol, M. E. S. Lind, J. Luo, F. Himo, E. A. Enyedy, V. B. Arion, A. Grislund, J.
Inorg Biochem. 105 (2011) 1422-1431.

3 F.A. Beckford, A. Brock, A. Gonzalez-Sarrias, N. P. Seeram, J. Mol. Struct. 1121 (2016) 156-166.

%4 p.J. Jansson, D. S. Kalinowski, D. J.R. Lane, Z. Kovacevic, N. A. Seebacher, L. Fouani, S. Sahni, A. M. Merlot,
D. R. Richardso, Pharm. Res. 100 (2015) 255-260.

% 8. Padhye, G. B. Kauffman, Coord. Chem. Rev. 63 (1985) 127-160.

% D. X. West, S. Padhye, P.B. Sonawane, Struct. Bond. (Berlin, Ger.) 76 (1991) 1-50.

5 D. X. West, A. E. Liberta, S. Padhye, R. C. Chilkate, P. B. Sonawane, A. S. Kumbhar, R. G. Yerande, Coord.
Chem. Rev. 123 (1993) 49-71.

%8 ], S. Casas, M. S. Garcia-Tasende, J. Sordo, Coord. Chem. Rev. 193-195 (1999) 283-259.

% T. S. Lobana, R. Sharma, G. Bawa, S. Khanna, Coord. Chem. Rev. 253 (2009) 977-1055.

60 J. R. Dilworth, R. Hueting, Inorg. Chim. Acta 389 (2012) 3-15.

61T, Lobana, RSC Adv. 5 (2015) 37231-37274.

62'3, Mckenzie-Nickson, A. I. Bush, K. J. Barnham, Curr. Topics in Med. Chem. 16 (2016) 3058-3068.
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As propriedades biologicas das tiossemicarbazonas estdo relacionadas a coordenacdo aos
metais. Primeiro, a lipofilicidade, que controla a velocidade de entrada na célula, é modificada com a
coordenacdo® e o complexo metalico pode ser mais ativo que o ligante livre.** O mecanismo de agéo
pode envolver a ligacdo ao metal in vivo ou o complexo metélico pode ser um veiculo para a ativacao
do ligante como agente citotdxico. A coordenacdo aos metais pode levar a uma reducéo significante da
resisténcia celular.®®

Complexos com tiossemicarbazonas tém apresentado atividade antitumoral frente a diferentes
linhagens tumorais. Dessa forma, o estudo desses compostos tem se tornado alvo de varios grupos de
pesquisa na tentativa de se obter novos candidatos a farmacos antitumorais. Nesse contexto, nosso grupo
de pesquisa tem estudado a atividade citotdxica das tiossemicarbazonas variando os metais, como por
exemplo, complexos de galio(111)®® com atividade frente a glioblastomas, complexos de platina(ll) e
paladio(11)®" com atividade frente a tumor sélido e complexos de antiménio(111)® com atividade frente
a leucemias. (Figura 1.10)

Tiossemicarbazonas contendo o grupo alquilante nitrogénio mostarda ja foi descrito na
literatura.*® O mesmo grupo de pesquisa avaliou a atividade biologica de complexos de niquel contendo

esses ligantes.

8 N. Farrell, Coord. Chem. Rev. 232 (2002) 1-4.

84, G. Silva, L. S. Azzolini, S. M. S. V. Wardell, J. L. Wardell, H. Beraldo, Polyhedron 28 (2009) 2301-2305.
85G. L. Parrilha, R. P. Dias, W. R. Rocha, I. C. Mendes, D. Benitez, J. Varela, H. Cerecetto, M. Gonzélez, C. M.
L. Melo, J. K. A. L. Neves, V.R.A. Pereira, H. Beraldo, Polyhedron 31 (2012) 614-621.

8 |, C. Mendes, M. A. Soares, R. G dos Santos, C. Pinheiro, H. Beraldo, Eur. J. Med. Chem.44 (2008) 1970-1877.
67 K.0.S. Ferraz, G.M.M. Cardoso, C.M. Bertollo, E.M. Souza-Fagundes, N. Speziali, C.L. Zani, I.C. Mendes,
M.A. Gomes, H. Beraldo, Polyhedron 30 (2011) 315-321.

8 D.C. Reis, M.C.X. Pinto, E.M. Souza-Fagundes, S.M.S.V. Wardell, J.L. Wardell, H. Beraldo, Eur. J. Med.
Chem. 45 (2010) 3904-3910.

8 Sankaraperumal, A.; Karthikeyan, J.; Shetty, A.N.; J. Struct. Chem. 53 (2012) 932-937.

70 Sankaraperumal, A.; Karthikeyan, J.; Shetty, A.N.; Lakshmisundaram, R.; Polyhedron 50 (2013)264-269.
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Figura 1.10: Estruturas dos complexos com tiossemicarbazonas com atividade antitumoral. %68

1.5 Hidrazonas e a quimica medicinal

Hidrazonas sdo bases de Schiff caracterizadas pela presenca do grupo Ri1R2C=N-NR3R4(Figura
1.11 A). A obtencdo desses compostos geralmente ocorre pela condensacgdo de hidrazinas com cetonas
ou aldeidos, sendo comumente necessaria a utilizacio de catalise 4cida.” Esses ligantes tém atraido a

atencdo de pesquisadores devido as suas diversas aplicaces bioldgicas.”® Dentre estas, podemos citar

L A. A. R. Despaigne, L. F. Vieira, I. C. Mendes, F. B. Da Costa, N.L. Speziali, H. Beraldo, J. Braz. Chem. Soc.
21 (2010) 1247-1257.
2 R. Anbazhagan, K. R. Sankaran, Spectrochim. Acta Part A: Mol. Biom. Spectr. 135 (2015) 984-993.
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as atividades antitumoral”™, antituberculose”,antimicrobiana’®, anti-inflamatoria’’"®, neuroprotetiva’
e anticonvulsivante®.

Os complexos metalicos contendo esses ligantes também apresentam um grande interesse
cientifico na tentativa de se obter novos candidatos a farmacos.

As hidrazonas derivadas de compostos acil ou aroil sdo mais flexiveis e versateis, pois possuem
um sitio doador adicional C=0 (Figura 1.11 B). A presenca de um anel piridinico a-(N) a ligacdo
iminica, como por exemplo os derivados 2-acetilpiridna (Figura 1.11 C), possibilita a coordenacdo na
forma tridentada. Dessa forma, esse sitio adicional torna as hidrazonas bons agentes quelantes habeis a

formar complexos com diferentes metais como ruténio(11)®, cobre(11)%, cadmio(ll) e zinco(l1).%

C
(A) (B) © ‘
Ri R CH
R4 Ry \( \N ’
\( I N‘
/TH\ e

R4 ) Rs

o Rs

Figura 1.11: Estrutura geral das hidrazonas (A); de acil hidrazonas (B); do derivado 2-

acetilpiridinahidrazona (C).

Nosso grupo de pesquisa investiga a atividade bioldgica de hidrazonas derivadas de 2-

acetilpiridina e 2-benzoilpiridina e seus complexos com varios metais. A atividade citotoxica de

3], Benites, J. A. Valderrama, F. Rivera, L. Rojo, N. Campos, M. Pedro, M. S. J. Nascimento, Bioorg. Med.
Chem. 16 (2008) 862-868.

74 p, Dandawate, E. Khan, S. Padhye, H. Gaba, S. Sinha, J. Deshpande, K. V. Swamy, M. Khetmalas, A. Ahmad,
F. H. Sarkar, Bioorg. Med. Chem. Lett. 22 (2012) 3104-3108.

S A. Mahajan, L. Kremer, S. Louw, Y. Guéradel, K. Chibale, C. Biot, Bioorg. Med. Chem. Lett. 21 (2011) 2866—
2868.

6 B. Tian, M. He, S.Tang, |. Hewlett, Z. Tan, J. Li, Y. Jin, M. Yang, Bioorg. Med. Chem. Lett. 19 (2009) 2162—
2167.

7S, V. Bhandari, K. G. Bothara, M. K. Raut, A. A. Patil, A. P. Sarkate, V. J. Mokale, Bioorg Med Chem 16
(2008) 1822-1831.

8 C.M Moldovan, O. Oniga, A. Parvu, B. Tiperciuc, P. Verite, A. Pirna™u, Eur ] Med Chem 46 (2011)526-534.
9 U. Salgin-Goksen, N. Gékhan-Kelekgi, S. Yabanoglu-Ciftci, K. Yelekei, G. Ugar, J. Neural Transm. 120 (2013)
883-891.

8 C. M. Leal, S. L. Pereira, A. E. Kimmerle, D. M. Leal, R. Tesch, C.M.R. de Sant’Anna, C. A. M. Fraga, E. J.
Barreiro, R. T. Sudo, G. Zapata-Sudo, Eur. J. Med. Chem. 55 (2012) 49-57.

81 R. Manikandan, P. Viswanathamurthi, M. Muthukumar, Spectrochim. Acta Part A 83 (2011) 297-303.

82 3, Banerjee, S. Mondal, W. Chakraborty, S. Sen, R. Gachhui, R. J. Butcher, A. M. Z. Slawin, C. Mandal, S.
Mitra, Polyhedron 28 (2009) 2785-2793.

8H, Q. Chang, L. Jia, J. Xua, Z. Q. Xua, R. H. Chenb, W. N. Wu, H. Y. Bie, T. F Zhu, T. L. Ma, Y. Wang, Inorg.
Chem. Comm. 57 (2015) 8-10.
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complexos de galio(111)* frente a linhagens de gliomas e a atividade de complexos de rénio(1)® frente
a linhagens de céancer de pulméo foram avaliadas. As atividades antimicrobianas de complexos de

cobre(11)¥ e estanho (1V)® também foram estudadas. (Figura 1.12)
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Figura 1.12: Estruturas dos complexos com hidrazonas derivadas de 2-acetilpiridina e 2-

benzoilpiridina,3488687

1.6 Chalconas

Chalconas (1,3-difenil-2-propen-1-ona) sdo compostos precursores de flavonbides e
isoflavondides, constituidas por dois grupos aromaticos ligados entre si por uma carbonila a,-
insaturada (Figura 1.13). O termo “chalcona” foi dado por Kostanecki e Tomar em 1899, por meio de

um trabalho pioneiro na sintese de compostos naturais croméforos. %

8 A, A.R. Despaigne, G. L. Parrilha, J. B. Izidoro, P. R. Da Costa, R. G. Dos Santos, O. E. Piro, E. E. Castellano,
W. R. Rocha, H. Beraldo, Eur. J. Med. Chem. 50 (2012) 163-172.

8 C. V. Garcia, G. L. Parrilha, B. L. Rodrigues, S. F. Teixeira, R. A. Azevedo, A. K. Ferreira, H. Beraldo, New J.
Chem. 40 (2016) 7379—7387.

8 A. A. R. Despaigne, F. B. Da Costa, O. E. Piro, E. E. Castellano, S. R. W. Louro, H. Beraldo, Polyhedron 38
(2012) 285-290.

8 A. A. R. Despaigne, L. F. Vieira, I. C. Mendes, F. B. da Costa, N. L. Speziali, H. Beraldo, J. Braz. Chem. Soc.
21(2010) 1247-1257.

8 D, K. Mahapatra, V. Asati, S. K. Bharti, Eur. J. Med. Chem. 92 (2015) 839-865.
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[0)

Figura 1.13: Estrutura genérica das chalconas.

As chalconas podem ser sintetizadas através de uma reacdo de condensacdo aldélica. Esta reacdo
ocorre entre aldeidos e cetonas aromaticos em solventes organicos a temperatura ambiente, sendo
comumente catalisada por uma base forte como por exemplo, o hidroxido de sddio (NaOH).%

Essa familia de compostos tem atraido grande interesse dos pesquisadores ndo apenas devido as
perspectivas sintéticas e biossintéticas, mas também devido a sua ampla atividade bioldgica. A presenca
da dupla ligagdo na conjugacdo com a funcdo carbonilica parece ser a responsavel pela atividade
bioldgica desses compostos.*® As chalconas sio aplicadas para fins terapéuticos ha muitos anos por meio
do uso de plantas para o tratamento de doengas como diabetes e inflamacdes.*

Compostos derivados de chalconas tém sido aprovados para uso clinico, como exemplo,
podemos citar a Metochalcona (Figura 1.14 A), com atividade colerética e a Sofalcona (Figura 1.14 B)

com atividade antiulcerosa e mucoprotetora.*

HO (0]
(B) T

Figura 1.14: Estruturas das chalconas utilizadas clinicamente:
(A) Metochalcona e (B) Sofalcona.’*

8 S, Eddarir, N. Cotelle, Y. Bakkour, C. Rolando, Tetrahedron Lett. 44 (2003) 5359-5363.

% P, Singh, A. Anand, V. Kuma, Eur. J. Med. Chem. 85 (2014) 758-777.

%1 C. Zhuang, W. Zhang, C. Sheng, W. Zhang, C. Xing, Z. Miao, Chem. Rev. 117 (2017) 7762—7810.
%2 N.K. Sahu, S.S. Balbhadra, J. Choudhary, D.V. Kohli, Curr. Med. Chem. 19 (2012) 209-225.

16



Capitulo 1: Introdugdo

Dentre as diferentes atividades bioldgicas das chalconas relatadas na literatura, podemos
destacar as atividades antituberculose®, antimalarica®, antidiabética®, antibacteriana®, antitumoral®
anti-inflamatdria®, antiviral’®, antiprotozoaria'®'%. No entanto, os mecanismos de agio para as
atividades bioldgicas abrangentes das chalconas ainda ndo sao bem compreendidos. Assim, Varios
estudos tém sido relatados na literatura na tentativa de se compreender o modo de acdo desses
compostos. Um dos alvos propostos para esta classe de compostos seria a tiorredoxina redutase (TrxR).

Nesse contexto, Zhang e colaboradores'® avaliaram a atividade citotoxica e o mecanismo de
acdo em diferentes linhagens celulares de analogos de Xanthohumol. O composto mais promissor da
série sintetizada apresentou significativa atividade frente a linhagem tumoral HelLa (cancer de Utero)
com I1Cs=1,4uM, cerca de 30 vezes mais ativo que o controle Xanthohumol. O composto inibiu
seletivamente a tiorredoxina redutase (TrxR) e induziu a apoptose. A estrutura do composto esta
representada na Figura 1.15 A. TrxR também foi avaliada como possivel alvo para chalconas com

atividade citotoxica em um trabalho publicado por Gan e colaboradores.*™ (Figura 1.15 B)

% T. A Choi, R. Czerwonka, W. Frohner, M. P. Krahl, K. R. Reddy, S. G. Franzblau, H. J. Knélker, Chem. Med.
Chem. 1 (2006) 812-815.

% N. Yadav, S.K. Dixit, A. Bhattacharya, L.C. Mishra, M. Sharma, S.K. Awasthi, V.K. Bhasin, Chem. Biol. Drug
Des. 80 (2012) 340-347.

% D. K. Mahapatra, V. Asati, S. K. Bharti, Eur. J. Med. Chem. 92 (2015) 839-865.

% R. Prasath, P. Bhavana, Seik Weng Ng, Edward R.T. Tiekink, J. Organomet. Chem. 726 (2013) 62-70.

9 W, J. Kang, D. H. Li, T. Han, L. Sun, Y. B. Fu, C. M. Sai, Z. L. Li, H. M. Hua, Fitoterapia 112 (2016) 222—
228.

% B. Zhou, P. Jiang, J. Lu, C. Xing, Arch. Pharm. Chem. Life Sci. 349 (2016) 1-14.

% M. Funakoshi-Tago, K. Okamoto, R. Izumi, K. Tago, K. Yanagisawa, Y. Narukawa, F. Kiuchi, T. Kasahara,
H.Tamura, Int. Inmunopharmacol. 25 (2015) 189—-198.

100 H, Sharma, S. Patil, T. W. Sanchez, N. Neamati, R. F. Schinazi, J. K. Buolamwini, Bioorg. Med. Chem. 19
(2011) 2030-2045.

101 M.L. Bello, L.D. Chiaradia, L.R.S. Dias, L.K. Pacheco, T.R. Stump, A. Mascarello, M. Steindel, R.A. Yunes,
H.C. Castro, R.J. Nunes, C.R. Rodrigues, Bioorg. Med. Chem. Lett. 19 (2011) 5046-5052.

102 A, Anthwal, U.C. Rajesh, M.S.M. Rawat, B. Kushwaha, J.P. Maikhuri, V.L. Sharma, G. Gupta, D.S. Rawat,
Eur. J. Med. Chem. 79 (2014) 89-94.

103 B, Zhang, D. Duan, C. Ge, J. Yao, Y. Liu, X. Li, J. Fang, J. Med. Chem. 58 (2015) 1795-1805.

104 F F. Gan, K. K. Kaminska, H. Yang, C. Y. Liew, P. C. Leow, C. L. So, L. N. Tu, A. Roy, C. W. Yap, T. S.
Kang, W. K. Chui, E. H. Chew, Antioxid. Redox Signaling 19 (2013) 1149—-1165.
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Figura 1.15: Estruturas de: (A) analogo de Xanthohumol; (B) compostos sintetizados por Gan e

colaboradores.®?

A pronunciada atividade citotoxica de derivados de chalconas resultou em varias patentes:
(A)W02013054998 A1'%, (B) W02012017454 A1'% e (C) EP 2601943 A1, As estruturas desses

compostos estdo representadas na Figura 1.16.
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Figura 1.16: Estruturas das chalconas (A) W02013054998 Al; (B) W02012017454 Al; (C) EP
2601943 Al.

105 Konkuk University Industrial Cooperation Corporation assignee. Patent W02013054998 Al. (2013).

106 Council of Scientific and Industrial Research assignee. Patent W02012017454 Al. (2012).

107 Seoul National University Industry Foundation and Industry-Academic Cooperation Foundation assignee.
Patent EP 2601943 Al. (2013).
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1.7 Platina: atividade farmacoldgica e uso na medicina

O mais importante farmaco em uso clinico contendo platina é a cisplatina. Esse composto é um
dos mais utilizados no tratamento de cancer em todo o mundo. Porém, somente 1% ou menos do farmaco
administrado, chega ao alvo bioldgico e se liga ao DNA causando a morte da célula por apoptose. O
restante reage com proteinas e biomoléculas, especialmente as que contem enxofre, como por exemplo
a albumina (HSA), presente no sangue, formando compostos do tipo Pt-S(tiol). Essa ligacdo
indiscriminada causa os efeitos colaterais da cisplatina, como a nefrotoxicidade.*®

Depois da descoberta das propriedades antitumorais da cisplatina, comegou-se uma busca pelo
mecanismo de acdo desse farmaco. O primeiro ponto foi saber qual o alvo biolégico, pois ha varios
componentes celulares que podem reagir com a cisplatina. Uma vez que o DNA foi estabelecido como
principal alvo do farmaco nas células, os detalhes da interacdo dessa ligacdo foram investigados para se
determinar qual o tipo de aduto pode ser formado com o DNA.'®

Os principais tipos de adutos sdo os monofuncionais (cada atomo de platina faz apenas uma
ligacdo com o DNA) e os bifuncionais (cada atomo de platina se liga a duas posi¢cGes do DNA). Esse
tipo de ligacdo pode ocorrer de trés formas: (1) intrafita: quando as duas ligacGes ocorrem na mesma
fita do DNA; (2) interfitas: quando cada ligacdo é feita em uma fita diferente do DNA; (3)
intermolecular: quando uma ligacdo da platina é feita com o DNA e a outra com uma proteina ou
aminoacido. Para a cisplatina, o aduto formado em maior quantidade é o que corresponde a ligacdo
intrafita (Figura 1.17), envolvendo bases guaninas adjacentes, o que sugere ser a formacao desse aduto
0 maior responsavel pela sua atividade anticancerigena, uma vez que provoca lesdes mais dificeis de

serem reparadas.''

Figura 1.17: Modo de coordenacéo da cisplatina ao DNA.

(Figura adaptada: T. Lazarevic, et al %)

108 N. Graf, S. J. Lippard, Adv. Drug Del. Rev. 64 (2012) 993-1004.
109 E, R. Jamieson, S. J. Lippard, Chem. Rev. 99 (1999) 2467-2498.
110 A, P. S. Fontes, E. T. César, H. Beraldo, Cadernos Tematicos de Quimica Nova na Escola 6 (2005) 13-18.
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A habilidade da cisplatina em se ligar ao DNA e distorcer sua estrutura pode interferir no
funcionamento normal desse componente celular tdo importante. A replicacdo do DNA e a transcri¢do
sdo essenciais para a divisdo celular e a producgdo da proteina. Dessa forma, qualquer ruptura nesse
processo, pode ser citotoxico. Por essas razdes, os efeitos da fun¢do da “platinacdo” no DNA, tem sido
muito estudado, com o objetivo de entender melhor a atividade biolégica desse farmaco.'®®

O sucesso terapéutico da cisplatina impulsionou os pesquisadores a sintetizar novos compostos
a base do metal. A segunda geracdo de complexos de platina(ll), a carboplatina (aprovada em 1993) e a
oxalaplatina (aprovada em 2002), ja sdo utilizadas na clinica no tratamento de diversos tumores.**!
Outros compostos a base de platina que estdo em estudos clinicos sdo a nedaplatina (aprovada para uso
no Japao), a lobaplatina (aprovada para uso na China) e a heptaplatina (aprovada para uso na Coréia)
(Figura 1.18).

A (B) ©
H;N o (o)
o Pt W | >Pt< OA \ / I
y
HSN/ \Cl H;N o ", / \ o
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Figura 1.18: Representacdo estrutural dos compostos de platina(ll) utilizados no tratamento do
cancer: (A) cisplatina; (B) carboplatina; (C) oxalaplatina; (D) nedaplatina; (E) loblaplatina.; (F)

heptaplatina. '2

No entanto, a terapia com compostos de platina apresenta problemas, como a ocorréncia de
sérios efeitos colaterais e o aparecimento de resisténcia, o que dificulta seu uso clinico.'*®
Dessa forma, grupos de pesquisa, tém-se dedicado ao estudo de novos complexos de platina(ll)

ndo convencionais e que possuem modo de acdo diferente, que possam ser utilizados em tumores

111 D, Wang, S.J. Lippard, Nat. Rev. Drug Discov. 4 (2005) 307-320.

112 3.J. Wilson, S.J. Lippard, Chem. Rev. 114 (2014) 4470-4495.

113 R, Rubbiani, I. Kitanovic, H. Alborzinia, S. Can, A. Kitanovic, L. A. Onambele, M. Stefanopoulou, Y.
Geldmacher, W. S. Sheldrick, G. Wolber, A. Prokop, S. W6lfl, I. Ott, J. Med. Chem. 53 (2010) 8608-8618.

20



Capitulo 1: Introdugdo

resistentes a cisplatina.”**''> A coordenacio de varios ligantes orgénicos a platina(ll) como, piridina*®,
bipiridina®"’, terpiridina®®, naftaleno™, fenantrolina'®, dentre outros, tem sido uma estratégia bastante
utilizada nessa busca de novos farmacos a base do metal. Na Figura 1.19 estdo representados alguns

compostos de platina com variagéo nos ligantes.

HO

H3N cl

Figura 1.19: Compostos de platina(ll) com ligantes variados®*® *°

114 R. Krikavova, L. Hanouskova, Z. Dvorak, Z. Travnicek, Polyhedron 90 (2015)7-17.

115 0. Novakova, B. Liskova, J. Viystrcilova, T. Suchankova, O. Vrana, P. Starha, Z.Travnicek, V. Brabec, Eur. J.
Med. Chem. 78 (2014) 54-64.

116 R, Mohammadi, R. Yousefi, M.D. Aseman, S.M. Nabavizadeh, M. Rashidi, Med. Chem. 15 (2015) 107-114.
117 D.AK. Vezzu, Q. Lu, Y. Chen, S. Huo, J. Inorg. Biochem. 134 (2014) 49-56.

118 W, Chu, Y. Wang, S. Liu, X. Yang, S. Wanga, S. Li, G. Zhou, X. Qin, C. Zhou, J. Zhang, Synthesis, Bioorg.
Med. Chem. Lett. 23 (2013) 5187-5191.

119 E, Gabano, S. Gama, F. Mendes, M.B. Gariboldi, E. Monti, S. Bombard, S. Bianco, M. Ravera, J. Biol. Inorg.
Chem. 18 (2013) 791-801.

120 5, Kemp, N.J. Wheate, D.P. Buck, M. Nikac, J.G. Collins, J.R. Aldrich-Wright, J. Inorg. Biochem. 101 (2007)
1049-1058.
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1.8 Paladio: atividade farmacoldgica e uso na medicina

A similaridade entre a quimica de coordenacdo dos metais platina(ll) e paladio(ll) tem
despertado o interesse de pesquisadores na busca por novos complexos de paladio(ll) como possiveis
candidatos a farmacos antitumorais, na esperanca de que esses compostos possuam atividade semelhante
aos compostos de platina.***

No entanto, complexos de platina(ll) sdo termodindmica e cineticamente mais estavel que o
paladio(11).***'? Os complexos de paladio(ll) se dissociam rapidamente em solugdo, 10° vezes mais
rapido que compostos de platina(ll), formando espécies muito reativas.*** Devido a esta troca rapida, os
derivados de paladio(ll) ndo mantém a sua integridade estrutural em fluidos biol6gicos durante o tempo
suficiente para atingir os alvos farmacoldgicos. Pesquisas publicadas na literatura mostraram que a
escolha adequada dos ligantes é crucial, pois eles desempenham um papel importante na modificacao
da reatividade e lipofilicidade, na estabilizacdo de estados de oxidagdo e na transmissdo de inércia de
substituicdo.'®

Com isso, 0 uso do metal na medicina é limitado devido a sua alta toxicidade. Comparado com
o cisplatina, o correspondente cispaladio, [Pd(NHs).Cl;], Figura 1.20 A, ndo apresenta atividade
antitumoral, por sofrer hidrélise rapidamente e dessa forma interagir com outras moléculas bioldgicas e
n3o com o alvo que é 0 DNA.'*®

Na tentativa de melhorar a atividade antitumoral dos complexos de paladio(ll), pesquisadores
utilizam como estratégia a introducdo de ligantes volumosos e fortemente coordenantes visando
diminuir a alta reatividade desses compostos. Tusek-Bozic e colaboradores'®’ sintetizaram em 1991 um
dos primeiros complexos de Pd(I1) contendo quinolina substituida com atividade antitumoral melhorada,
estrutura representada na Figura 1.20 B.

Em 2013, Tanaka e colaboradores®

sintetizaram um complexo de paladio(ll) com
glicoconjugados e testaram a atividade citotdxica frente ao cancer gastrico em linhagens tumorais
sensiveis e resistentes a cisplatina. O complexo, Figura 1.20 C, apresentou atividade frente a linhagem
sensivel a cisplatina e induziu a apoptose. Além disso, o complexo foi capaz de superar a resisténcia

cruzada a cisplatina in vitro e in vivo.

121 A R. Kapdi, 1.J.S. Fairlamb, Chem. Soc. Rev. 43 (2014) 4751-4777.

122 N, N. Stone, P.G. Stock, Eur. Urol. 41 (2002) 427-433.

123 |, Potters, Y. Cao, E. Calugaru, T. Torre, P. Fearn, X. H. Wang, Int. J. Radiat. Oncol. Biol. Phys. 50 (2001)
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124 A, S. Abu-Surrah, K. A. Abu Safieh, I. M. Ahmad, Maher Y. Abdalla, M. T. Ayoub, A. K. Qaroush, A. M.
Abu-Mahtheieh, Eur. J. Med. Chem. 45 (2010) 471-475.

125 7. D. Bugarcic, J. Bogojeski, R.van Eldik, Coord. Chem. Rev. 292 (2015) 91-106.

126 A, S. Abu-Surrah, H. H. Al-Sa’doni, M. Y. Abdalla, Cancer Therapy 6 (2008)1-10.

127 |j Tusek-Bozic, . Matijasic, G. Bocelli, G. Calestani, A. Furlani, V. Scarcia, A. Papaioannou, J. Chem. Soc.
Dalton Trans. 0 (1991) 195-201.

128 M. Tanaka, H. Kataoka, S. Yano, H. Ohi, K. Kawamoto, T. Shibahara, T. Mizoshita, Y. Mori, S. Tanida, T.
Kamiya, T. Joh, BMC Cancer 13 (2013) 237-245.
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Recentemente Darabi e colaboradores®

sintetizaram complexos de paladio(ll) com ligante
derivado de terpiridina (Figura 1.20 D). A atividade citotoxica foi avaliada frente a cinco linhagens
tumorais: mama (MCF-7), pulmao (A-549), c6lon (HT-29), leucemia (K562) e heptacelular (Hep-G2).
Os resultados mostraram que 0 complexo apresenta significativa atividade frente a maioria das linhagens
tumorais testadas quando comparado a cisplatina, com excecdo da linhagem tumoral Hep-G2 em que 0
composto apresentou atividade na mesma ordem de grandeza do farmaco controle. O complexo interage
com o DNA e se liga a albumina. Os autores sugeriram ainda que o complexo apresenta menor

toxicidade aos rins que a cisplatina.

_ CHy-PO(OEY),
[
N
H3N//////, \\\\\\\\Cl \ >Pd\ \
H;N Cl
3 (E0),0P-H,C =

(A) (B) X=Cl ou Br

(D)

Figura 1.20: Complexos de paladio(ll) como agentes antitumorais: (A) cispaladio; (B) complexo de
paladio(ll) com ligantes derivados de quinolina; (C) complexo de paladio(ll) com ligantes

glicoconjugados; (D) complexo de paladio(ll) com ligante derivado de terpiridina.®

Todas essas pesquisas podem contribuir para um melhor entendimento desses complexos nos
sistemas biol6gicos e para melhorar sua atividade. O conhecimento do mecanismo de reacdo dos
compostos de paladio sob condicdes bioldgicas é a base para o desenvolvimento de novos candidatos a

metalofarmacos e do surgimento de novos possiveis procedimentos no tratamento.*?

129 F, Darabi, H. Hadadzadeh, J. Simpson, A. Shahpiri, New J. Chem. 40 (2016) 9081-9097.
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1.9 Ouro: atividade farmacoldgica e uso na medicina

O uso do ouro na quimica medicinal é relatado desde os tempos remotos da civilizacdo. O
primeiro relato da utilizagdo desses compostos foi pelos Chineses em torno de 2500 a.C. Na Europa
Medieval, alquimistas possuiam numerosas férmulas para o que seria o elixir da vida: o "ouro
potavel".** Nos séculos XVII e X1X, o ouro foi usado no tratamento de febre e sifilis, respectivamente.
Em 1890 marcou-se o inicio do uso do ouro na medicina moderna quando Robert Koch descobriu que
o0 composto, K[Au(CN);], apresentava atividade antitubercular in vitro. O uso de ouro na terapia da
tuberculose foi introduzido em 1920 e permaneceu até sua substituicdo pelos antibi6ticos. A primeira
aplicacdo foi no tratamento de tuberculose pulmonar. No entanto, 0s compostos de ouro se revelaram
ineficazes in vivo, mas esses estudos levaram Jacque Forestier a utilizar os compostos de ouro para o
tratamento de artrite reumatoide (AR) em 1935.%*! O uso de ouro na medicina, especialmente no
tratamento de artrite reumatdide, é chamado de crisoterapia.’** Os primeiros compostos de ouro
utilizados para o tratamento de AR foram os tiolatos de ouro(l), Miocrisina e Solganol, que néo
apresentaram uma boa eficacia terapéutica, impulsionando a busca por farmacos com melhor perfil
farmacocinético e menos efeitos indesejaveis. Em 1985, um novo composto (“auranofina”) foi

introduzido como farmaco oral.*® (Figura 1.21).

OH
CO,Na Au
0O
Au—S——CH HO S
HO
H2C—002Na n OH 0
Miocrisina Solganol
/q)/\
OAc |
Au
AcO 0 l
AcO
OAc
Auranofina

Figura 1.21: Estruturas dos farmacos utilizados no tratamento da artrite reumatdide.*

Ouro é um metal encontrado no grupo 11 da tabela periddica, com niimero atbmico 97 e pode
existir em varios estados de oxidacdo (-1 a +V). No entanto, somente os estados de oxidacéo (0), (I) e

(1) sdo estaveis em solucdo aquosa e, portanto, em ambientes biolégicos.*** Ouro(l) possui

1303, P. Fricker, Trans. Met. Chem. 21 (1996) 377-383.

181A, S, Thakor, J. Jokerst, C. Zaveleta, T. F. Massoud, S. S. Gambhir, Nano Lett. 11 (2011) 4029-4036.
182 E, R. T. Tiekink, Critical Rev. Onc. Hem. 42 (2002) 225-248.

1335, Ahmad, Coord. Chem. Rev. 248 (2004) 231-243.
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configuracio eletronica d*° e tende a formar complexos com geometria linear, enquanto complexos de
ouro(l11) geralmente possuem geometria quadrado-planar devido a configuracéo eletronica d®.**

O desenvolvimento de novas terapias contra o cancer se tornou um dos principais objetivos da
quimica bioinorganica. O interesse é a busca por compostos a base de metais que apresentem uma
atividade farmacoldgica diferente dos medicamentos a base de platina.***

O potencial citotoxico dos complexos de ouro tem sido muito investigado devido ao fato de
serem considerados uma boa alternativa ao uso da cisplatina. Tem sido proposto que 0 mecanismo de
acdo desses compostos é independente do DNA e que os complexos de ouro interagem com uma
variedade de proteinas alvo dentro da célula.™

O design e teste de complexos de ouro para atividade antitumoral se baseiam em trés
fundamentos: (1) analogia entre complexos quadrado planos de platina(ll) e ouro(lll), ambos com
configuracdo d®; (2) analogia dos efeitos imunomodulador dos agentes antiartriticos de ouro(l); (3)
complexacdo do ouro(l) e ouro(l11) com agentes antitumorais conhecidos para formar novos compostos
com atividade aprimorada.*®

Existem algumas evidéncias de que a auranofina possui uma atividade citotoxica limitada em
sistemas in vitro e na linhagem celular leucémica P388 in vivo; no entanto é inativa em alguns tumores
s6lidos.*°A partir desses resultados, muitos outros compostos de ouro(l) contendo ligantes fosfinas
foram sintetizados e apresentaram resultados similares aos da auranofina.**® O complexo, [dppe(AuCl).]
(Figura 1.22 A) foi sintetizado levando em consideracdo o fato de que o ligante bis(difenil)fosfina, dppe,
por si sO exibe atividade antitumoral, e que o metal possui a fungdo de proteger o ligante da oxidacéo e
auxiliar na liberagdo das espécies ativas. O complexo foi avaliado frente as linhagens tumorais de cancer
de ovario (M5076) e leucemia (P388).%*

Em 2010, Che e colaboradores'® sintetizaram um complexo de ouro(l) com derivado de
tiouréia. O complexo apresentou atividade citotdxica in vitro significativa frente a linhagem de cancer
de pulmédo (NCI-H460) com ICs0=3,7+ 0,3uM (Referéncia ICs, da cisplatina=38,6+ 0,4uM). A atividade
in vivo na mesma linhagem foi avaliada e 0 composto reduziu o tamanho do tumor em 38% apds 28
dias. (Figura 1.22 B)

Recentemente um complexo de ouro(l) com ligante NHC (N-heterocyclic carbene), Figura 1.22
C, foi sintetizado e os autores observaram uma atividade citotoxica in vitro e in vivo frente a linhagem
tumoral de cancer de Utero (HelLa). O complexo reduziu o tamanho do tumor em 79%. Na tentativa de

explicar essa atividade, os autores avaliaram o comportamento do composto na presenca de proteinas e

134 M. D. Burovic, Z. D. Bugarcic, R. V. Eldik, Coord. Chem. Rev. 338 (2017) 186-206.

135S, Nobili, E. Mini, I. Landini, C. Gabbiani, A. Casini, L. Messori, Med. Res. Rev. 30 (2010) 550-580.

136 A, Casini, C. Hartinger, C. Gabbiani, E. Mini, P. J. Dyson, B. K. Keppler, L. Messori, J. Inorg. Biochem. 102
(2008) 564-575.

187 C. F. Shaw I1I, Chem. Rev. 99 (1999) 2589-2600.

138 M. El Naggar, I. Shehadi, H. E. Abdou, A. A. Mohamed, Inorganics 3 (2015) 139-154.

1393, P. Fricker, Gold Bull. 29 (1996) 53-59.

140 K. Yan, C. N. Lok, K. Bierla, Chi-Ming Che, Chem. Commun. 46 (2010) 7691-7693.
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ndo observaram nenhuma interagdo do complexo com a albumina e nem com a Glutationa redutase
(GSH).**

/ \ Ph,P PPh,
Ph,P PPh, \A e
u’,
. . . ( ‘ty,
bis(difenil)fosfinactano Ph,R, //Pth

(dppe)

(A)

OO R
i i
S )\ .

_\O@Né"'@o\_ adn N\i\_/N/\/\

(B) ©)
Figura 1.22: Estruturas dos complexos de ouro(l) com atividade antitumoral %4041

Complexos de ouro(lll) ndo tém sido tdo investigados quanto os complexos de ouro(l). No
entanto, ap6s o sucesso dos complexos de platina(ll) como agentes citotdxicos, a busca por novos
farmacos com atividade antitumoral aumentou. A similaridade do ouro(l1l) com a platina(ll) despertou
o interesse dos pesquisadores para a hipdtese de que esses compostos apresentariam atividades similares.
Isso se deve ao fato de que os complexos de ouro(l11) sio isoeletronicos (d®) e isoestruturais (quadrado-
plano) aos complexos de platina(ll).1>14314145 Em geral, complexos de ouro(l11) ndo s&o muito estaveis
sob condicdes fisiologicas devido ao seu alto potencial de reducio e sua alta taxa de hidrolise.
Portanto, a escolha adequada dos ligantes para aumentar a estabilidade desses compostos é um desafio,
ja que a estabilidade dos complexos facilita as investigagfes farmacoldgicas tanto in vitro quanto in

vivo.*" 18 No entanto, a excessiva estabilizacio pode causar a perda da atividade.*

141 T, Zou, C. T. Lum, C. N. Lok, W. P.To, K. H. Low, C. M. Che, Angew. Chem. Int. Ed. 53 (2014) 5810-5814.
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1930.

144 A Bindoli, M. P. Rigobello, G. Scutari, C. Gabbiani, A. Casini, L. Messori, Coord. Chem. Rev. 253 (2009)
1692-1707.

145 N, Cutillas, G. S. Yellol, C. de Haro, C. Vicente, V. Rodriguez, J. Ruiz, Coord. Chem. Rev. 257 (2013) 2784—
2797.
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J. Med. Chem. 43 (2000) 35413548,
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O complexo [AuCly(damp)] foi o primeiro complexo organometalico de ouro(lll), sintetizado
em 1984.'° Esse complexo apresentou atividade citotoxica in vitro similar a cisplatina.**® Quando os
dois cloretos foram trocados por ions acetato, [Au(OAc).(damp)], a atividade citotoxica in vivo frente
ao cancer de bexiga foi observada.™ A estrutura desse complexo esta representada na Figura 1.23.

/X
Au—x
g
\\CH3
CH3

X=Cl ou OAc

Figura 1.23: Estrutura do complexo de ouro contendo

o ligante 2-dimetilamino-metil-fenil (damp).**

Conforme discutido previamente, compostos contendo ligantes tiossemicarbazonas apresentam
um grande interesse biolégico. Dessa forma, em 1998 foi relatado o primeiro complexo de ouro
contendo esses ligantes.™ Outros grupos de pesquisa se dedicam a sinteses de complexos de ouro com
tiossemicarbazonas e avaliam as diferentes atividades bioldgicas.™>*'*!%%% Nosso grupo tem avaliado

a atividade citotoxica desses compostos de ouro frente a diversas linhagens celulares. "% 1%
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Na tentativa de melhorar a atividade antitumoral dos complexos de ouro, diferentes ligantes tém

sido utilizados na sinteses desses compostos como por exemplo: derivados de bipiridina®,

164 165

porfirinas'® ', carbeno N-heterociclicos'®, derivados de adamantano'® e derivados de quinolina.

Complexos de ouro apresentam grande potencial como novos agentes antitumorais pois
acredita-se que o mecanismo de acdo desses compostos envolva como alvo principal as proteinas
intracelulares como Tiorredoxina Redutase (TrxR), Topoisomerase, Adenosina difosfato polimerase |
(PARP-1) “zinc-finger”, dentre outras,®167:168 169170

Tiorredoxina (Trx), Tiorredoxina Redutase (TrxR) e NADPH compdem o sistema Tiorredoxina
que foi descoberto por Peter Reichard e colaboradores em 1964, como um sistema de reducdo de
ribonucleotideos para desoxiribonucleotideos em Escherichia coli.™ A estrutura PDB da TrxR

encontra-se na Figura 1.24.

Figura 1.24: Estrutura PDB 3QFB da TrxR.'"
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A TrxR é uma selenoenzima responsavel pela reducéo do dissulfeto do substrato tiorredoxina
(Trx) a ditiol pelo NADPH. O ditiol, por sua vez, é um importante redutor celular, o qual esta envolvido
em reacdes como; sintese enzimatica de desoxiribonucleotideos e defesa contra estresse oxidativo.”

A Figura 1.25 mostra o ciclo de reagdes redox de que a TrxR participa.*** Essa enzima esta
envolvida em numerosos caminhos metabdlicos e condicdes fisiopatoldgicas (tumores, doengas
infecciosas, artrite reumatoide).'” Uma elevada expressdo da tiorredoxina esta associada com o aumento
da proliferacdo das células tumorais, inibicdo da apoptose, crescimento do tumor e diminuicao da vida
dos pacientes.'” Devido a esses fatores, a enzima TrxR se tornou um potencial alvo para a quimioterapia

do cancer.'’®

NADPH (H*) Ie @iﬁ: I 2H,0
NADP* zeHHX @ii X z: H,0,

Figura 1.25: Ciclo de reaces redox da TrxR.

A auranofina, um complexo de ouro(l), ja é relatada na literatura como um potente inibidor da
enzima TrxRY"*%77 e outras selenoenzimas.*®"® A literatura reporta complexos de ouro que apresentam
atividade inibitéria sobre TrxR, demonstrando a relevancia desta enzima na farmacologia de compostos
gue contém este metal. Estudos sugerem a ligacdo do ion metalico ao selénio presente no sitio ativo da
TrxR como um dos possiveis mecanismos de inibicdo da enzima.*

A Topoisomerase é outro alvo enzimatico importante para o desenvolvimento de novos agentes
antitumorais efetivos. Essa familia de enzimas é capaz de controlar o estado topolégico do DNA durante
varios processos celulares como a replicacéo, transcricio, recombinagio e segregacdo cromossémica. &
S&o divididas em duas subfamilias: tipo | e tipo Il. A enzima tipo | cliva de forma transitéria uma fita
do DNA, enquanto a enzima tipo Il cliva as duas fitas da molécula de DNA e sua atividade esta

relacionada a presenca do ATP. Além disso, cada subfamilia possui duas diferentes classes: tipo A, na

13, Zhong, E. S. J. Arnér, A. Holmgren, Biochem. 97 (2000) 5854-5859.

17435, Gromer, S. Urig, K. Becker, Med. Res. Rev. 24 (2004) 40-89.

175 P, Nguyen, R. T. Awwad, D. D. K. Smart, D. R. Spitz, D. Guis, Cancer Lett. 236 (2005) 164-174.

176 K, Becker, S. Gromer, R. H. Schirmer, S. Muller, Eur. J. Biochem. 267 (2000) 6118-6125.

117 C. Marzano, V. Gandin, A. Folda, G. Scutari, A. Bindoli, M. P. Rigobello, Free Radical Biol. Med. 42 (2007)
872-881

178 M. J. Berry, J. D. Kieffer, J. W. Harney, P. R. Larsen, J. Biol. Chem. 266 (1991) 14155-14158.

1793, Chaudiere, Al L. Tappel, J. Inorg. Biochem. 20 (1984) 313-325.

180 p, Thapa, K. Y. Jun, T. M. Kadayat, C. Park, Z. Zheng, T. B. T. Magar, G. Bist, A. Shrestha, Y. Na, Y. Kwon,
E. S. Lee, Bioorg. Med. Chem. 23 (2015) 6454-6466.
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qual a enzima forma uma ligacdo covalente com a extremidade 5° do DNA gerada ap6s a clivagem,
enquanto a enzima tipo B forma uma ligagdo covalente com a extremidade 3’ da molécula.*®#2

A topoisomerase 1B (Topo IB) é de grande interesse clinico e a sintese de inibidores dessa
enzima tem sido relatada na literatura.'®*'# Complexos quadrado-planos com configuragio d® exibem
promissora atividade antitumoral®®*® por ligacdo covalente do jon metalico com o DNA, por
intercalacdo dos complexos planares entre os pares das bases do DNA, ou por inibigdo da atividade da

topoisomerase.*®"18 A estrutura PDB do complexo DNA-Topoisomerase IB encontra-se na Figura 1.26.

Figura 1.26: Estrutura PDB 1A36 do complexo DNA-Topoisomerase 1B.*#

Além da atividade antitumoral, tém sido relatadas na literatura outras atividades bioldgicas

apresentadas pelos complexos de ouro como as atividades: anti-HIV**'%, anti-tripanocida’®®, anti-

191 156

inflamatoria™", antituberculose e antimalarica.

181 g, Castelli, P. Katkar, O. Vassallo, M. Falconi, S. Linder, A. Desideri, Anti-Cancer Agents Med. Chem. 13
(2013) 356-363.

182 S, Vieira, S. Castelli, M. Falconia, J. Takarada, G. Fiorillo, F. Buzzetti, P. Lombardi, A. Desideri, Int. J. Biol.
Macromol. 77 (2015) 68-75.

183 g, Castelli, O. Vassallo, P. Katkar, C. M. Che, R. W. Y. Sun, A. Desideri, Arch. Biochem. Biophys. 516 (2011)
108-112.

184 S, Vieira, S. Castelli, A. Desideri, Int. J. Biol. Macromol. 81 (2015) 76-82.

18 K. S. Lovejoy, S. J. Lippard, Dalton Trans. (2009) 10651-10659.

18 R, W. Sun, D. L. Ma, E. L. Wong, C. M. Che, Dalton Trans. (2007) 4884-4892

187 C. M. Che, F. M. Siu, Curr. Opin. Chem. Biol. 14 (2010) 255-261

188y, C. Lo, T.P. Ko, W.C. Su, T. L. Su, A. H. J. Wang, J. Inorg. Biochem. 103 (2009) 1082—-1092.

189 Protein Data Bank, PDB ID: 1A36, https://www.rcsh.org/pdb/explore.do?structureld=1a36, acessado em 10 de
outubro de 2017.

19 Q. Sanchez, S. Gonzélez, A. R. Higuera-Padilla, Y. Leon, D. Coll, M. Fernandez, P. Taylor, I. Urdanibia, H.
R. Rangel, J. T. Ortega, W. Castro, M. C. Goite, Polyhedron 110 (2016) 14-23.

1917, Vanco, J. Galikova, J. Hosek, Z. Dvorak, L. Parakova, Z. Travnicek, PloS One 9 (2014) 1-15.
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1.10 O presente trabalho: Objetivos

No presente trabalho foram obtidos complexos metélicos de duas classes de ligantes: (a)
tiossemicarbazonas derivadas de chalconas, que haviam mostrado atividade citotoxica em estudos
anteriores, e para as quais investigamos o efeito da coordenagédo aos metais sobre a atividade e sobre o
mecanismo de acdo; (b) hidrazonas e tiossemicarbazonas contendo o grupo farmacoférico nitrogénio
mostarda, nos quais a porgao base de Schiff consiste de um sistema quelante, permitindo a coordenagao
a ions metalicos e de interesse.

Os compostos foram avaliados quanto a atividade citotoxica frente a linhagens celulares
leucémicas e de tumores sélidos. Foram ainda realizados estudos de inibi¢do das enzimas Tiorredoxina
Redutase (TrxR) e Topoisomerase IB e interagdo com o DNA, potenciais alvos biologicos dos
complexos estudados.

De forma resumida, os objetivos especificos do presente trabalho compreenderam:

@) A utilizacdo da coordenacdo dos ions metalicos ouro(lll), paladio(ll) e platina(ll) com 3-(4-
bromofenil)-1-piridina-2-ilprop-2-en-1-ona tiossemicarbazona (HPyCT4BrPh, HL1), cuja atividade
citotdxica ja havia sido demonstrada pelo nosso grupo, para a investigacdo como possiveis candidatos a
metalofarmacos antitumorais.

(b) Estudos da atividade citotdxica dos complexos obtidos com HL1, frente as linhagens de células
tumorais Jurkat, THP-1 (células leucémicas), MDA-MB 231, MCF-7, HCT-116 (células de tumores
solidos) e Vero (células ndo tumorais).

©) Estudos de interacdo com o DNA por meio de eletroforese e estudos da inibicdo das enzimas
Tiorredoxina Redutase e Topoisomerase IB pelos compostos de ouro(l1l) com HL1.

(d) A coordenacdo de ouro(l11) com as tiossemicarbazonas contendo o substituinte N-mostarda: 4-
[bis(2-cloroetil)amino]benzaldeido-N(4)-feniltiossemicarbazona (HL5), N(4)-para-clorofenil-
tiossemicarbazona (HL6) e N(4)-metil-tiossemicarbazona (HL7).

(e) Estudo da atividade citotoxica dos complexos de ouro(l1l) com HL5, HL6, HL7 utilizando as
linhagens celulares B16F10 (melanoma), NCI-H460 (cancer de pulmdo), MCF-7 (cancer de mama) e
HUVEC (células endoteliais da veia umbilical humana, usada como modelo de células ndo tumorais).
® Estudos da atividade citotdxica das tiossemicarbazonas HL5, HL6, HL7 e da hidrazona HL2
utilizando as linhagens celulares de melanomas B16F10, A375 e A2058 e HUVEC (células endoteliais
da veia umbilical humana, usada como modelo de células ndo tumorais).

(9) Estudos de mecanismo de agdo de HL5 e HL.2.

(h) Estudos de interacdo com o DNA por meio de eletroforese dos complexos de ouro(l11) com as
tiossemicarbazonas contendo o substituinte N-mostarda.

Q) InvestigacOes tedricas sobre a capacidade de alquilagdo dos compostos base de Schiff contendo

0 substituinte nitrogénio mostarda.
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Capitulo 2. Parte Experimental
2.1 Materiais, Equipamentos e Procedimentos

2.1.1 Reagentes e Solventes

As reacOes foram feitas utilizando reagentes com alto grau de pureza e solventes P.A. Os
reagentes e solventes foram adquiridos de fontes comerciais (Aldrich, Alfa Aesar, Fluka, Merck, Synth
e Vetec). Os solventes deuterados foram de procedéncia CIL (Cambridge Isotope Laboratories, Inc).

2.1.2. Determinagao de temperaturas de fuséo

As temperaturas de fusdo (ou decomposicao) foram determinadas em um equipamento Mettler-
FP90, dotado de célula de aquecimento Metler-FP82HT e Microscopio Olympus CH-2 com controlador

digital de temperatura.

2.1.3. Pesagens

As pesagens foram feitas em uma balanga analitica Gehaka, modelo AG 200, com sensibilidade

de 0,0001 g, ou em uma balanca Cubis de Sartoris, modelo MSU com sensibilidade de 0,00001g.

2.1.4 Analise elementar

As andlises elementares foram realizadas no Departamento de Quimica da UFMG ou via
solicitagdo de servico externo a Central Analitica do Instituto de Quimica da Universidade de Sdo Paulo

(USP). Os equipamentos utilizados sdo de mesmo modelo, CHN 2400, Perkin Elmer.

2.1.5 Espectroscopia vibracional na regido do infravermelho

Os espectros no infravermelho foram registrados utilizando-se um espectrofotdmetro Perkin
Elmer FT-IR System-Spectrum GX, alocado no Departamento de Quimica da UFMG. Os espectros
foram obtidos na regido entre 4000-400 cm™, com resolugdo de 4 cm™, a partir de pastilhas de KBr

contendo o composto.

2.1.6 Analises condutimétricas

O equipamento utilizado nas medidas de condutividade molar foi um condutivimetro YSI
Conductivity Brigde, modelo 31, com célula condutimétrica de mesmo fabricante de constante 0,088cm”
! As medidas foram feitas a partir de uma solugdo do composto (1,0 x 10° mol L™) no solvente
selecionado, N,N-dimetilformamida (DMF). Os resultados foram analisados conforme os dados

apresentados na Tabela 2.1.
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Tabela 2.1: Atribuicéo do tipo de eletrolito para solugdes de concentragdo 1,0 x 102 mol L™ (DMF).
Am(cm? Q' mol™)

Tipo eletrdlito

J. W. Geary* R. G. Velho?
Nao-eletrdlito <65 <37
1:1 65-90 31-122
2:1 130-170 90-194
3:1 200-240 201-284

2.1.7 Espectros de ressonancia magnética nuclear (RMN)

Os espectros de RMN foram registrados nos espectrdometros Brucker DRX-400 AVANCE (400
MHz) e Brucker AVANCE DPX-200 (200 MHz) localizados no Laboratdrio de Ressonancia Magnética
de Alta Resolucédo (Laremar) do Departamento de Quimica da UFMG. As solucdes foram preparadas

utilizando-se DMSO-ds, DMF-d; ou MeOD-d4como solvente e TMS como referéncia interna.

2.1.8 Analises Térmicas

As curvas termogravimétricas foram obtidas em termo balanga Shimadzu-TGA 50H do
Laboratério de Anélise Térmica do Departamento de Quimica da UFMG. Os experimentos foram
realizados em atmosfera de N2, com razdo de aquecimento de 5 °C minte 10°C min®. A faixa de

temperatura utilizada foi de 25 a 750 °C.

2.1.9 Cristalografia por Difragdo de Raios-X

As estruturas cristalograficas foram determinadas por meio de medidas realizadas no LabCri
(Laboratério de Cristalografia da UFMG) utilizando-se um difratbmetro Oxford GEMINI. Essas
medidas foram realizadas pelo Prof. Dr. Nivaldo Spezziali do Departamento de Fisica da UFMG. Os

detalhes e condi¢des experimentais de cada medida sdo descritos nos capitulos correspondentes.

2.2 Sinteses dos ligantes e complexos

Os compostos deste trabalho foram obtidos segundo procedimentos descritos a seguir. Estes
foram caracterizados através de microandlises, medidas da condutividade molar, termogravimetria,
medidas de ponto de fusio, espectros de infravermelho, de RMN de 'H, **C, e subespectros de
DEPT135, COSY, HSQC, HMBC e NOESY. Cristais tiveram sua estrutura determinada pela técnica de

difracdo de raios-X de monocristal.

W.J. Geary, Coord. Chem. Rev. 7 (1971) 81-122.

2R.G. Velho, Medida de condutividade na caracterizacdo de complexos inorganicos: um levantamento
bibliografico. Dissertacdo (Mestrado em Quimica Inorganica), Universidade Federal de Sdo Carlos, S&o Carlos-
SP, 2006.
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2.2.1 Sinteses da tiossemicarbazona derivada da chalcona e seus complexos de ouro(lll),
platina(ll) e paladio(ll)

2.2.1.1 Preparagéo da chalcona: 3-(4-bromo-fenil)-1-(2-piridil)-prop-2-en-1-ona (PyC4BrPh)

A chalcona foi obtida usando um procedimento analogo ao descrito na literatura.** Uma solugéo
de NaOH 10% (m/v) (7,5-12,5 mL) foi adicionada gota a gota a uma mistura de 2-acetilpiridina (10
mmol) e do 4-bromobenzaldeido (10 mmol) em metanol (15 mL). A mistura reacional permaneceu sob
agitacdo magnética por 1 h a temperatura ambiente. O s6lido obtido foi filtrado, lavado com agua e
secado sob presséo reduzida. O rendimento do produto foi 80%. (Figura 2.1)

2.2.1.2 Sintese de  3-(4-bromo-fenil)-1-(2-piridil)-prop-2-en-1-onatiossemicarbazona,
(HPyCT4BrPh) (HL1)

A tiossemicarbazona derivada da chalcona foi obtida de acordo com o procedimento descrito na
literatura.® Cinco gotas de HCI concentrado foram adicionadas a uma mistura da chalcona PyC4BrPh
(4 mmol) e tiossemicarbazida (4 mmol) em metanol (20 mL). A mistura reacional foi mantida sob
agitacdo magnética por 2 h a temperatura ambiente. O sélido resultante foi filtrado, lavado com agua e
éter etilico, e secado sob pressao reduzida. O rendimento foi 75%.

O esquema de reacdo para obtengdo da chalcona e da tiossemicarbazona HPyCT4BrPh (HL1)

esta representado na Figura 2.1.

_CH:OH g
Tomb NaOH 10%,

2-acetilpiridina 4-bromobenzaldeido
PyCT4BrPh
Br
S
AN C
7 +  HaNS Tamb HCl
N X N”" NH,
H
(o) )\
PyCT4BrPh Tiossemicarbazida S NH,
HPyCT4BrPh (HL1)

Figura 2.1: Esquema de reagdo para obtencdo da chalcona e da tiossemicarbazona (HL1).

3Fan, X. Wang , P. Ding , J. Wang, Z. Liang ,X. Tao., Dyes and Pigments 95 (2012) 757-767.
4V V. Zakharychev, A.V. Kuzenkov. Chem. Heterocycl. Comp. 43 (2007) 989-995.
5J). G. Da Silva, C. H. Perdigdo, N. L. Speziali, H. Beraldo, J. Coord. Chem. 66 (2013) 385-401.
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2.2.1.3 Sintese do complexo cloreto de [cloro(3-(4-bromo-fenil)-1-piridin-2-ilprop-2-en-1-en-
thiossemicarbazonato)ouro(l11)], [Au(L1)CI]CI (1)

O complexo de ouro foi obtido usando um procedimento analogo ao descrito na literatura.®
Em uma solucdo de metanol/acetona (1:1), adicionou-se 1 mmol da tiossemicarbazona e
tetracloroaurato(l11) de hidrogénio trihidratado (HAuCls-3H20), na proporcédo 1:1 ligante-metal. A
reacdo permaneceu sob protecdo da luz e agitacdo a temperatura ambiente por 24 h. O sélido resultante
foi filtrado e lavado com metanol e acetona, e secado sob pressdo reduzida. O rendimento do produto
foi de 72%.

2.2.1.4 Sintese do complexo [cloro(3-(4-bromo-fenil)-1-piridin-2-ilprop-2-en-1-en-
thiossemicarbazonato)platina(l1)Jhemi cloreto de potassio, [Pt(L1)CI]0,5KCI (2)

O complexo de platina foi obtido utilizando procedimento descrito na literatura.” Em uma
solucéo de metanol adicionou-se 1 mmol da tiossemicarbazona e uma solugdo aquosa do sal de platina
(K2PtCls) em quantidade equimolar. A reacdo permaneceu em refluxo por 2 h. O s6lido resultante foi

filtrado e lavado com metanol e éter, e secado sob pressdo reduzida. O rendimento foi 81%.

2.2.1.5 Sintese do complexo [cloro(3-(4-bromo-fenil)-1-piridin-2-ilprop-2-en-1-en-
thiossemicarbazonato)paladio(ll)]cloreto de potassio, [Pd(L1)CI]KCI (3)

O complexo de paladio foi obtido utilizando procedimento descrito na literatura.> Em uma
solucdo de metanol adicionou-se 1 mmol da tiossemicarbazona e uma solucdo aquosa do sal de paladio
(K2PdCl,s) em guantidade equimolar. A reacdo permaneceu em refluxo por 2 h. O sélido resultante foi
filtrado e lavado com metanol e éter, e secado sob pressao reduzida. O rendimento foi de 72%.

Na Figura 2.2 estdo representadas as rotas sintéticas para a obtencdo dos complexos de ouro(ll1),

paladio(l1) e platina(ll) com a tiossemicarbazona (HL1).

6J.A. Lessa, J. C. Guerra, L.F. De Miranda, C.F.D. Romeiro, J.G. Da Silva, I.C. Mendes, N.L. Speziali, E.M.
Souza-Fagundes, H. Beraldo, J. Inorg. Biochem. 105 (2011) 1729-1739.

’K.O.S. Ferraz, L. Fernandes, D. Carrilho, M.C.X. Pinto, M.F. Leite, E.M. Souza-Fagundes, N. Speziali, I.C.
Mendes, H. Beraldo, Polyhedron 30 (2011) 315-321.

8K.0.S. Ferraz, G.M.M. Cardoso, C.M. Bertollo, E.M. Souza-Fagundes, N. Speziali, C.L. Zani, I.C. Mendes, M.A.
Gomes, H. Beraldo, Bioorg. Med. Chem. 17 (2009) 7138-7144.
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Cl

[Au(L1)CIICI (1)

xKCl

N
XA/N\N
N

NH,

M=Pt x=0,5 [Pt(L1)C1]0,5KCI (2)
M=Pd x=1 [Pd(L1)CI]KCI (3)

Figura 2.2: Esquema das rotas sintéticas para obtencdo dos complexos (1), (2) e (3).

Para fins de comparacdo, foi utilizado também o complexo de cobre(ll), [Cu(L1)CI] (4),

previamente sintetizado pelo nosso grupo de pesquisa®, representado na Figura 2.3.

Ny
\SJ\NHZ

[Cu(L1)CI] (4)

Br

Figura 2.3: Estrutura do complexo (4).

°J. G. DaSilva, A. A. R. Despaigne, S. R. W. Louro, C. C. Bandeira, E. M. Souza-Fagundes, H. Beraldo, Eur. J.

Med. Chem. 65 (2013) 415-426.
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2.2.2 Sinteses das hidrazonas contendo o grupo farmacoforico N-mostarda

2.2.2.1 Sintese de 4-[bis(2-cloroetil)amino]benzaldeido fenilhidrazona, (HLZ2); 4-[bis(2-
cloroetil)amino]benzaldeido-p-cloro-fenilhidrazona, (HL3); 4-[bis(2-

cloroetil)amino]benzaldeido-metil-hidrazona (HL4).

As hidrazonas foram preparadas conforme procedimento descrito na literatura.'*** A uma
solucdo metandlica do aldeido, 4-[bis(2-cloroetil)amino]benzaldeido (2 mmol), foram adicionadas
quatro gotas de acido acético glacial e posteriormente a hidrazida de interesse (2 mmol). A mistura
reacional foi mantida em refluxo por 6 h e o sélido resultante foi filtrado, lavado com metanol e éter
etilico, e secado sob pressdo reduzida. O rendimento foi de 75% (HL2), 90% (HL3) e 75% (HL4). Na

Figura 2.4 esta representada a rota sintética para esses ligantes.

Cl

H 0
N N )I\ CH,0H
+ 2 ~N R —
o 0 H HAc glacial

Hidrazida refluxo 6h

R= fenil; p-Cl-fenil; metil
4-[bis-(2-cloroetil)amino]benzaldeido

Cl

/ [
g | J |

HL2 HL3

Cl

Cl

/

NH

o CH,

HL4

Figura 2.4: Esquema de reagdo para obtencéo das hidrazonas HL2-HL4.
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2.2.3 Sinteses das tiossemicarbazonas contendo o grupo farmacoférico N-mostarda e seus

complexos de ouro(l11)

As tiossemicarbazonas'®1t1213.14.15

e os complexos (inéditos) de ouro(lll), foram preparados
conforme procedimentos descritos na literatura®. O procedimento geral de obtencdo dos ligantes esta
descrito abaixo:

Duas gotas de HCI concentrado foram adicionadas a uma mistura do aldeido (4 mmol) e a
tiossemicarbazida de interesse (4 mmol) em metanol (15 mL). A mistura reacional foi mantida sob
refluxo por 4 h. O sélido amarelo resultante foi filtrado, lavado com metanol e éter etilico, e secado sob

pressao reduzida.

2.2.3.1 Sintese de 4-[bis(2-cloroetil)amino]benzaldeido-N(4)-feniltiossemicarbazona, (HL5)

O ligante foi obtido pela condensacao equimolar de 4-[bis(2-cloroetil)amino]benzaldeido com
4-fenil-tiossemicarbazida, em meio alcodlico e quantidade catalitica de acido cloridrico. O produto

obtido apresentou rendimento de 97%.

2.2.3.2 Sintese de 4-[bis(2-cloroetil)amino]benzaldeido-N(4)-para-

clorofeniltiossemicarbazona, (HL6)

A tiossemicarbazona foi obtida a partir da reacdo direta, pela condensacdo equimolar de 4-
[bis(2-cloroetil)amino]benzaldeido com 4-para-cloro-feniltiossemicarbazida, em meio alcodlico e

quantidade catalitica de &cido cloridrico. O produto obtido apresentou rendimento de 70%.

OR.P. Tendrio, A.J.S. Gdes, J.G. De Lima, A. R. De Faria, A.J. Alves, T.M. De Aquino, Quimica Nova 28 (2005)
1030-1037.

1A, Perez-Rebolledo, L.R. Teixeira, A.A. Batista, A.S. Mangrich, G. Aguirre, H. Cerecetto, M.Gonzalez, Paola
Hernéndez, A.M. Ferreira, N.L. Speziali, H. Beraldo, Eur. J. Med. Chem. 43 (2008) 939-948.

12C. Rodrigues, A.A. Batista, R.Q. Aucélio, L.R. Teixeira, L. do Canto Visentin, H. Beraldo, Polyhedron 27 (2008)
3061-3066.

13R.P. Tendrio, A.J.S. Gdes, J.G. De Lima, A. R. De Faria, A.J. Alves, T.M. De Aquino, Quimica Nova 28 (2005)
1030-1037.

14A. Perez-Rebolledo, L.R. Teixeira, A.A. Batista, A.S. Mangrich, G. Aguirre, H. Cerecetto, M.Gonzalez, Paola
Hernandez, A.M. Ferreira, N.L. Speziali, H. Beraldo, Eur. J. Med. Chem. 43 (2008) 939-948.

15C. Rodrigues, A.A. Batista, R.Q. Aucélio, L.R. Teixeira, L. do Canto Visentin, H. Beraldo, Polyhedron 27 (2008)
3061-3066.
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2.2.3.3 Sintese de  4-[bis(2-cloroetil)amino]benzaldeido-N-metiltiossemicarbazona,
(HMosSMe), (HL7)

A tiossemicarbazona foi obtida pela condensagdo equimolar de  4-[bis-(2-
cloroetil)amino]benzaldeido com  4-metil-3-tiossemicarbazida, em meio alcodlico e quantidade
catalitica de cido cloridrico. O produto obtido apresentou rendimento de 70%.

A rota sintética para a obtencdo dos ligantes HL5, HL6 e HL7 esta representada na Figura 2.5.

Cl

H s
e )k CH,OH
—
H NH
)/ \O\/ FL HCI, refluxo,

4h

4-[bis-(2-cloroetil)amino]benzaldeido Tiossemicarbazida
R= fenil; p-Cl-fenil; metil

Cl

Cl
NH ‘

NH

HLS HL6 HL7

Figura 2.5: Esquema de reagdo para obtencédo das tiossemicarbazonas HL5-HL7.

2.2.3.4 Sintese dos complexos de ouro(lll) de bis(2-cloroetil)amino]benzaldeido N(4)-
feniltiossemicarbazona [Au(L5)ClI2] (5), N(4)-p-cloro-feniltiossemicarbazona [Au(L6)Cl2] (6),
e N-metiltiossemicarbazona [Au(L7)Cl2] (7)

Em uma solugdo (10 mL) de metanol/acetona (1:1), adicionou-se 1 mmol da
tiossemicarbazona de interesse e tetracloroaurato(ll1) de hidrogénio trihidratado (HAuCl4-3H20), na
proporcdo 1:1 ligante-metal. A reagdo permaneceu sob protecdo da luz e agitacdo a temperatura

ambiente por 24 h. O s6lido resultante foi filtrado e lavado com metanol e acetona, e secado sob pressao
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reduzida. Os rendimentos dos produtos obtidos foram de 50% [Au(L5)CI;]J2HCI (5), 68%
[Au(L6)CI>]2HCI.2H0 (6), e 50% [Au(L7)CI;]2HCI.H20 (7), Na Figura 2.6 esta representada a rota
sintética para a obtencéo dos complexos (5), (6) e (7).
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N H
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Figura 2.6: Esquema da rota sintética para obtencdo dos complexos (5), (6) e (7).

2.3. Ensaios biologicos

2.3.1 Avaliacdo da atividade citotoxica de 3-(4-bromo-fenil)-1-(2-piridil)-prop-2-en-1-

onatiossemicarbazona, (HL1) e seus complexos metalicos

A avaliacdo preliminar das atividades citotoxicas dos compostos em células tumorais foi
realizada no Departamento de Fisiologia da UFMG, em colaboragdo com a Prof® Dra. Elaine Maria de
Souza Fagundes. Foram utilizadas as linhagens celulares: HL60 (leucemia miel6ide), Jurkat (leucemia
linféide), THP-1 (leucemia monocitica), MCF-7 e MDA-MB-231 (carcinoma mamario), HCT-116
(carcinoma colo-retal) e Vero (rim de macaco verde, usada como modelo de células ndo tumorais).

Inicialmente foi preparada uma solugdo estoque dos compostos em DMSO na concentracdo de
20 mmol L. Para os ensaios com células, foi preparada uma solugéo trabalho a 100 pumol.L™*. A
concentraco final dos compostos nos ensaios de triagem foi de 1 umol.L™ e a concentragéo final de
DMSO foi menor que 0,5%.
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No teste de avaliagdo da atividade citotdxica, as suspensdes de células foram incubadas por 24
h a 37 °C em atmosfera de 5% de CO; para estabilizagdo. Apds a estabilizacdo, todas as células foram
incubadas com os compostos (1 umol.L™) por 48 ha 37 °C em atmosfera de 5% COe 100% de umidade.
Paralelamente, foram utilizados a cisplatina e o etoposideo como controle positivo e DMSO
(concentragdo menor do que 5%) como controle negativo. Foram realizados dois experimentos
independentes em triplicata para cada linhagem celular testada.

A proliferacéo e viabilidade celular foram avaliadas pelo ensaio de redugéo do corante brometo
de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil-tetrazolio (MTT) a formazan. O MTT é um corante amarelo que,
na presenca de células vivas, é reduzido formando o formazan, um produto de coloracao roxa, insoltvel
em agua.® Faltando 4 h para o final do periodo de incubago das culturas, foram adicionados 20 pL de
uma solucdo de MTT (2,5 mg mL™). Apds 4 h, o sobrenadante foi retirado a vacuo e a cada pogo foram
adicionados 200 pL de uma solugdo de HCI (0,04 mol.L™") em isopropanol para a solubilizagio dos
cristais de formazan. As placas foram lidas em leitor ELISA a um comprimento de onda de 595 nm. Os
valores de porcentagem de inibicdo de proliferacdo celular dos compostos em comparacdo com o

controle (células tratadas com DMSO, 0,5%) foram obtidos atraves da Equagdo 2.1.

% Inibicdo da proliferacdo = 100 — [(AbSamostra X 100)/Abspmso (05%)] (Equacéo 2.1)

Os compostos que inibiram mais que 50% da proliferacdo celular foram submetidos a
determinacdo da concentracdo necessaria para matar 50% das células (Cls). Os valores de Clso foram
determinados em diferentes concentraces na faixa de 0,001 a 100,0 umol.L™ . Todos os compostos

foram testados em triplicatas, em trés experimentos independentes.

2.3.2 Avaliacéo da atividade citotoxica dos compostos da serie tiossemicarbazona/hidrazona

contendo o grupo farmacoforico N-mostarda

Estudos com o intuito de avaliar a atividade citotoxica dos ligantes (HL2, HL5, HL6 e HL7)
foram realizados em colaboragdo com o Dr. Adilson Kleber Ferreira (Laboratério de Imunologia
Tumoral do Instituto de Ciéncias Biomédicas - USP). Os compostos foram testados frente as células
tumorais NCI-H460 (carcinoma pulmonar humano), B16F10 (melanoma murino), A2058 e A375
(melanoma humano), MCF-7 (cancer de mama) e frente as células ndo malignas HUVEC (células
endoteliais de veia umbilical humana).

A avaliacdo de apoptose foi realizada por citometria de fluxo utilizando o citdmetro
FACSCalibur (Becton Dickinson, CA, USA). Um total de 10.000 eventos por amostra foi analisado e a
intensidade média de fluorescéncia foi registrada. O software FlowJo (TreeStar, CA, USA) foi utilizado

para analise dos dados.

16]. A. Plumb, R. Miloroy, S.B. Kaye, Cancer Res. 49 (1989) 4435-4440.
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2.3.2.1 Linhagens celulares e condigdes de cultura

As células foram obtidas da American Type Culture Collection (ATCC, Manassas, VA). As
linhagens foram mantidas em meio de cultura RPMI suplementado com soro fetal bovino (10%) e 1%
de penicilina-estreptomicina a 37 °C sob uma atmosfera umidificada de 5% de CO..

2.3.2.2 Avaliagéo da citotoxicidade

A viabilidade celular foi avaliada pelo ensaio de reducdo do corante brometo de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil-tetraz6lio (MTT) a formazan para determinar o valor da concentragdo que
inibe 50 % da viabilidade celular (Clsp) de cada composto. O MTT €é um corante amarelo que, na
presenca de células vivas, € reduzido formando o formazan, um produto de coloragdo roxo insoltvel em
agua. As células foram semeadas em placas de 96 pogos com uma concentragio de 1 x 10* células por
poco. As células foram incubadas por 2 h. Em seguida, as mesmas foram tratadas com diferentes
concentragdes dos compostos (5 a 200 pM) por 24 h. Ap6s o intervalo de incubagio, MTT (5 mg mL™*
em tampao fosfato salino - PBS, 1X) foi adicionado em cada poco. Apds mais 3 h de incubacdo, as
placas foram centrifugadas e os cristais de formazan formados por células viaveis foram dissolvidos em
100 pL de DMSO.

As densidades dpticas (DO) das solucdes resultantes foram medidas a 538 nm usando o leitor
de microplacas VERSAmax Tunable Microplate Reader, Molecular Devices, CA, USA. A viabilidade
celular (%) relativa ao grupo controle foi calculada usando a Equagdo 2.2, na qual DOT representa 0s

valores de DO do grupo de tratamento e DOC representa os valores de DO do grupo controle.

Viabilidade celular / % = (DOT / DOC) x 100 (Equacéo 2.2)

2.3.2.3 Avaliacdo de morte celular por Anexina V-FITC / lodeto de Propideo

A ocorréncia de apoptose/necrose foi determinada utilizando o kit FITC Annexin V/Dead Cell
Apoptosis (Invitrogen Inc., UK.). O teste consiste na dosagem de fosfatidilserina exposta na superficie
celular. A proteina de ligacdo, Anexina V, conjugada ao isotiocianato de fluoresceina (FITC), foi
utilizada para marcar fosfatidilserina. As células também foram marcadas com iodeto de propideo (IP),
0 que permite a discriminagdo entre as células apoptdticas e necroticas.

As células B16F10 foram cultivadas em placas de 12 pogos (5 x 10° células por pogo) e
incubadas. Apds a incubacdo, as células foram tratadas por 12 h com 10 e 20 uM do ligante HL5, ou 50
uM de cisplatina (controle positivo a apoptose). Em seguida, as células foram ressuspensas com tampéao
de ligagdo para anexina V e coradas com 5 uL de anexina V-FITC e 1 uL da solugdo de iodeto de

propideo (100 ug.mL™) em tampao por 30 min, a 4 °C e na auséncia de luz.
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2.3.2.4 Analises Western blot

Como forma de avaliar o mecanismo de acdo de HL5, os niveis de expressao das proteinas das
vias de sinalizagéo apoptoticas foram investigados. As células B16F10 foram cultivadas em placas de 6
pocos e incubadas. Apds a incubacdo as células foram tratadas por 24 h com 10 e 20 uM do ligante
HL5, ou 50 uM de cisplatina (controle positivo a apoptose. Ap6s o tratamento, as células foram lisadas
com tampao de lise suplementado com inibidores de protease e fosfatases (Cell Signaling Tecnology
Inc). A concentracdo de proteina foi medida usando o Ensaio de Proteina Bio-Rad (Hercules, CA, EUA).
Depois que as proteinas SDS-PAGE foram transferidas para membranas de polivinilidendifluoreto
(PVDF, 0,45 uM) (Millipore Immobilon). As membranas foram bloqueadas e incubadas com anticorpos
primarios (Cell Signaling, Beverly, MA, EUA). Apos a incubagdo, a membrana foi lavada em PBS-T e

uma vez com PBS seguiu a imagem usando os Sistemas de Imagem ChemiDoc. (Biorad).

2.3.3 Estudos de inibigdo da enzima Tiorredoxina Redutase (TrxR)

O estudo de inibicdo da atividade enzimatica da TrxR, isolada de figado de camundongo
(Sigma), foi realizado pelo ensaio de reducdo do acido 5,5-ditiobis (2-nitrobenzdico) (DTNB). Neste
ensaio, a TrxR reduz a ligacdo dissulfeto do DTNB, levando a formacédo do acido 5-tio-2-nitrobenzéico

(TNB), o qual pode ser detectado fotometricamente, de acordo com a rea¢do abaixo:

TrxR
DTNB +NADPH+H" — 5 2TNB + NADP"

O procedimento foi realizado de acordo com instrucbes da Sigma (Informacdo do produto
T9698) e com Ott e colaboradores.”” Aliquotas de 20 pL de uma solucio diluida de TrxR em tamp&o
fosfato de potassio (1,0 mol.L™, pH 7,0), contendo aproximadamente 0,10 unidades da enzima, foram
incubadas por 1 h a 37 °C com 20 pL de solugdes dos complexos, em dez diferentes concentragdes, na
faixa de 0,05 a 50,0 umol.L™ ou com DMF 2,5% (controle negativo). As solugdes foram transferidas
quantitativamente para placas de 96 pogos ¢ a cada pogo foram adicionados 200 puL de mistura reacional
(10 mL de mistura reacional consiste de: 1,0 mL de tamp&o fosfato de potassio 1,0 mol.L™* pH 7,0; 0,2
mL de EDTA 500 mmol.L™ pH 7,5; 0,80 mL de DTNB 63 mmol.L™ em etanol; 0,10 mL de albumina
de soro bovino 20 mg mL™*; 0,05 mL de nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato reduzida (NADPH)
48 mmol.L™* e 7,85 mL de agua).

Imediatamente apos a adi¢do da mistura reacional, a formagdo do TNB foi monitorada em um
leitor de microplacas (Thermo Scientific Multiskan® Spectrum) a 412 nm em intervalos de 2s por 4
min. Para corrigir a formacéo de produto ndo-enzimatico, também foi feita a leitura de pogos com 40
uL de DMF 2,5% em tampdo fosfato 1,0 mol.L™, pH 7,0 e 200 pL de mistura reacional (branco). Da

171, Ott, X. Qian, Y. Xu, D.H.W. Vlecken, I.J. Marques, D. Kubutat, J. Will, W.S. Sheldrick, P. Jesse, A. Prokop,
C.P.J. Bagowski, J. Med. Chem. 52 (2009) 763-770.
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leitura dos pocos controles e tratados com os compostos foi subtraida a leitura do branco. A atividade
enzimatica foi calculada como a diferenga entre a absorbancia observada entre 0 min e em 4 min (A
Abs) de leitura. Os experimentos foram realizados em triplicata. As concentragdes que inibem em 50%
a atividade enzimatica (Clso) foram calculadas a partir da obtencdo de curvas dose-resposta (A Abs Vs
log [inibidor]).

2.3.4 Estudos de interagcdo com DNA plasmidial

Foi utilizada eletroforese em gel de agarose para identificar possiveis modificacdes resultantes
da interac&o dos compostos com 0 DNA.” 150 ng de DNA plasmidial pGEM®-T purificado (Promega-
USA) foram incubados com os compostos (100 uM) em tampdo Tris-HCI (NaCl 50 mM, Tris—HCI 5
mM, pH 7,2) a 37 °C por 24 h. Em seguida, foi adicionada uma solucdo de leitura (50 mM de Tris-HCI,
pH 7,2, 0,01 % azul de bromofenol, 50 % de glicerol e 250 mM de EDTA). As amostras foram analisadas
por eletroforese em gel de 1% de agarose imersa em tampé&o Tris-borato-EDTA 0,5X (TBE 0,5X) por 1
ha 75 mV. Ap6s a corrida eletroforética, o gel foi imerso em solugdo 2,5 ug mL™ de brometo de etideo

em tampdo TBE 0,5X por 30 min e o DNA foi visualizado por fluorescéncia em 312 nm.

2.3.5 Estudos de inibi¢cdo da enzima Topoisomerase 1B

O estudo de inibicdo da atividade enzimatica da topoisomerase IB, foi realizado no
Departamento de Biologia da Universidade de Roma Tor Vergata na Italia, em colaboragio com a Prof.

Dr. Alessandro Desideri.

2.3.5.1 Ensaio de relaxacdo do DNA

Topoisomerase IB (Topo IB) humana foi expressada e purificada conforme descrito
anteriormente por Chillemi e colaboradores.® Para determinar as unidades/mL da Topo IB, uma solu¢éo
enzimatica de 1ulL foi diluida em solucdo tampdo (20 mM de Tris-HCI, 0,1 mM de Na;EDTA, 10 mM
de MgCly, 50 pug/mL de BSA acetilado e 150 mM de KCI, pH 7,5) antes da adi¢do de 0,5 ug de DNA
plasmidial pBlueScript KSII(+) super-enovelado (30 uL de volume de reagdo). Uma unidade é definida
como a quantidade de enzima necessaria para completar a relaxacgéo de 0,5 ug do DNA plasmidial super-
enovelado em 30min a 37°C.

Com o intuito de avaliar o efeito dos complexos na atividade da enzima, diferentes
concentragdes dos compostos foram adicionadas. As rea¢des foram interrompidas apos 1 ha 37 °C, com
uma concentracdo final de Dodecil Sulfato de Sddio (SDS) de 0,5%. Os estudos de eletroforese foram

realizados em uma cuba horizontal contendo gel de agarose 1% em 50 mM de Tris, 45 mM de acido

18 G. Chillemi, P. Fiorani, S. Castelli, A. Bruselles, P. Benedetti, A. Desideri, Nucleic Acids Res. 33 (2005) 3339-
3350.
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borico e 1 mM de EDTA. O gel foi entdo corado com brometo de etideo (5 ng/mL), lavado com &gua e
fotografado sob iluminacdo UV. Quando indicado, enzima e inibidor foram pré-incubados a 37 °C por
1 min, antes da adi¢do do substrato. A mistura foi entdo incubada a 37 °C por 15 min.

2.3.5.2 Cinética de clivagem

O oligonucledtideo CL14, (5’-GAAAAAAGACTTAG-3"), foi marcado com y-*ATP na sua
extremidade 5°, e pela adicdo de um excesso molar de 2 pares de cadeia complementar CP25 (5°-
TAAAAATTTTTCTAAGTCTTTTTTC-3") produziu-se 0 "substrato suicida” (DNA). Foram
incubadas 2,5 unidades de enzima com 20 nM do substrato suicida em tamp&o na auséncia e na presenga
de 12 uM do complexo a 37°C. DMSO foi adicionado como controle. Antes da adi¢do da proteina,
foram removidos 5 uL da mistura reacional e utilizados como ponto de tempo zero. Em tempos
diferentes, foram removidas aliquotas de 5 uL e adicionou-se 0,5% de SDS (Dodecil Sulfato de Sédio)
para interromper a reacdo. Todas as amostras foram precipitadas em etanol, digeridas com tripsina e
analisadas por meio de eletroforese utilizando 7 M de ureia em 20% de gel de poliacrilamida. O

experimento foi realizado em triplicata.™

2.3.5.3 Cinetica de religacao

O substrato CL14/CP25 (20 nM), preparado como descrito acima, foi incubado com 2,5
unidades de topo IB durante 30 min a 37 °C em tampdo para permitir a formacdo do complexo clivado.
Foi adicionado a solugdo DMSO ou 12 uM do complexo e as rea¢des de religacdo foram iniciadas pela
adi¢do de um excesso molar de 200 vezes do oligonucleotideo R11 (5’-AGAAAAATTTT-3") sobre
CL14/CP25. Em tempos diferentes, foram removidas aliquotas de 5 uL e a reacdo foi interrompida com
0,5% de SDS. Todas as amostras foram precipitadas em etanol, digeridas com tripsina e analisadas por
meio de eletroforese utilizando 7M de ureia em 20% de gel de poliacrilamida. O experimento foi

realizado em triplicata.?

2.3.5.4 Ensaio de mudanca de mobilidade eletroforética

O ensaio foi realizado utilizando 0 DNA CL25/CP25 como substrato, obtido por CL25 marcado
radioativamente (5°- GAAAAAAGACTTAGAAAAATTTTTA-3’) e por uma cadeia complementar de
CP25. As reagdes foram realizadas utilizando o mutante catalitico inativo Tyr723Phe. O substrato (0,5
nM) foi incubado com a enzima na presenca de DMSO, de 12 uM do complexo ou 50 uM de

camptotecina em tamp&o a 37 °C durante 10 min, em um volume final de 30 uL. Adicionou-se 3 uL de

193, Vieira, S. Castelli, A. Desideri, Int. J. Biol. Macromol. 81 (2015) 76-82.
20 |.E. Leon, J.F. Cadavid-Vargas, I. Tiscornia, V. Porro, S. Castelli, P. Katkar, A. Desideri, M. Bollati-Fogolin,
S.B. Etcheverry,J. Biol. Inorg. Chem. 20 (2015) 1175-1191.
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corante (0,25% de Azul de bromofenol e 40% (v/v) de glicerol) & solucdo e realizou-se a corrida
eletroforética em gel de poliacrilamida 6% (v/v) por 4h. Condi¢Bes da corrida: 40V em tampdo TBE
(Tris 12 mM, &cido boérico 11,4 mM e EDTA 0,2 mM) a 4°C. Como controle, o complexo, a uma

concentragdo de 12 uM, foi incubado com o substrato.

2.3.5.5 Docagem molecular

Os experimentos de ancoragem foram realizados utilizando Autodock 4.2 com MGLTools
1.5.6% para preparar a estrutura do ligante e dos receptores. Os calculos foram feitos com o algoritmo
genético® e para cada experimento foram realizadas 250 execugdes. A estrutura do receptor para o
encaixe com a proteina livre foi retirada dos cristais 1A36% e 1EJ9%, ap6s a reconstrucio dos residuos
que faltam como descrito anteriormente.® Ap6s a eliminacdo do substrato de DNA, a estrutura da
proteina foi utilizada para realizar o encaixe com a enzima livre. O célculo com o complexo covalente
foi realizado utilizando a estrutura do complexo binario 1K4S%, como descrito anteriormente.® A
eliminacdo das 12 bases do local de clivagem deu origem ao complexo covalente suicida proteina-DNA,
utilizado no ultimo experimento.

As coordenadas do complexo de cobre(ll) (4) foram obtidas através da estrutura cristalografica

depositada em Cambridge Crystallographic Data Centre via www.ccdc.cam.ac.uk/data_request/cif,

CCDC 919666. O atomo de bromo, gque ndo esta presente na estrutura resolvida, foi adicionado ao
composto e a estrutura foi regularizada utilizando o programa Sybyl (Tripos, St. Louis, MO) antes da
conclusdo do encaixe.

A anélise dos contatos entre o ligante e o receptor foi executada utilizando uma versdo
modificada do programa g_mindist do pacote Gromacs 4.6%, tomando um valor limiar de 3,5 A. As

imagens foram obtidas com o pacote de visualizagdo VMD.*®

21 p, Katkar, A. Coletta, S. Castelli, G.L. Sabino, R.A. Couto, A.M. Ferreira, A. Desideri, Metallomics 6 (2014)
117-125.

22 G.M. Morris, R. Huey, W. Lindstrom, M.F. Sanner, R.K. Belew, D.S. Goodsell, A.J. Olson, J. Comput. Chem.
30 (2009) 2785-2791.

2 G.M. Morris, D.S. Goodsell, R.S. Halliday, R. Huey, W.E. Hart, R.K. Belew, A.J. Olson, J. Comput. Chem. 19
(1998) 1639-1662.

24 . Stewart, M.R. Redinbo, X. Qiu, W.G.J. Hol, J.J. Champoux, Science 279 (1998) 1534-1541.

%5 M.R. Redinbo, J.J. Champoux, W.G. Hol, Biochemistry 39 (2000) 6832-6840.

26 G, Chillemi, I. D'Annessa, P. Fiorani, C. Losasso, P. Benedetti, A. Desideri, Nucleic Acids Res. 36 (2008) 5645-
5651.

27 B.L. Staker, K. Hjerrild, M.D. Feese, C.A. Behnke, A.B. Burgin, L. Stewart, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 99
(2002) 15387-15392.

28 G, Mancini, |. D'Annessa, A. Coletta, G. Chillemi, Y. Pommier, M. Cushman, A. Desideri, PLoS One 7 (2012)
€51354.

29 B. Hess, C. Kutzner, D. van der Spoel, E., Lindahl, J. Chem. Theory Comput. 4 (2008) 435-447.

30'W. Humphrey, A. Dalke, K. Schulten, J. Mol. Graph 33 (1996) 27-28.
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2.3.6 Estudos Teoricos

Os célculos teoricos dos ligantes (HL2, HL5, HL6 e HL7) e dos complexos 5-7 foram
realizados em colaboracdo com o prof. Dr. Hélio Anderson Duarte e com o pés-doutorando Alexandre
Carvalho Bertoli (Grupo de Pesquisa em Quimica Inorganica Teérica - UFMG).

Os célculos foram realizados utilizando a Teoria do Funcional de Densidade (DFT) por meio do
pacote computacional Gaussian 09.' As energias dos ligantes, dos complexos e das reagdes foram
calculadas utilizando o funcional hibrido de troca e correlagdo (XC), com os trés parametros de Becke
combinados com a correlagdo de Lee, Yang e Parr (LYP), denominada B3LYP ***¢ o funcional (XC)
de Perdew, Burke e Ernzerhof (PBE). *** A base LANL2DZ, que inclui o potencial de nicleo efetivo
relativistico (ECP)* foi aplicada ao 4tomo de ouro, enquanto que o conjunto de base duplo zeta de
Dunning/Huzinaga, D95% e cc-pVDZ*® foram empregados para os demais atomos. As geometrias foram
totalmente otimizadas sem restricdes de simetria e as analises de frequéncia harmonica foram realizadas.

As frequéncias reais asseguram que um minimo na superficie de energia potencial foi encontrado.

31 Frisch, M.J., et al., Gaussian 09. 2009, Gaussian, Inc.: Wallingford, CT, USA.

32 A.D Becke, J. Chem. Phys. 98 (1993) 5648-5652.

33 C.T. Lee, W.T. Yang, R.G. Parr, Physical Review B, 37 (1988) 785-789.

34 J.P. Perdew, K. Burke, M. Ernzerhof, Physical Review Letters, 77 (1996) 3865-3868.
3 J.P. Perdew, K. Burke, M. Ernzerhof, Physical Review Letters, 78 (1997) 1396-1396.
3% p.J. Hay, W.R. Wadt, J. Chem. Phys. 82 (1985) 299.

37 T.H. Dunning, Journal of Chemical Physics, 90 (1989) 1007-1023.

%8 D. E. Woon, T. H. Dunning, J. Chem. Phys. 98 (1993) 1358-1371.
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Capitulo 3: Complexos de ouro(lll), palédio(ll) e platina(ll) de 3-(4-bromofenil)-1-
piridina-2-ilprop-2-en-1-ona tiossemicarbazona, HPyCT4BrPh, (HL1)

3.1. Caracterizacao dos compostos

Nesta parte do trabalho, foram obtidos complexos inéditos de 3-(4-bromofenil)-1-piridina-2-
ilprop-2-en-1-ona tiossemicarbazona (HPyCT4BrPh, HL1) com ouro(lll), platina(ll) e paladio(ll):
[Au(L1)CIICI (1), [Pt(L1)CI].0,5KCI (2) e [Pd(L1)CI].KCI (3). A tiossemicarbazona (HL1) usada na
sintese dos complexos ja foi descrita na literatura." Desta forma, seus espectros sdo utilizados neste
capitulo apenas para comparagdo com os espectros dos complexos.

A fim de se obter uma comparacédo do efeito do metal na citotoxicidade, foi testado também,
um complexo de cobre(ll), [Cu(L1)CI] (4) com o mesmo ligante tiossemicarbazona (HL1). Esse
complexo de cobre foi previamente sintetizado e caracterizado pelo nosso grupo de pesquisa.? Testes de
estabilidade dos compostos, em solucdo, foram realizados por meio do ultravioleta-visivel.

Realizaram-se testes de citotoxicidade frente a células leucémicas (HL-60; Jurkat, THP-1),
células de tumor sélido de carcinoma (MDA-MB 231) e adenocarcinoma mamario (MCF-7), e frente a
células de carcinoma de cdlon retal (HCT-116). Foram realizados estudos de interacdo dos complexos
com o DNA por meio de eletroforese e estudos de inibicdo das enzimas Tiorredoxina Redutase (TrxR)

e Topoisomerase, como uma forma preliminar de determinar seus possiveis alvos bioldgicos.

3.1.1. Anélises

Na Tabela 3.1 estdo apresentados os dados de rendimento experimental, ponto de fusdo, analise
elementar, massa molar e condutividade molar para o ligante livre e seus complexos.

As analises condutimétricas (DMF, 1x10° mol.L™%) indicam que o complexo de ouro(lll)
apresenta-se como eletrélito do tipo 1:1 e os complexos de paladio(ll) e platina(ll) sdo ndo eletrélitos
ou eletrolitos fracos.® Os valores obtidos para as microanalises e condutividades molares sugerem a
formagdo dos complexos [Au(L1)CIICI (1), [Pt(L1)CI]0,5KCI (2) e [Pd(L1)CI]KCI (3), onde L1 é o
ligante tiossemicarbazona na sua forma anidnica. No complexo (1), a tiossemicarbazona e um ion cloreto
estdo coordenados ao centro metéalico, enquanto um cloreto age como contra-ion. Nos complexos (2) e
(3) a tiossemicarbazona se liga ao metal juntamente com um ligante cloreto. Em (2) se tem a presenca

de 0,5 KCI de cristalizagdo e em (3) ha 1 KCI de cristalizagao.

1J.G. Silva, C.C.H. Perdigéo, N.L. Speziali, H. Beraldo, J. Coord. Chem. 66 (2013) 385-401.

2). G. Da Silva, A. A. R. Despaigne, S. R. W. Louro, C. C. Bandeira, E. M. Souza-Fagundes, H. Beraldo, Eur. J.
Med. Chem. 65 (2013) 415-426.

3W.J. Geary, Coord. Chem. Rev. 7 (1971) 81-122.
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Tabela 3.1: Dados de caracterizagdo da tiossemicarbazona HPyCT4BrPh (HL1) e seus complexos
[Au(L1)CI]ICI (1), [Pt(L1)CI]0,5KCI (2) e [PA(L1)CIIKCI (3).

Analise Elementar*

Composto R(g/g?' By (95) e wr N @ m/ll'l) AM?
HL1 75 199-201 (jgzg% (§j§§) (igﬁ) 361,27 i

(1) 72 174175 ég:gg) (i:gé) (gzg;) 62812 718

@) 81 225227 ég:ég) (iég) (gzg% 62806 19,0

@) 72 Dec.>300 (3%22) é:%) (313‘2‘) 576,67 16,0

*Qs valores tedricos estdo entre parénteses;  Decompde: dec.; ® cm? Q' mol*

A Figura 3.1 mostra as propostas estruturais para o ligante HPyCT4BrPh (HL1) e para os
complexos [Au(L1)CI]CI (1), [Pt(L1)CI]0,5KCI (2) e [Pd(L1)CIIKCI (3), com base nos dados da Tabela

3.1 e nos espectros de RMN e IV (ver discusséo a seguir).
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Figura 3.1: Estruturas propostas para o ligante HPyCT4BrPh (HL1) e os complexos [Au(L1)CI]CI
(1), e [Pt(L1)CI]0,5KCI (2) [PA(L1)CIIKCI (3).
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3.1.2. Espectros de Ressonancia Magnética Nuclear

Os complexos foram caracterizados por RMN de *H, **C, DEPT, COSY, HMQC. Apesar de 0
complexo de ouro(lll) ser solivel em DMSO-ds, este reage com o solvente, e dessa forma o espectro
para esse complexo foi obtido também em MEOH-d.. Para os outros complexos, os espectros foram
obtidos em DMSO-ds. O ligante apresenta baixa solubilidade em metanol, e assim nao é possivel avaliar
o0s deslocamentos dos sinais para o complexo de ouro(lll). Para os demais complexos, verificam-se
variagdes nos espectros de RMN de *H e *C similares, em comparacio com os espectros do ligante.

Para o ligante, apds a dissolugdo em DMSO-dg, observa-se a presenca de sinais duplicados,
indicando a presenga de isémeros E e Z (Figura 3.2).

S NH, S NH,

Configuragdo £ Configuragdo Z

Figura 3.2: Representacdo dos isdmeros configuracionais E e Z de HPyCT4BrPh (HL1).

A numeracdo utilizada para a atribuicdo de hidrogénios e carbonos da tiossemicarbazona é
apresentada na Figura 3.3.

Figura 3.3: Representacgdo estrutural de HPyCT4BrPh (HL1) e numeragdo adotada para a atribuicéo

dos 4tomos constituintes.

Conforme apresentado na Tabela 3.2, os sinais em & 13,07 e 6 11,44 sdo atribuidos ao hidrogénio

N(3)-H nas configuragdes Z e E, respectivamente.
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Nos espectros de RMN de *H dos complexos, observou-se apenas um sinal para cada hidrogénio,

0 que sugere a presenca apenas da configuragdo do isdmero E em solucdo. Verifica-se também o

desaparecimento do sinal referente a N(3)-H, indicando que a tiossemicarbazona encontra-se

coordenada ao metal na sua forma desprotonada. Além disso, os sinais de todos os hidrogénios sofreram

significativos deslocamentos apds a coordenacgdo. Nos espectros de RMN de **C os sinais de C(7)=N,

C(8)=S e dos carbonos da piridina se deslocaram de forma significativa, em concordancia com a

coordenacdo através do sistema Ny,-N-S. Esses dados estdo apresentados nas Tabelas 3.2 e 3.3.

Tabela 3.2: Atribuicdes, deslocamentos quimicos (ppm) e multiplicidade ® dos principais sinais de RMN
de 'H (a 400 MHz) de HPyCT4BrPh (HL1) e dos complexos de [Au(L1)CI|CI (1), [Pt(L1)CI]0,5KCI
(2) e [Pd(L1)CIIKCI (3).

5

Atribuicdo E Z @ 2 3)
H3 7’82;]7)’51 8’7&3’” 10’12;30’05 8,11(d, J=8,0) 814 (d, J=3,6)
Ha 7’82;]7)’51 7’8&7)’51 9,57-950 (M) 8,17 (t J=7.3) 8,14 (d, J=3.6)
H5 8’33;3’03 8’3?“‘3’03 034-912(m) 7.7 (4 J=96) 7,63 (d, J=8,4)
H6 8’8(7r;g’72 7.37(m) ( d,lg’g‘;) 8,86 (d, J=4,8) 8,61 (d, J=5,1)
Ho 713 (s) 713 (s) 899(s)  7.17(d J=163) 7,20 (d, J=16,3)
H10 7’8(5;)’51 8’3?;;’03 10*12;30*05 8,36-8,28 (m) 8,14 (d, J=3.6)
H(12,16) 7’8(5;)’51 7’8(5;)’51 9,34-9,12 (m) 7,70 (m) 7.70 (d, 3=8,4)
H(13,15) 7’8(5;)’51 7’8(5;)’51 9,34-9,12 (m) 7,62 (m) 7,63 (d, 3=8,4)

N(3)-H 11,44(s) 13,07(s) i i i
H-N(4)H 3228 8%(2%,8())3 10’1230*05 836-828 (M) 822 (d, J=16,2)

aMultiplicidade: s=singleto; d=dupleto; t=tripleto; m=multipleto; ® O espectro do complexo (1) foi obtido em

MeOH-dsg, para os demais compostos, os espectros foram obtidos em DMSO-ds.
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Tabela 3.3: Atribuicdes e deslocamentos quimicos (ppm) dos principais sinais de RMN de **C e
subespectros DEPT135 de HPyCT4BrPh (HL1) e os complexos (2) e (3) (DMSO-ds, 100 MHz).

o
e a HL1
Atribuico E 7 ) @)
B¢ DEPT B¢ DEPT 3c DEPT B3¢ DEPT
C2 155,4 - 151,1 - 159,5 - 158,2 -
C3 s.5* 5.5* 5.5* 5.5* 125,4 0 124,9 0
c4 s.5* 5.5* S.5* 5.5* 140,8 0 140,9 0
C5 s.5* 5.5* 5.5* 5.5* 126,3 0 125,6 0
Cé6 148,7 0 145,7 T 146,4 T 148,0 0
C7=N 141,2 - S.8* - 1479 - 147,7 -
C8=S 179,2 - 178,2 - 186,0 - 183,0 -
C11 135,7 - 135,1 - 135,9 - 135,6 -
Ci14 121,4 - 122,6 - 122,8 - 122,8 -

s.5*= sinais sobrepostos

O espectro de RMN de *H do complexo (3) esta representado na Figura 3.4. ApGs a regido de
9,0 ppm, ndo se observou mais nenhum sinal, o que sugere a desprotonacdo do ligante quando
complexado ao metal, pois, o hidrogénio N(3)-H foi observado como um sinal muito desblindado em
11,44 ppm no espectro do ligante livre.!

Na Figura 3.5 estdo representados os espectros de RMN de **C do ligante livre HL1 e do
complexo (3). Observa-se no complexo, um deslocamento significativo dos sinais referentes a C2, C7 e
C8, em concordancia com a coordenacdo ao enxofre, nitrogénio iminico e ao nitrogénio
heteroaromatico, o0 que sugere, que no complexo, o ligante adota a forma isomérica E. Na
tiossemicarbazona livre, os sinais referentes a esses carbonos aparecem em 155,4 (C2), 141,2 (C7) e
179,2 (C8) ppm, e nos complexos de paladio e platina, esses sinais sdo observados em 158,2 e 159,5
(C2); 147,7 e 147,9 (C7); 183,0 e 186,0 (C8) ppm respectivamente. Este mesmo comportamento foi

observado para complexos de paladio e platina com outras tiossemicarbazonas.*

“A.P. Rebolledo, M. Vieites, D. Gambino, O.E. Piro, E.E. Castellano, C.L. Zani, E.M. Souza-Fagundes, L.R.
Teixeira, A.A. Batista, H. Beraldo, J. Inorg. Biochem. 99 (2005) 698-706.
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Figura 3.4: Espectros de RMN de *H (400MHz) de: (A) HPyCT4BrPh (HL1) e (B) [Pd(L1)CI]KCI

(3) obtidos em DMSO-ds.
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Figura 3.5: Espectros de RMN de *C (a 100 MHz) de: (A) HPyCT4BrPh (HL1) e (B) [Pd(L1)CI]KCI
(3) obtidos em DMSO-ds.
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3.1.3. Espectroscopia de absorc¢éo na regido do infravermelho

Na Tabela 3.4 estdo apresentados os niUmeros de onda maximos das bandas mais importantes
observadas nos espectros vibracionais da tiossemicarbazona livre e dos complexos (1), (2) e (3) na regido
de 4000-400cm™. A banda atribuida ao estiramento da ligagdo (C=N) em 1560 cm™ no espectro da
tiossemicarbazona deslocou-se para 1610-1600 cm™ nos espectros dos complexos, em concordancia
com a coordenagdo via nitrogénio azometinico.>®’ A banda observada em 780 cm™, atribuida ao
estiramento da ligagdo (C=S) no espectro da tiossemicarbazona livre, deslocou-se para 776-722 cm™
nos complexos, indicando a coordenagdo pelo enxofre. Esse deslocamento é compativel com a
complexacdo de enxofre de tiolato. A coordenacado do nitrogénio heteroaromatico pode ser comprovada
pelo deslocamento da banda atribuida & deformagao no plano do anel da piridina em 618 cm™ no espectro
do ligante, para 670-660 cm™ nos complexos.®®

Nos espectros dos complexos, a auséncia da banda referente ao estiramento N-H, observada em
3158-3314 cm! para a tiossemicarbazona livre, indica a desprotonacgdo ap6s a coordenacéo.'® Dessa
forma, os dados dos espectros de infravermelho indicam que nos complexos, a tiossemicarbazona se
liga ao metal na forma anibnica, através do sistema quelato Npy-N-S. Na figura 3.6 estdo representados

0s espectros de absorgdo na regido do infravermelho para o ligante (HL1) e o complexo (2).

Tabela 3.4: AtribuicBes das principais bandas (v/cm™) de absorcao na regido do infravermelho de HL1

e seus complexos (1), (2) e (3).

Composto v(N-H) v(C=N) v(C-S) p(py)
HL1 3158-3314 1560 780 618
(2) - 1600 722 670

(2) - 1604 774 668

(3) - 1610 776 660

5J.A. Lessa, M.A. Soares, R.G. dos Santos, I.C. Mendes, L.B. Salum, H.N. Daghestani, A.D. Andricopulo, B.W.
Day, A. Vogt, H. Beraldo, Biometals 26 (2013) 151-165.

K.0.S. Ferraz, G.M.M. Cardoso, C.M. Bertollo, E.M. Souza-Fagundes, N. Speziali, C.L. Zani, I.C. Mendes, M.A.
Gomes, H. Beraldo, Polyhedron 30 (2011) 315-321.

H. Beraldo, W.F. Nacif, L.R. Teixeira, J.S. Reboucas, Transit. Metal. Chem. 27 (2002) 85-88.

8].C. Mendes, J.P. Moreira, J.D. Ardisson, R.G. Santos, P.R.O. Silva, |. Garcia, A. Castifieiras, H. Beraldo, Eur. J.
Med. Chem. 43 (2008) 1454-1461.

°D.X. West, J.S. lves, J. Krejci, M.M. Salberg, T.L. Zumbahlen, G.A. Bain, A.E. Liberta, Polyhedron 14 (1995)
2189-2200.

1K.S.0. Ferraz, N.F. Silva, J.G. Da Silva, N.L. Speziali, I.C. Mendes, H. Beraldo, J. Mol. Struct. 1008 (2012)
102-107.
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Figura 3.6: Espectros de absor¢do na regido do infravermelho: (A) HPyCT4BrPh (HL1) e (B)
[Pt(L1)CI]0,5KCI (2) obtidos em pastilha de KBr.

3.2 Avaliacdo da atividade bioldgica da tiossemicarbazona e seus complexos

3.2.1 Atividade citotéxica

A atividade citotoxica dos compostos foi testada utilizando as seguintes linhagens celulares:
HL60 (leucemia mielodide), Jurkat (leucemia linfoide), THP-1 (leucemia monocitica), MCF-7 e MDA-
MB-231 (carcinoma mamario), HCT-116 (carcinoma colo-retal), e VERO (rim de macaco verde, usada
como modelo de células ndo tumorais). Juntamente com os complexos [Au(L1)CIICI (1),
[Pt(L1)CIJ0,5KCI (2) e [PA(L1)CIIKCI (3), foram testados a tiossemicarbazona livre, HPyCT4BrPh
(HL1), e os sais utilizados nas sinteses dos complexos: HAUCI4.3H,0; K:PdCls; KyPtCls. Foi testado
também, o complexo de cobre(ll), [Cu(L1)CI] (4) e o sal CuCl,, utilizado na sintese.

A triagem das substancias foi realizada a 1 M e apenas as substincias que apresentaram
atividade significativa foram posteriormente submetidas & determinagéo da concentracdo citotoxica para
50% das células (Clsp). Como controle positivo, utilizou-se a cisplatina e o etoposideo. Os valores de
Clso para o complexo [Pt(L1)CI]0,5KCI (2) e para os sais metalicos utilizados ndo foram determinados,

pois, na triagem esses compostos apresentaram atividade citotoxica inferior a 50%. A literatura reporta
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dados em que complexos de platina(ll) e palédio(ll) com algumas tiossemicarbazonas tridentadas
apresentam um comportamento semelhante de diminuicao da atividade citotdxica em relacdo ao ligante
livre. Esse fato pode ser explicado devido a presenca de apenas um cloreto labil na esfera de coordenacéo
do metal para ser liberado, permitindo assim a ligacdo da platina ao DNA por apenas um sitio de
coordenacio. ™

Os valores de Clso contra as seis linhagens celulares estdo apresentados na Tabela 3.5. Em geral,
observa-se que o complexo de cobre(ll) foi 0 mais ativo. No entanto, o complexo de ouro(lll) revelou
ser tdo promissor quanto o complexo de cobre(ll) contra a linhagem MDA-MB 231. A coordenacdo
com cobre(ll) melhorou a atividade contra a maioria das células testadas em compara¢do com a
tiossemicarbazona livre. A coordenacdo com o ouro(lll) fez melhorar a atividade contra as linhagens
celulares Jurkat, THP-1, MDA-MB 231, MCF-7 e HCT-116. O complexo de paladio(ll) (3) néo foi
ativo até 1 uM contra nenhuma das linhagens testadas. Em geral, para os tumores sélidos, os complexos
(1) e (4) e o ligante HL1 foram mais ativos que a cisplatina.

O complexo de cobre(ll) apresentou melhor atividade contra as células Jurkat, THP-1 e MCF-
7, sendo de 6 a 13 vezes mais ativo que o ligante livre. O complexo [Au(L1)CI]CI (1) foi cerca de quatro
vezes mais ativo que o ligante contra células leucémicas Jurkat e mostrou-se mais ativo que a
tiossemicarbazona frente a todas as células com excecao de HL-60. Além disso, os resultados indicaram
gue os compostos em estudo foram menos citotoxicos na célula sadia VERO do que nas linhagens
celulares tumorais testadas.

O complexo de cobre(ll), mais ativo, foi também mais toxico para as células Vero ndo tumorais
do que de ouro(lll). Assim, o composto de ouro(lll) desperta interesse. De qualquer modo, uma
investigacdo sobre os possiveis alvos bioldgicos do complexo de ouro(lll) mostra-se de extrema

relevancia para o planejamento futuro de outros complexos desse metal que apresentem seletividade.

11K.O.S. Ferraz, L.Ferandes, D.Carrilho , M. C. X. Pinto, M. de Fatima Leite, E. M. Souza—Fagundes, N. L.
Speziali, I. C. Mendes, H. Beraldo, Bioorg. Med. Chem. 17 (2009) 7138-7144.
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Tabela 3.5: Efeito citotoxico (Clsg) da tiossemicarbazona HPyCT4BrPh (HL1) e dos complexos [Au(L1)CI]CI (1), [PA(L1)CIIKCI (3) e [Cu(L1)CI] (4) e
farmacos antitumorais (etoposideo e cisplatina) nas linhagens celulares HL60, Jurkat, THP-1, MDA-MB 231, MCF-7, HCT-116 e Vero. Os dados s&o expressos

como média * erro padrao.

Valores de Clsg (uM)

m
Compostos HL60 Jurkat THP-1 MDA-MB 231 MCE-7 HCT-116 VERO
ALL 004 (£002)  2.92(£091)  127(x032)  025(*041)  123(x025) 0,22 (Z0,08) >10

(1) 026 (+020)  080(+023)  062(x049)  009(x005)  042(x001) 0.0 (+0.05) 1

(3) >1 >1 >1 >1 >1 >1 >1

(4) 001 (£001) 021 (£006)  020(x006)  015(001)  016(x006) 0,02 (x0,02) 0,36 (% 0,23)

Cisplatina 0,023 (£0,014) 0,266 (£ 0,085) 0,015 (% 0,011) 100 100 100 13,045 (* 0,629)
Etoposideo 0,855 (+0.389) 6,499 (+ 1.862) 2,751 (+ 1.062) 100 100 100 100
Br — —_ * — _
Br
Br | N Br | X
G N N x
) '\‘ | KCl |N
Cl ~
~ / N
N Cu
Pd
- |
s NH, o \SJ\NHZ cl \S)\NHz
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3.2.2 Inibicdo da atividade enzimatica da Tiorredoxina Redutase (TrxR)

A TrxR esta envolvida em uma das etapas de biossintese do DNA* e a literatura relata
que complexos de diferentes metais, em particular os de ouro, provocam a inibi¢ao da atividade
catalitica da TrxR.! Dessa forma, a inibigio da enzima foi considerada um potencial mecanismo
para a atividade antiproliferativa do complexo (1). Assim, foram investigadas as atividades
inibitdrias in vitro da TrxR promovida por (1), HAuCl, e auranofina através do ensaio de reducédo
do &cido 5,5-ditiobis(2-nitrobenzéico) (DTNB). A fim de se comparar o efeito dos metais frente
a enzima, investigou-se também a atividade inibitéria in vitro da TrxR promovida pelo complexo
(4) e o sal CuCl,. Os complexos (2) e (3) ndo foram testados pois ndo apresentaram atividade
citotdxica.

Foi feito um screening na concentragdo de 10 uM, para medir a capacidade dos complexos
(1) e (4) de inibir a atividade da TrxR. Os efeitos dos dois complexos sobre a atividade catalitica
da enzima foram comparados com os de HAuCls, CuCl; e auranofina (Figura 3.7). Nas condigdes
do experimento, 1 inibiu em 77,9% a atividade da TrxR, enquanto que HAuCls e auranofina
promoverem inibicdo de 97,5 % e 95,2%, respectivamente. O ligante (HL1) e o sal CuCl,, ndo
inibiram a atividade da TrxR nessa concentragcdo. O complexo (4) inibiu em 49,7% a atividade da
enzima. A partir desses resultados preliminares, houve um estimulo em se obter os valores da
concentracdo necessaria para inibir em 50% a atividade da enzima (Clsg) para 0s compostos
selecionados.

Para a determinacdo do Clso, variou-se a concentracdo, totalizando 13 concentracGes
diferentes, entre 50uM - 0,005uM. O complexo (1) inibiu a atividade enzimatica, sendo que o
valor de Cls foi igual a 5,55 uM (intervalo de confianca 95% = 5,109 a 6,032 uM), sugerindo
que a TrxR é um possivel alvo bioldgico para a acédo citotdxica do complexo. O valor de Clso da
auranofina foi igual a 0,30 uM (intervalo de confian¢a 95% = 0,2720 a 0,3202 uM), e o Clso de
HAuCI, foi 0,62 uM (intervalo de confianga 95% = 0,5938 a 0,6509 uM). Para o complexo (4) o
valor do Clso foi igual a 9,63 uM (intervalo de confian¢a 95% = 7,693 a 12,060 puM).

12C. Marzano, V. Gandin, A. Folda, G. Scutari, A. Bindoli, M.P. Rigobello, Free Radical Biol. Med. 42
(2007) 872-88L1.

13R. Rubbiani, I. Kitanovic, H. Alborzinia, S. Can, A. Kitanovic, L.A. Onambele, M. Stefanopoulou, Y.
Geldmacher, W.S. Sheldrick, G.A. Prokop, S. Wolfl, I. Ott, J. Med. Chem. 53 (2010) 8608-8618.

14].A. Lessa, K.S.O. Ferraz, J.C. Guerra, L.F. de Miranda, C.F.D. Romeiro, E.M. Souza-Fagundes, P.J.S.
Barbeira, H. Beraldo, Biometals 25 (2012) 587-598.
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Figura 3.7: Efeito inibitério de HAuCl,, auranofina, [Au(L1)CI]CI (1) e Cu(L1)CI] (4), sobre a
atividade da TrxR. A enzima foi incubada com DMF 2,5% (controle) e com 0s compostos ha
concentracdo de 10uM por 1h a 37 °C. A atividade da TrxR foi avaliada pelo ensaio do DTNB.

Os dados sdo expressos como média + erro padrao da atividade da TrxR.

O efeito inibitério da TrxR parece estar relacionado a presenca do ion metalico. No
entanto, embora HAUCI, iniba a atividade da enzima, o composto ndo exibiu atividade citotdxica
contra as linhagens celulares testadas HL-60, Jurkat, THP-1, MDA-MB-231, MCF-7 e HCT-116.
O caréter hidrofilico de HAuCl, provavelmente impede sua passagem pela membrana celular.
Este comportamento € diferente daquele do complexo (1), que além de inibir a atividade da TrxR,
apresentou efeito citotoxico, sugerindo que a tiossemicarbazona HPyCT4BrPh (HL1), além de
seu efeito citotdxico intrinseco, também atuou como carreador do ion ouro para o interior das
células. E possivel que o efeito citotoxico do complexo (1) possa ser mediado por ambos, 0 ouro
e a tiossemicarbazona, através da dissociacdo do complexo, conforme sugerido por outros
autores.”®  Assim, o complexo (1) poderia conter duas entidades as quais atuariam sobre
diferentes alvos em um mesmo composto: a tiossemicarbazona, cujo alvo bioldgico € a enzima
Ribonucleosideo Difosfato Redutase (RDR) e o ion ouro(lll), o qual atuaria sobre a TrxR. No
caso do complexo (4), uma vez gque o sal CuCl, ndo inibiu a enzima, a atividade inibitoria é

atribuida ao complexo em si.

15 A.N. Wein, A.T. Stockhausen, K.I. Hardcastle, M.R. Saadein, S. Peng, D. Wang, D.M. Shin, Z. Chen,
J.F. Eichler, J.Inorg. Biochem. 105 (2011) 663-668.

18, Messori, F. Abbate, G. Marcon, P. Orioli, M. Fontani, E. Mini, T. Mazzei, S. Carotti, T. O¢Connell,
P. Zanello, J.Med. Chem. 43 (2000) 3541-3548.
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3.2.3 Estudos de interagcdo com DNA plasmidial

Foi realizado um estudo de interacdo dos compostos estudados com o0 DNA, como forma
de avaliagdo de um possivel alvo biolégico para a citotoxicidade. Foram testados a
tiossemicarbazona (HL1), o complexo [Au(L1)CI]CI (1), que foi 0o mais citotoxico da série de
compostos sintetizados, e HAuUCls. A fim de comparacdo, foram também testados o complexo
[Cu(L1)CI] (4) e CuCl.. Os resultados obtidos encontram-se apresentados na Figura 3.8.

O efeito dos compostos sobre a conformagdo do DNA foi avaliado por maobilidade
eletroforética do plasmideo pUC-19 apds tratamento com os compostos. Na concentracdo de 100
uM, os complexos (1) e (4), assim como o ligante (HL1), HAuCls e CuCl; ndo alteraram
significativamente a mobilidade eletroforética do DNA. Também ndo foi observada clivagem do
DNA na presenga dos compostos estudados.

Assim, 0s estudos revelaram gque os compostos ndo interagem diretamente com o DNA,
ou, se interagem, ndo formam adutos estaveis. Portanto, o efeito antiproliferativo observado nas
células tumorais ndo ocorre por meio da interacdo direta desses compostos com 0 DNA.

Na cisplatina, um decréscimo na mobilidade eletroforética foi observado em todas as
formas, o que deve estar associado a uma interacdo com o DNA formando ligagBes cruzadas
intrafitas. De fato, o mecanismo de acdo citotoxica de tiossemicarbazonas livres envolve
principalmente a inibicdo de RDR®, e ndo a interacéo direta com o DNA. No caso dos complexos
aqui investigados estes resultados sugerem que 0 mecanismo de sua acao citotdxica ndo deve

envolver ligacdo direta do metal a biomolécula.

DNA Cisplatina  HPyCT4BrPh [Au(L1)CIICI HAuCl4 [Cu(L1)Cl] cucl
(HL1)

Figura 3.8: Estudo de eletroforese em gel de agarose com o DNA plasmidial pUC19, tratado com
cisplatina, HPyCT4BrPh (HL1), [Au(L1)CI]CI (1) e [Cu(L1)CI] (4), HAUCIl4, CuCl,, a 100 uM
em tampéo Tris—HCI (pH 7,20). Periodo de incubagéo 24h a 37 °C.
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3.2.4 Inibicao da atividade enzimética da Topoisomerase 1B

A topoisomerase 1B (Topo IB) é de grande interesse e a sintese de inibidores dessa enzima
tem sido relatada na literatura.'"*® A enzima catalisa eficientemente a relaxacdo do DNA super-
enovelado. Desta forma, o efeito inibitério dos compostos na atividade da Topo IB foi estudado
por meio de ensaio de eletroforese em gel de agarose, comparando a diferenca na mobilidade do
DNA plasmidial super-enovelado e das formas relaxadas de DNA.

Complexos quadrado-planos com configuracio d® exibem promissora atividade
antitumoral. Um complexo com essas caracteristicas, se aprovado em testes clinicos, teria o
potencial para substituir ou para ser administrado em conjunto com a cisplatina.*? Os complexos
aqui estudados apresentam entdo uma grande relevancia.

Os compostos testados foram a tiossemicarbazona (HL1), [Au(L1)CI]CI (1), HAuUCI,,
[Cu(L1)CI] (4) e CuCl..

O complexo [Au(L1)CI]CI (1) inibiu a topo IB de forma dose-dependente, a partir da
concentracdo 1,5 uM. A inibicdo foi completa quando a concentracdo do complexo atingiu 50-
100 uM, conforme se pode ver na Figura 3.9 (A), pela intensidade da banda correspondente ao
DNA super-enovelado (“supercoiled”) e pela auséncia da banda correspondente aos topo-
isdmeros. O efeito inibitério do complexo (1) é aumentado quando o composto é pré-incubado
com a enzima por 5 minutos antes da adicdo do DNA. Nessas condi¢des, a concentracdo de 1,5
UM é suficiente para inibir completamente a atividade enzimatica. (Figura 3.9 (C)). E importante
observar que HAUCI, sozinho foi capaz de inibir a topo IB, mas nesse caso a inibicdo ndo é
completa até a concentracdo testada 400 uM (Figura 3.9 (B)). A pré-incubacdo da enzima com
HAUCI, antes da adicdo de DNA faz aumentar o efeito, indicando que o ouro interage em algum
local da enzima reduzindo sua habilidade de relaxar o DNA. (Figura 3.9 (D)). Comparando os
experimentos da inibicdo de topo IB dose-dependente nas presencas de HAuUCI, e do complexo
(1) pode-se dizer que a coordenacdo do ouro com a tiossemicarbazona fez melhorar a atividade
inibitéria do ouro 8 a 16 vezes (Figura 3.9 comparar (A) e (B)).

Conforme verificado na Figura 3.10, a atividade enzimatica é pouco afetada pelo aumento
da concentragdo de HPyCT4BrPh (HL1), onde ndo se observou um efeito inibitério até a

concentragao testada de 50 uM, Figura 3.10 (A) (colunas 4-10).

7S, Castelli, O. Vassallo, P. Katkar, C.M. Che, RW.Y. Sun, A. Desideri, Arch. Biochem. Biophys. 516
(2011) 108-112.

18 S, Vieira, S. Castelli, A. Desideri, Int. J. Biol. Macromol. 81 (2015) 76-82.

19 K.S. Lovejoy, S.J. Lippard, Dalton Trans. (2009) 10651-10659.

20 R.W. Sun, D.L. Ma, E.L. Wong, C.M. Che, Dalton Trans. (2007) 4884-4892.
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Figura 3.9: Relaxacdo do DNA super-enovelado pela topoisomerase IB na presenca de
concentracdes crescentes (colunas 4-13) de complexo (1) (A) e HAuCI..3H,O (B). Coluna 1:
DNA plasmidial super-enovelado pBlueScript KSII(+); Coluna 2: DNA plasmidial na presenca
de 400uM do complexo (1) ou HAuCl4+.3H,0; Coluna 3: DNA plasmidial na presenca da enzima.
(C) Atividade da relaxacdo da Topo IB na presenca de: E-DNA (colunas 3-6); 1,5uM complexo
(1) (colunas 7-10); depois de 5 minutos de pré-incubacgéo da enzima-complexo (1), antes da adi¢do
do substrato (colunas 11-14); depois de 5 minutos de pré-incubacdo DNA-complexo (1), antes da
adicdo da enzima (colunas 15-18). Coluna 1: DNA plasmidial super-enovelado pBlueScript
KSII(+); Coluna 2: DNA plasmidial na presenca de 1,5 uM complexo (1). (D) Atividade da
relaxacdo da Topo IB na presenca de: E-DNA (colunas 3-6); 1,5uM HAuUCI4.3H,0 (colunas 7-
10); depois de 5 minutos de pré-incubacdo da enzima-HAuUCI4.3H,0, antes da adi¢do do substrato
(colunas 11-14); depois de 5 minutos de pré-incubacdo DNA-HAuUCI..3H,0, antes da adi¢do da
enzima (colunas 15-18). Coluna 1: DNA plasmidial super-enovelado pBlueScript KSII(+);
Coluna 2: DNA plasmidial na presenga de 1,5uM HAuCI..3H0.

O complexo [Cu(L1)CI] (4) reduz significativamente a atividade da Topo 1B com inibi¢&do
enzimatica sendo verificada a partir de 0,75 uM e estando quase completa com a concentragdo do
complexo igual a 3 uM (Figura 3.10 (B)). Por outro lado, nenhum efeito inibitério foi observado
apos a incubagdo da enzima com CuCl; até a concentracdo de 50 uM. Estes resultados indicam
que o efeito observado para o complexo (4) ndo é devido a tiossemicarbazona livre ou ao ion

metélico. E devido ao complexo em si.
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Assim como verificado para o complexo (1), o efeito inibitério do complexo (4) é
aumentado ap6s pré-incubacdo do complexo com a enzima por cinco minutos antes da adi¢do do
DNA (Figura 3.10 (C)). A inibicdo completa da atividade enzimatica é verificada para a

concentracdo 0,75 UM e sugere que o complexo interage com a enzima sozinha.
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Figura 3.10: Relaxacdo do DNA plasmidial super-enovelado em concentracfes crescentes de:
(A) tiossemicarbazona livre. Coluna 2: DNA plasmidial na presenca de 50 uM de HL1; (B)
complexo (4); (C) CuCl,. Coluna 2: DNA plasmidial na presenga de 50 uM do complexo (4) ou
CuCly; Coluna 3: DNA plasmidial na presenca da enzima; Coluna 4-10: E-DNA na presenca de
concentracdes crescentes dos compostos. (D) Relaxacdo do DNA plasmidial super-enovelado em
funcéo do tempo na presenga de: E-DNA (colunas 2-5); 0,75uM do complexo (4) (colunas 6-9);
5 minutos da enzima-complexo pré-incubados antes da adicdo do DNA (colunas 10-13); 5
minutos do DNA-complexo pré-incubados antes da adi¢do da enzima (colunas 14-17). Coluna 1:
DNA plasmidial super-enovelado pBlueScript KSII(+); Coluna 2: DNA plasmidial na presenca
de 0,75 uM complexo (4).

A estrutura de dupla fita em forma de hélice do DNA armazena as informagdes genéticas
de forma segura. Essa informacao, contida nos nucleotideos, fica “escondida” no interior da dupla
fita. No entanto, alteracBes na topologia da estrutura do DNA ocorrem de forma natural nos
processos como replicacdo e transcricdo. Nesses processos ocorre a separacdo das fitas que
formam a dupla hélice e a informagdo genética fica exposta. Essas alteracfes na topologia do

DNA sdo controladas pela enzima topoisomerase, que possui a funcdo de quebrar
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temporariamente as fitas do DNA e depois religa-las. Na etapa em que a enzima cliva a fita do
DNA ocorre a formacdo de um complexo DNA-topoisomerase denominado complexo de
clivagem.

A capacidade do complexo (4) em inibir o processo catalitico da enzima nas etapas de
quebra e religacdo da fita do DNA foi avaliada.

Na etapa de clivagem utilizou-se um substrato denominado “substrato suicida” (DNA) e
a avaliacdo da capacidade do complexo (4) em inibir o processo de clivagem foi realizada por
meio de eletroforese. Na auséncia do complexo (4) cerca de 80% da reacdo de clivagem ocorre
nos primeiros 15 segundos. Na presenca de 12 uM do complexo (4) a reacdo de clivagem é
fortemente inibida e a quantidade de substrato clivado é reduzido para 20% ap6s uma hora de

reacdo. (Figura 3.11)
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Figura 3.11: (A) Estudo de eletroforese em gel de ureia/poliacrilamida dos produtos de clivagem
obtidos na auséncia (colunas 2-9) e na presenga de 12 uM do complexo (4) (colunas 10-17);
coluna 1: substrato; (B) Porcentagem de clivagem em fungdo do tempo na auséncia (linha

continua) e na presenca de 12 uM do complexo (4) (linha tracejada).

No processo de religacdo utilizou-se 0 mesmo substrato “suicida” adicionando um
excesso da enzima e de um outro substrato complementar para que o ciclo catalitico fosse
completado com a formacédo da dupla hélice como produto final. Por meio de eletroforese pode-
se observar que na presenca de 12uM do complexo (4) a velocidade da reacdo é reduzida

indicando que o composto inibe parcialmente o processo de religagéo. (Figura 3.12)
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Figura 3.12: (A) Estudo de eletroforese em gel de ureia/poliacrilamida dos produtos da reagéo
de religacdo realizado pela enzima topo 1B na auséncia (colunas 2-8) e na presenca de 12 uM do
complexo (4) (colunas 9-15); coluna 1: substrato; (B) Porcentagem remanescente do complexo
de clivagem em funcdo do tempo na auséncia (linha continua) e na presenca de 12 uM do

complexo (4) (linha tracejada).

Um dos farmacos conhecidos como inibidores da topoisomerase IB é a Camptotecina.
Esse composto se liga ao complexo de clivagem estabilizando-o e assim inibindo a reacdo de
religacdo devido ao rompimento da dupla-ligagdo.??> Um estudo por meio de eletroforese foi
realizado a fim de se avaliar um possivel mecanismo de ac¢do para o complexo (4).

Apos a incubagdo da enzima com o DNA observa-se um retardamento na mobilidade
eletroforética em relacdo ao DNA puro devido a formacdo do complexo de clivagem DNA-
topoisomerase (Figura 3.13; Colunas 1 e 3). Na presen¢a de 12 uM do complexo (4) ndo se
observou a banda correspondente ao complexo de clivagem, sugerindo assim, que o complexo (4)
ndo permite a interagdo entre a enzima e 0 DNA. Resultado que corrobora a auséncia do processo
de clivagem na presenca do complexo metélico (Figura 3.13; Colunas 1 e 4). A incubacdo do
complexo (4) com o DNA (Figura 3.13; Coluna 2), na auséncia da enzima, mostra que ndo ha

variagdo na mobilidade eletroforética do DNA na presenga do composto.

2LY H. Hsiang, L.F. Liu, Cancer Res. 48 (1988) 1722-1726.
22Y.H. Hsiang, M.G. Lihou, L.F. Liu, Cancer Res. 49 (1989) 5077-5082.
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Figura 3.13: Estudo de eletroforese em gel de poliacrilamida de: Coluna 1: DNA,; coluna 2: DNA
na presenca de 12 uM do complexo (4); coluna 3: DNA + enzima + DMSO; coluna 4: DNA +

enzima + 12 uM do complexo (4); coluna 5: DNA + enzima + 50 uM camptotecina.

Na tentativa de corroborar os resultados de que o complexo (4) é um inibidor do ciclo
catalitico da enzima Topoisomerase IB, experimentos de docagem molecular foram realizados.
Um primeiro experimento foi realizado entre o complexo (4) e a proteina Topo IB isolada e um
segundo experimento foi realizado entre o complexo (4) e o complexo de clivagem Topo-DNA.

No primeiro experimento, observou-se que o complexo (4) se espalha em varias regioes
da estrutura da Topoisomerase IB provocando um impedimento estérico capaz de impedir a
ligacdo do DNA a Topoisomerase (Figura 3.14). No segundo experimento de docagem realizado
entre o complexo (4) e o complexo de clivagem Topo-DNA, observou-se gque as interacdes em
diferentes sitios da enzima provocam um impedimento estérico que € o responsavel pela inibi¢do

das etapas de clivagem e religacdo das fitas. (Figura 3.15)

Figura 3.14: Previsfes de acoplamento do modo de ligagéo
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tiossemicarbazona derivada da
chalcona

do complexo (4) e a proteina sozinha.

Figura 3.15: Previs@es de acoplamento do modo de ligagcdo do complexo (4) com:

(A) complexo covalente; (B) complexo suicida.

68
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Capitulo 4: Hidrazonas e tiossemicarbazonas contendo o grupo farmacoférico nitrogénio
mostarda. Complexos de ouro(l11) das tiossemicarbazonas

4.1 Hidrazonas derivadas de bis(2-cloroetil)amino]benzaldeido

4.1.1. Anélises

Foram obtidas trés hidrazonas inéditas: 4-[bis(2-cloroetil)amino]benzaldeido] fenilhidrazona
(HL2), 4-[bis(2-cloroetil)amino]benzaldeido]-para-clorofenil-hidrazona  (HL3) e  4-[bis(2-
cloroetil)amino]benzaldeido]-metil-hidrazona (HL4). A curva TG para 0 composto HL4 mostra uma
perda de massa de 2,72 % entre 35 a 150 °C referente a presenca de meia molécula de 4gua de hidratacao
(valor tedrico corresponde a 2,89 %).

Na Tabela 4.1 estdo apresentados o rendimento experimental, cor, temperatura de fusao, analise

elementar* e massa molar dos compostos.

Tabela 4.1: Dados de caracterizacdo das hidrazonas HL2, HL.3 e HL 4.

Rend. Temp. de fusdo  , ~. Ol O NI MM
Composto (%) Cor °C) %C YoH YN (g.mol)
59,66 5,85 11,73
HL2 75 Amarelo 83,5-84,2 (5935  (5.26) (11.54) 364,26
54,17 3,99 10,78
HL3 90 Bege 205,0-206,0 (5422)  (455) (10.54) 398,71
[HL4]05H,0 75  Amarelo 94,0-95,0 4981 534 1398 4199

(50,17)  (5,83)  (13,50)

*Qs valores tedricos estdo entre parénteses;

A figura 4.1 mostra as propostas estruturais para HL2, HL3 e HL4 com base nos espectros de
RMN, IV e curvas TG.

; S _% _

P Ve

N Cl
a0 > N
c,/\/
0,5 H,y0
| N
b ~ |
NH

Cl —
(HL2) (HL3) (HL4)

Figura 4.1: Estruturas propostas para as hidrazonas HL2, HL3 e HLA4.

Em razéo da baixa afinidade de ouro(l11) por ligantes contendo oxigénio como dtomos doadores,

ndo foi possivel obter complexos de ouro das hidrazonas aqui estudadas.

69



Capitulo 4: Hidrazonas e tiossemicarbazonas
contendo o grupo farmacoforico nitrogénio mostarda
e complexos de Au(lll) das tiossemicarbazonas.

4.1.1.2. Ressonancia Magnética Nuclear

Os compostos foram caracterizados por RMN de *H, **C, DEPT-135, COSY, HSQC, HMBC e
NOESY. Todos os espectros foram obtidos em DMSO-ds no aparelho de frequéncia 400 MHz.

Nos espectros de RMN de *H e **C dos ligantes HL2 e HL3, observou-se apenas um sinal para
cada hidrogénio e carbono, 0 que sugere a presenca apenas da configuracdo do isdmero E em solucéo.
Ossinaisem 6 11,57 (HL2) e 6 11,63 (HL3) foram atribuidos a N(3)-H. O sinal em & 7,58-7,56 atribuido
ao H12 em HL2, estd ausente em HL3 e HL4. O ligante HL4 apresenta um sinal em & 2,15 atribuido
aos trés hidrogénios do grupo metil. Os sinais atribuidos a C7=N e C8=0 para os ligantes HL2 e HL3
foram, respectivamente, & 148,2; 6 148,6 e 56 162,7; 5 161,6.

Nos espectros de RMN de *H e **C do composto HL4 os sinais dos hidrogénios e carbonos estio
duplicados, indicando a existéncia de isémeros, nas configuracdes E e Z em solucdo® (Figura 4.2)
encontrando-se o isémero E em maior proporcao (60%). Dois sinais de N(3)-H foram observados, em &
11,08 e 5 10,96, atribuidos aos isbmeros Z e E respectivamente. De maneira similar, os sinais de C8=0
em 6 171,4 e 8 165,3 sdo atribuidos aos isdmeros Z e E. Esses dados estdo apresentados nas tabelas 4.2
e4.3.

Cl Cl

CNNCg o
J |

N
\NH HN/

o o
E zZ
Figura 4.2: 1Isbmeros configuracionais E e Z de HL4.

A numerac&o utilizada para a atribuicao de hidrogénios e carbonos das hidrazonas é apresentada

na Figura 4.3.

! A.P. Rebolledo, M. Vieites, D. Gambino, O.E. Piro, E.E. Castellano, C.L. Zani, E.M. Souza-Fagundes, L.R.
Teixeira, A.A. Batista, H. Beraldo, J. Inorg. Biochem. 99 (2005) 698-706.
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Cl

(HL2) . (HL3) (HL4)

Figura 4.3: Estruturas das hidrazonas e numeracdo adotada para as atribui¢cdes dos atomos

constituintes.

Tabela 4.2: Atribui¢bes (A), nimero de hidrogénio (N°), multiplicidade*, deslocamentos quimicos

(ppm) e constante de acoplamentos (J/Hz) dos principais sinais de RMN de *H dos ligantes HL2, HL3

e HL4 (DMSO-ds, 400 MHz).

é
A N° HL2 HL3 7 HL4 E
H2, H6 2 7,51 (t, J=8,7) 7,58(t, J=8,1) - 7,49(t, J=7,8)
H3, H5 2 6,81 (d, J=16,4) 6,84 (d, J=8,6) - 6,81-6,78(m)
H7 1 8,34(s) 8,32(s) 8,01(s) 7,85(s)
H10,H14 2 7,90 (d, J=7,3) 7,93 (d, J=8,4) - -
H11,H13 2 7,58-7,56 (m) 7,58 (t, J=8,1) - -
H12 1 7,58-7,56 (m) - - -
H15, H17 4 3,81-3,75 (m) 3,78 (t, J=5,6) - 3,76(s)
H16, H18 4 3,81-3,75 (m) 3,78 (t, J=5,6) - 3,76(s)
N(3)H 1 11,57 (s) 11,63 (s) 11,08 (s) 10,96(s)
H9 3 - - - 2,15(s)

“Multiplicidade: s=singleto; d=dupleto; t=tripleto; m=multipleto;
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e tiossemicarbazonas
contendo o grupo farmacoforico nitrogénio mostarda

Tabela 4.3: Atribuicio e deslocamentos quimicos dos principais sinais de RMN de *C e DEPT-135 dos
ligantes HL2, HL3 e HL4 (DMSO-ds, 100 MHz).

5

A DEPT  HL2 DEPT  HL3  DEPT . HL4 -
C1 = 122.7 - 122.6 = ; 122.8
C2,C6 2 128.7 2 128.8 2 1286 1282
C3,C5 A 111,8 2 111,9 2 ; 111.8
ca - 148,0 - 148.1 - i 1459
C(7)=N 148,2 2 148.6 2 1461 142,9
C(8)=0 - 162,7 - 161,6 - 1714 1653
Co . 133,7 . 132.4 2 216 204

ci0,c14 1 127.4 2 129.4 i i i

ci1,c13 1 131.4 2 128.4 i i i

Cc12 2 128.3 - 136,2 i i i
ci5,c17 | 51,9 ! 518 ! i 51,9
C16,C18 | 41,0 ! 41,0 ! i 417

Os espectros de RMN de *H e 3C do ligante HL2 estdo representados nas Figuras 4.4 e 4.5

respectivamente.

~
n tT—HooNOUMEAQ N MY — O 00 W~
— Rt it et e et R QoMM N
Cl — GO PNISININISISIS S OO0 W0 MM oM
16 15
18 N 3
CI/\/1 4 2
17
1
5 7
« 6 | —a
o \ &% RERER @ 8 <
[o) Z\I%l M~ ™~ I\I\Nlmr\r\ [tV JVo
I N/ = = /s
4o H10 (
i 8 4 H%\‘ !
o H12 H2 H3
H7 H11,H13] |l He H
14 12
13
) e
2 2 NG B
=} — ~N N —
T T T ¥ ¥ T T T T T T T
8.4 8.3 8.2 8.1 8.0 7.9 7.6 7.4 7.2 7.0 6.8 3.86
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i
N(3)-H l w )
@< QM C“ <
o o=~ — =2}
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Figura 4.4: Espectro de RMN de *H (a 400MHz) da hidrazona HL2 obtido em DMSO-ds.
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Figura 4.5: Espectros de RMN de **C (a 100 MHz) da hidrazona HL2 obtido em DMSO-ds.

A estereoquimica E do ligante hidrazona foi determinada com o auxilio do mapa de contorno

NOESY, por meio do acoplamento de N(3)-H com H7 (Figura 4.6).
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Figura 4.6: Espectro de RMN NOESY da hidrazona HL2 obtido em DMSO-ds.
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4.1.1.3 Espectroscopia de absorcao na regido do infravermelho

Na tabela 4.4 estdo apresentados os numeros de onda méaximos das bandas mais importantes
observadas nos espectros vibracionais das hidrazonas, na regido de 4000-400 cm™.

A banda atribuida ao estiramento da ligagdo C=0 foi observada em 1636, 1638 e 1656 cm™ nos
ligantes HL2, HL3 e HL4 respectivamente. As bandas em 1612-1595 cm™ foram atribuidas ao
estiramento da ligagdo C=N. O estiramento N-H foi observado em 3217, 3180 e 3080 cm™ nas
hidrazonas HL2, HL3 e HL4 respectivamente. Uma absorcao larga em 3460 cm™ no espectro de HL4
foi atribuida a vibra¢do v(O-H). Na Figura 4.7 estdo representados os espectros de infravermelho para
as hidrazonas HL2, HL.3 e HL 4.

Tabela 4.4: Atribuigdes das principais bandas (v/em™) de absor¢do na regido do infravermelho das
hidrazonas HL2, HL3 e HL4.

Composto v(O-H) v(N-H) v(C=0) v(C=N)
HL2 - 3217 1636 1604-1595
HL3 - 3180 1638 1612-1600
HL4 3460 3080 1656 1610

74



Capitulo 4: Hidrazonas e tiossemicarbazonas
contendo o grupo farmacoforico nitrogénio mostarda
e complexos de Au(lll) das tiossemicarbazonas.

y

L Ly L Ly L L L B L L LA L LAl Ly L Ly L gL LR A L Ly L LB L oLs Ly L e L s LA a s L L
4000 3800 3600 3400 3200 3000 2800 2600 2400 2200 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600 400
‘Wavenumber (cm-1)

Figura 4.7: Espectros de absorcdo na regido do infravermelho das hidrazonas HL2, HL3 e HL4

obtidos em pastilhas de KBr.

4.1.1.4. Cristalografia de Raios X

Foi obtido monocristal do ligante HL2 adequado para a difracdo de raios X, apos a
recristalizacdo do composto a temperatura ambiente em DMSO-dg. A estrutura cristalografica de HL2
foi obtida em um difratdmetro Oxford-Diffraction GEMINI (LabCri) com fonte de grafite MoKa (A =
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0,71073 A). Os dados foram coletados a temperatura ambiente (293 K) utilizando o programa
CrysalisPro.? Foi aplicada a corregdo de absorcdo baseada no método de varredura maltipla. Usando
Olex2.* A estrutura foi resolvida com o programa de solucio de estrutura XT15.* O procedimento de
refinamento de minimos quadrados de matriz completa em F? com pardmetros térmicos anisotropicos
foi realizado usando o pacote de refinamento XL16.° Os pardmetros de deslocamento atémico
posicionais e anisotropicos foram refinados para todos os atomos ndo hidrogenados. Os atomos de
hidrogénio foram colocados geometricamente e os parametros posicionais foram refinados usando um
modelo de equitacdo.

Na Tabela 4.5 estdo apresentados os dados relacionados a coleta e refinamento da estrutura
cristalina. Na figura 4.8 esta representado o diagrama ORTEP. Os principais valores de comprimentos
e angulos de ligacdo estdo apresentados nas Tabelas 4.6 e 4.7 respectivamente.

Figura 4.8: Diagrama ORTEP para a hidrazona (HL2).

As distancias e os angulos de ligacdo sdo bem similares aos encontrados na literatura para
hidrazonas com estruturas semelhantes.® A distancia da ligacdo C8=0 foi 1,225(2) e a distancia da
ligacdo C7=N2 foi 1,274(3), conforme esperado para ligagcdes duplas. A ligacdo N2-N3 apresentou uma
distancia de 1,393(2) em concordancia com o caréater de ligacdo simples dessa ligacdo. De acordo com

os dados obtidos, a proposta de estrutura do ligante foi confirmada.

2 Oxford Diffraction, CrysAlisPro CCD and CrysAlisPro RED: Version 1.171.35.21 (Release 20-01-2012
CrysAlis171.NET), Oxford Diffraction Ltd, Yarnton, Oxfordshire, England, 2010.

% Dolomanov, O.V., Bourhis, L.J., Gildea, R.J, Howard, J.A.K. & Puschmann, H. (2009), J. Appl. Cryst. 42,
339-341

4 Sheldrick, G.M. (2015). Acta Cryst. A71, 3-8.

5 Sheldrick, G.M. (2008). Acta Cryst. A64, 112-122.

& A.A.R. Despaigne, G.L. Parrilha, J.B. Izidoro, P.R. da Costa, R.G. dos Santos, O.E. Piro, E. E. Castellano, W.R.
Rocha, H. Beraldo, Eur. J. Med. Chem. 50 (2012) 163-172.
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Tabela 4.5: Resumo da colecdo de dados cristalogréficos e os resultados dos refinamentos da estrutura
cristalogréafica do ligante (HL2).

Dados HL2
Formula empirica CisH1sCI2N30
Massa molecular (g mol™) 364,26
Temperatura (K) 293(2)
Sistema cristalino, grupo espacial ortorrdmbico, Pca2l
Tamanho do cristal 0.3x0.27 x0.25
Parametros da célula unitéria
a(A) 9.8199(3)
b (A) 19.3212(7)
c(A) 9.4660(3)
a () 90
pC) 90
Y () 90
Vv (A% z 1796.01(11) /4
Densidade calculada (mg m™®) 1,347
Coeficiente de absor¢do (mm™) 0,371
F(000) 760
Intervalo de 6 (°) 2.11-29.41
Faixa de indices de Miller -13<h<12
-25<k <26
-13<1<13
Reflexdes coletadas 20532
Reflexdes Unicas (Rin) 4550 (0.0308)
Dados/restricBes/parametros 4550/1/217
S 1.054
Indices de R final [I>20(I)] R1=0.0433, wR2 =0.1073
Indices de R (todos os dados) R1=0.0537, wR2 = 0.1145
Apmix € Apmin (8 A®) 0.407 e -0.473

Tabela 4.6: Principais comprimentos (A) de ligacdo da hidrazona (HL2). Desvio padrdo entre
parénteses.

Ligacéo HL2
C1-C7 1.456(3)
N2-C7 1.274(3)
N2-N3 1.393(2)
N3-C8 1.345(3)
C8-0 1.225(2)

Tabela 4.7: Principais angulos (°) Qe ligacdo da hidrazona (HL2). Desvio padrdo entre parénteses.

Angulo HL2
N3-C8-0O 122.78(18)
C7-N2-N3 115.85(16)
N3-C8-C9 116.26(17)
C8-N3-N2 118.21(16)
C1-C7-N2 120.39(18)
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4.2 Tiossemicarbazonas derivadas de bis[(2-cloroetil)amino]benzaldeido e seus complexos
de ouro(l)

4.2.1 Anélises

Foram sintetizadas trés tiossemicarbazonas, entre as quais duas ja foram descritas na literatura:
4-[bis(2-cloroetil)amino]benzaldeido-N(4)-feniltiossemicarbazona (HL5)’, 4-[bis(2-
cloroetil)amino]benzaldeido-N(4)-para-clorofenil-tiossemicarbazona (HL6) e 4-[bis(2-
cloroetil)amino]benzaldeido-N(4)-metil-tiossemicarbazona (HL7)® e seus respectivos complexos
(inéditos) de ouro (I11) (5), (6) e (7).

Os valores obtidos para as microandlises e condutividades molares indicam a obtencdo de

complexos de ouro(lll) do tipo [Au(L)CI;].2HCI, onde L € o ligante tiossemicarbazona na sua forma

anidnica. Os compostos (5), (6) e (7) apresentam dois cloretos coordenados ao metal, em concordancia
com a obtencéo de compostos de ouro(l11). Na curva TG para o complexo (5) observa-se uma perda de
massa de 9,72 % em torno de 200 °C, que confirma a presenca de duas moléculas de HCI (valor teérico:
9,92 %). A curva TG para o complexo (6) mostra uma perda de massa de 4,26 % entre 35,0 e 170,0 °C
referente a presenca de duas moléculas de agua de hidratacao (valor tedrico corresponde a 4,92%) e uma
perda de 8,83 % em torno de 200 °C, de acordo com a presenca de duas moléculas de HCI (valor teérico:
9,05 %). O composto (7) apresenta uma molécula de agua de hidratacéo, o que pode ser confirmado pela
TG, onde se observou uma perda de massa de 2,57 % entre 35,0 e 170,0 °C (valor teérico corresponde
2,61 %) e uma perda de massa de 10,50 % referente a duas moléculas de HCI (valor tedrico: 10,55 %)
proximo a 200°C. Assim, os dados das curvas TG confirmam as moléculas de solvente propostas pelos
dados de analise elementar.

A analise condutimétrica (DMF 1,0 x 10° mol L™) indica que os complexos apresentaram
condutividade molar de 32,26 Q* cm?mol™, 23,41 Q@ cm?mol™ e 15,56 Q* cm? mol™ respectivamente,
compativel com a presenca de um composto neutro®. No entanto, o valor relativamente alto das
condutividades sugere possivel dissociagdo de HCI em solucdo. Dessa forma, propde-se a formacao dos
compostos [Au(L5)Cl2].2HCI (5), [Au(L6)Cl2].2HCI.2H:0 (6) e [Au(L7)CI2].2HCI.H20 (7).

Na Tabela 4.8 estdo apresentados o rendimento experimental, cor, temperatura de fusdo, analise

elementar*, massa molar e condutimetria dos compostos.

7 Sankaraperumal, A.; Karthikeyan, J.; Shetty, A.N.; J. Struct. Chem. 53 (2012) 932-937.
8 Sankaraperumal, A.; Karthikeyan, J.; Shetty, A.N.; Lakshmisundaram, R.; Polyhedron 50 (2013) 264-269.
®W. J. Geary, Coord. Chem. Rev. 7 (1971) 81.
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Tabela 4.8: Dados de caracterizagdo das tiossemicarbazonas (HL5), (HL6) e (HL7) e seus complexos

de ouro(I) (5), (6) e (7).

Composto R(((e);)()j Cor fu;réeoT%C) %C*  %H*  9%N~* (g.'\rfwlc\nlll'l) AMP
HL5 97 Amarelo  173,5-174,0 (gjzgg) (g:ig) éjﬁ% 395,35 :
(5) 50 Preto  Dec. > 169,0 ég:jé) (%g) (;:ég) 73513 3226
HL6 70 Amarelo  171,0-172,2 (ggzgg) (ﬁg) égzgi) 429,79 :
(6) 68  Verdeescuro Dec. > 162,0 ég:gj) ézgg) (g:gé) 80559 2341
HL7 70 Amarelo  140,4-142,9 (jg:gé) (2:91471) (ig:gg) 333,28 :
% 50  Verdeescuro Dec. > 156,0 (gzgg) é:gg) (;:ﬂ) 691,06 1556

*Os valores tedricos estdo entre parénteses; * Decompde:

dec.: °cm? Q1 mol!

A Figura 4.9 mostra as propostas estruturais para os ligantes HL5, HL6 e HL7 e seus

respectivos complexos de ouro(l1) (5), (6) e (7).

J

Cl

/

NH

—2=

R= Ph (HLS5)
p-CIPh (HL6)
CH; (HL7)

Cl

Cl

R= Ph; X=2HCI (5)
R= p-CIPh; X= 2HCI;2H,0 (6)
R= CH;; X=2HCI; H,0 (7)

Figura 4.9: Estruturas propostas para os ligantes HL5, HL6 e HL7 e para os
complexos de ouro(lll) (5), (6) e (7).
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4.2.1.1. Ressonancia Magnética Nuclear

Os compostos foram caracterizados por RMN de *H, **C, DEPT-135, COSY, HSQC, HMBC e
NOESY. Todos os espectros foram obtidos em DMF-d; no aparelho de frequéncia 400 MHz.

Nos espectros de RMN de *H e *C dos ligantes HL5, HL6 e HL7 e complexos (5), (6) e (7)
observou-se um sinal para cada hidrogénio e carbono, o que sugere a presenga apenas da configuracao
do isbmero E em solugdo. A estereoquimica E dos ligantes foi determinada com o auxilio do mapa de
contorno NOESY, por meio do acoplamento de N(3)-H com H7. Os sinaisem 6 11,51,611,60e6 11,11
foram atribuidos a N(3)-H em HL5, HL6 e HL 7 respectivamente. Nos espectros de *H dos complexos,
verifica-se o desaparecimento do sinal referente a N(3)-H, indicando que a tiossemicarbazona encontra-
se coordenada ao metal na sua forma desprotonada.

Os sinais de todos os hidrogénios e carbonos sofreram significativos deslocamentos apds a
coordenacdo. O ligante HL7 apresenta um sinal em & 3,15 atribuido aos trés hidrogénios do grupo metil.
Esse sinal deslocou-se para & 3,22 ap6s a complexagdo com o ouro.

Observa-se nos complexos, um deslocamento significativo dos sinais referentes a C7=N e C8=S,
em concordancia com a coordenacao ao enxofre e ao nitrogénio iminico. Nos ligantes HL5, HL6 e HL7,
os sinais referentes a esses carbonos aparecem em 143,9 (C7) e 176,2 (C8) ppm, 144,2 (C7) e 176,2
(C8) ppm, 142,7 (C7) e 178,5 (C8) ppm respectivamente. Nos complexos (5), (6) e (7), esses sinais sdo
observados 155,5 (C7) e 165,6 (C8) ppm, 156,1 (C7) e 165,3 (C8) ppm, 148,7 (C7) e 163,3 (C8) ppm
respectivamente.

Esses dados estdo apresentados na tabela 4.9 e 4.10. A numeracao utilizada para a atribuicdo de

hidrogénios e carbonos das tiossemicarbazonas estd apresentada na Figura 4.10.

Cl

(HLS) (HL6) (HL7)
Figura 4.10: Estruturas das tiossemicarbazonas e numeracdo adotada para a atribuicdo dos atomos

constituintes.
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Tabela 4.9: Atribuicdes (A), nimero de hidrogénio (N°), multiplicidade®, deslocamentos quimicos
(ppm) e constante de acoplamentos (J/Hz) dos principais sinais de RMN de *H dos ligantes (HLS5),
(HL6) e (HL7) e seus respectivos complexos (5), (6) e (7). (DMF-d7, 400 MHz)

5
A Ne HL5 (5) HL6 (6) HL7 )
e > 6,91 7,02 6,91 7,08 6.88 6,91
' (d, J=8,9) (4,J=91)  (4,J=89) (d,J=9,1) (d,J=8,9) (d,J=8,6)
- , 7.80 8.19 7.85 8.18 7,69 773
: (t, J= 8.5) (4,J=90)  (d,J=88) (d,J=9.1) (d,J=88) (d,J=8,5)
H7 1 8.26 (s) 8,68 (s) 826(s) 872(s) 813(s)  840(s)
7.80 762 7.78 7.66
HIO HI14 2 (t, J= 85) @,9=7.9)  (d,J=88) (d,J=88) J J
7.38 750 743 755
HILHI3 2 (t, J=7.8) (tJ=7.8)  (d,J=88) (d,J=8.8) ° -
719 721
H12 1 (t, J=7.4) (t, J=7.3) - J J J
3.87 4,04 3,91 4,06 3.89 3.91
HIS, K17 4 (t, 3=12.2) (tJ=66) (dJ=57) (1J=66) (d,J=5,6) (d,JI=6,0)
3.87 3.92 385 397390 385 3,86
H16, H18 4 (t, 3=12.2) tJ=65  (LJ=62)  (m)  (dJ=57) (d I=6,0)
N(3)-H 1 11,51 (s) ; 11,60 (s) : 11,11 (s) :
N(4)-H 1 10,09 (s) 10,47(s) 10,19 (s) 10,55(s) 8,53 (5) 9,09 (s)
" 5 ] ] ] ] 3.15 3,22

(d, J=4,6) (d,J=4,5)

amultiplicidade: s=simpleto; d=dupleto; t=tripleto; m=multipleto
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complexos de Au(lll) das tiossemicarbazonas.

Tabela 4.10: Atribuicio e deslocamentos quimicos dos principais sinais de RMN de **C e DEPT-135 dos ligantes (HL5), (HL6) e (HL7) e seus respectivos

complexos (5), (6) e (7). (DMF-d7, 100 MHz)

6

Atribuicédo DEPT HL5 DEPT 5 DEPT HL6 DEPT 6 DEPT HL7 DEPT 7
C1 - 123,3 -- 118,4 -- 123,2 -- 118,2 - 123,5 - 123,6
C2,C6 T 112,2 T 113,3 T 112,2 T 113,4 1 112,1 1 113,0
C3,C5 T 1251 T 138,0 T 129,6 T 137,9 1 129,1 1 130,5
C4 - 148,7 -- 153,2 -- 148,8 -- 153,4 - 148,3 - 149,8
C(7)=N T 143,9 T 155,5 T 1442 T 156,1 T 142,7 T 148,7
C(8)=S - 176,2 - 165,6 -- 176,2 -- 165,3 - 178,5 - 163,3
C9 - 140,0 - 141,9 -- 129,5 -- 129,9 T 30,7 T 32,04

C10,C14 T 129,6 T 122,3 T 126,8 T 123,6 - - - -

C11,C13 T 128,3 T 130,2 T 128,2 T 130,2 - - - -

C12 T 1251 -- 125,7 -- 139,0 -- 140,8 - - - -
C15, C17 N 52,7 N 53,3 N 52,7 N 53,2 { 52,6 d 53,4
Cl16, C18 N 41,3 N 42,0 N 41,3 N 42,0 { 41,3 d 42,1

Nas Figuras 4.11 e 4.12 estdo representados os espectros de *H e de **C do ligante HL5 e seu complexo (5).
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Figura 4.11: Espectros de RMN de *H (a 400MHz): (A) ligante HL5 e (B) complexo (5), obtidos em
DMF-d-.
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4.2.1.2. Espectroscopia de absorcao na regido do infravermelho

Na Tabela 4.11 estdo apresentados os nimeros de onda maximos das bandas observadas nos
espectros vibracionais dos ligantes HL5-HL7 e dos complexos (5-7) na regido de 4000 a 400 cm™. Os
espectros de HL5 e (5) estdo apresentados na Figura 4.13.

Nos espectros dos ligantes, observam-se bandas em torno de 3374-2962 cm™ as quais foram
atribuidas aos estiramentos dos grupos N(3)-H e N(4)-H.%° As bandas em 1600 cm™, 1602 cm™ e 1610
cm™ referentes ao estiramento da ligagdo C=N e as bandas em 696 cm™, 726 cm™ e 628 cm™ referentes
ao estiramento da ligacdo C=S foram observadas em HL5, HL6 e HL7 respectivamente. Para 0s
complexos, pode-se observar a auséncia do estiramento referente a N(3)-H, em concordéancia com a
proposta de desprotonacdo da tiossemicarbazona ap6s a coordenacdo ao metal. A banda referente ao
estiramento C=S deslocou-se para menor nimero de onda, nos complexos, indicando a coordenacao
pelo enxofre. Uma absorcéo larga em 3396 cm™ no espectro de (6) e em 3420 cm™ no espectro de (7)

foi atribuida a vibragdo v(O-H).

Tabela 4.11: Atribuicbes das principais bandas (v/em™) de absorcio na regido do infravermelho dos
ligantes (HL5), (HL6) e (HL7) e dos complexos (5), (6) e (7).

Composto v(O-H) v(N-H) v(C=N) v(C-S)
HL5 - 3248, 3154-2982 1600 696
(5) - 3372 1606 660
HL6 - 3246, 3146-2978 1602 726
(6) 3396 3262 1608 708
HL7 - 3374,3150-2962 1610 628
(7) 3420 3352 1606 600

10 K. Nakamoto, Infrared and Raman spectra of inorganic and coordination compounds Part B. 6th ed. New York:
Wiley, 2009.
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Figura 4.13: Espectros de absorcao na regido do infravermelho: (A) do ligante HL5 e (B) do

4.2.1.3. Cristalografia de Raios X

complexo (5), obtidos em pastilhas de KBr.

Cristais de HL6 foram obtidos a partir de uma solu¢do de metanol. A estrutura cristalogréafica
foi obtida em um difratdmetro Oxford-Diffraction GEMINI (LabCri) com fonte de grafite MoKa (A =

0,71073 A). Os dados foram coletados a temperatura ambiente (293 K) utilizando o programa

CrysalisPro.? Foi aplicada a correcdo de absor¢do baseada no método de varredura maltipla. Usando

Olex2.2 A estrutura foi resolvida com o programa de solucéo de estrutura XT15.* O procedimento de

refinamento de minimos quadrados de matriz completa em F? com parametros térmicos anisotropicos
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foi realizado usando o pacote de refinamento XL16.> Os parametros de deslocamento atdmico
posicionais e anisotropicos foram refinados para todos os 4tomos ndo hidrogenados. Os atomos de
hidrogénio foram colocados geometricamente e os parametros posicionais foram refinados usando um
modelo de equitacdo.

Na Tabela 4.12 estdo apresentados os dados relacionados a coleta e refinamento da estrutura
cristalina. Na Figura 4.14 esta representado o diagrama ORTEP do composto. Os principais valores de
comprimentos e angulos de ligacao estdo apresentados nas tabelas 4.13 e 4.14 respectivamente.

As distancias e os angulos de ligacdo sdo bem similares aos encontrados na literatura para
tiossemicarbazonas com estruturas semelhantes'’. A distancia da ligacio C8-S1 foi 1,687(3) A e a
distancia de ligacdo de C1-C7 foi 1,447(4) A. Para as ligacdes N2-C7 e N2-N3 as distancias foram
1,276(3)A e 1,379(3)A respectivamente. De acordo com os dados obtidos, a proposta de estrutura do

ligante foi confirmada.

Figura 4.14: Diagrama ORTEP para a tiossemicarbazona HL®6.

11 M. A. Soares, Bioorg. & Med. Chem. 20 (2012) 3396.
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cristalogréafica dos ligantes (HL6).

Dados HL6
Férmula empirica CigH19CL6N4S
Massa molecular (g mol™t) 429,79
Temperatura (K) 293(2)

Sistema cristalino, grupo espacial

Monoclinico, P21/c

Parametros da célula unitaria

a(A) 16.5839(3)
b (A) 13.0854(2)
c(A) 9.71070(10)
a(®) 90
B (°) 101.354(2)
Y () 90
V (A% 2066.05(6)
Z 4
Densidade calculada (mg m) 1.362
Coeficiente de absorgdo (mm) 5.035
F(000) 864.0
Intervalo de 0 (°) 5.436 - 133.122
Faixa de indices de Miller -19<h<19
-15<k <15
-11<1<11
Reflexdes coletadas 32388

Reflexdes Unicas (Rint)

3640 [Rint = 0.0527,
Rsigma = 0.0199

Dados/restri¢c6es/parametros 3640/0/255
S 1.038
Indices de R final [I>2a(I)] R1 =0.0557, wR2 =
0.1534
Indices de R (todos os dados) R1 = 0.0665, wR2 =
0.1661
Apmax € Apmin (€ A%) 0.65¢ -0.32

Tabela 4.14: Principais a

Ligacdo HL6
C1-C7 1,447(4)
N2-C7 1,276(3)
N2-N3 1,379(3)
N4-C8 1,343(4)
N4-C9 1,426(4)
C8-S1 1,687(3)

ngulos (°) de ligacéo do ligante (HL6). Desvio padr

Angulo HL6
N4-C8-S1 124.1(2)
C7-N2-N3 115,4(2)
C8-N4-C9 123,2(2)
C8-N3-N2 120,1(2)
N3-C8-S1 120,2(2)
N3-C8-N4 115,6(2)

Tabela 4.12: Resumo da colecdo de dados cristalograficos e os resultados do refinamento da estrutura

Tabela 4.13: Principais comprimentos (A) de ligacdo do ligante (HL6). Desvio padréo entre parénteses.

40 entre parénteses.
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4.3 Avaliacéo da atividade bioldgica da hidrazona, das tiossemicarbazonas e seus
complexos

4.3.1 Atividade citotoxica

A atividade citotoxica dos compostos foi testada utilizando as linhagens celulares NCI1-H460
(cancer de pulmao), MCF-7 (cancer de mama), HUVEC (células endoteliais da veia umbilical humanas,
usada como modelo de células ndo tumorais) e melanomas B16F10, A375 e A2058. Os compostos
testados foram os ligantes HL2, HL5, HL6 e HL7, os complexos (5), (6) e (7) e o reagente de partida
nas sinteses, HAuCls.3H,0. Os compostos foram submetidos a determinacao da concentragao citotdxica
para 50% das células (Clso).

A atividade citotoxica das tiossemicarbazonas livres e seus complexos ja é bastante estudada na

121314151617.18 N3 tentativa de melhorar essa atividade, adicionamos um grupo alquilante N-

literatura.
mostarda a estrutura. Esse grupo tem sido descrito na literatura com potencial atividade antitumoral e 0
mecanismo de acio envolve a ligagio ao DNA.*

Conforme mostrado na Tabela 4.15, apenas HL5 exibiu efeitos citotoxicos. Estes efeitos foram
observados apenas nas células de melanoma B16F10 com Cls de 17,1 + 3,1. Em contraste, HL5 ndo
induziu efeitos citotéxicos em células HUVEC nao-malignas. Considerando a atividade na célula
HUVEC, o ligante foi no minimo 12 vezes mais ativo frente a linhagem tumoral. Outro fator a ser
considerado é a especificidade desse composto para apenas essa linhagem celular tumoral B16F10.

Observou-se uma diminuicdo na atividade do complexo (5) quando comparado ao ligante, na
mesma linhagem tumoral. O complexo (5) apresentou atividade comparavel ao sal de ouro frente a
linhagem B16F10, no entanto, o complexo foi seletivo pois ndo apresentou atividade frente as células
sadias HUVEC, ao contrario do sal de ouro que foi toxico nessas células.

O ligante HL6 e seu complexo (6) ndo apresentaram atividade frente a nenhuma linhagem

celular testada, enquanto o ligante HL7 foi moderadamente téxico apenas nas células sadias. O

12 M. A. Soares, J. A. Lessa, I. C. Mendes, J. G. Da Silva, R. G. dos Santos, L. B. Salum, H. Daghestani, A. D.
Andricopulo, B. W. Day, A. Vogt, J. L. Pesquero, W. R. Rocha, H. Beraldo, Bioorg. Med. Chem. 20 (2012) 3396-
3409

13V, Vutey, S. Castelli, I. D'Annessa , L. B. P. Samia, E. M. Souza-Fagundes, H. Beraldo, A. Desideri, Archives
of Biochemistry and Biophysics 606 (2016) 34-40

14p.J. Jansson, D. S. Kalinowski, D. J.R. Lane, Z. Kovacevic, N. A. Seebacher, L. Fouani, S. Sahni, A. M. Merlot,
D. R. Richardson, Pharm. Res. 100 (2015) 255-260.

15 . Qia, J. Dengc, K. Qiana, L. Tiana, J. Lib, K. Heb, X. Huangb, Z. Chengd, Y. Zhengb, Y. Wanga, Eur. J. Med.
Chem. 134 (2017) 34-42.

16 A, A. Oliveira, G. M. C. Perdigdo, L. E. Rodrigues, J. G. da Silva, E. M. Souza-Fagundes, J. A. Takahashi, W.
R. Rocha, H. Beraldo, Dalton Trans. 46 (2017) 918-932.

7], A. Lessa, J. C. Guerra, L. F. Miranda, C. F.D. Romeiro, J. G. Da Silva, I. C. Mendes, N. L. Speziali, E. M.
Souza-Fagundes, H. Beraldo, J. Inorg. Biochem. 105 (2011) 1729-1739.

18 G. L. Parrilha, K. S. O. Ferraz, J. A. Lessa, K. N. Oliveira, B. L. Rodrigues, J. P. Ramos, E. M. Souza-Fagundes,
I. Ott, H. Beraldo, Eur. J. Med. Chem. 84 (2014) 537-544.

195, Karmakar, K. Purkait, S. Chatterjee, A. Mukherjee, Dalton Trans. 45 (2016) 3599-3615.
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complexo (7) apresentou uma baixa atividade frente a linhagem MCF-7, na mesma ordem de grandeza
do sal de ouro.

Tabela 4.15: Efeito citotdxico (Clso) das tiossemicarbazonas (HL5), (HL6) e (HL7), dos complexos
(5), (6) e (7) e do sal HAuCIL..3H,0, frente as linhagens celulares B16F10, NCI-H460, MCF-7 e
HUVEC. Os dados sdo expressos como média + erro padrao.

Valores de Clso (uM)

Compostos B16F10 NCI-H460 MCF-7 HUVEC
HL5 17,17 (£ 3,1) >200 >200 >200
(5) 73,28 (+ 6,6) >200 >200 >200
HL6 >200 >200 >200 >200
(6) >200 >200 >200 >200
HL7 >200 >200 >200 52,3 (£ 8,5)
(7) >200 >200 133,2 (x5,0) >200
HAuCl4.3H20 67,6 (£9,2) >200 108,4 (x 7,6) 86,6 (+ 6,2)
cl
Cl

e |
J S x

| cl |
N .
“SNH ¢ /N
MU
a” s NH
S NH |
| L
R _ pu—
. PhC(lIlth; 51)1L6 R=Ph; X=2HCl (5)
g R= p-CIPh; X= 2HCI;2H,0 (6)
CH; (HL7)

R= CH,; X=2HCI; H,0 (7)

Assim, para avaliar ainda mais os efeitos citotéxicos de HL5 contra melanoma, estendemos o
teste de viabilidade celular a outras linhagens de melanomas. Na tentativa de relacionar
estrutura/atividade, também investigamos os efeitos citotdxicos da hidrazona HL2. Enquanto HL.2 ndo
apresentou atividade, HL5 apresenta efeitos citotdxicos nas células de melanoma A2058, enquanto que
as células de melanoma A375 foram resistentes a HL5 ap6s 24 horas do tratamento (Tabela 4.16).

Portanto, HL5 foi capaz de reduzir a viabilidade celular das células de melanoma B16F10
(murino) e A2058 (humano) sem afetar a viabilidade das células endoteliais humanas, sugerindo que

este composto ou seus analogos poderiam ser explorados como candidatos a farmacos antimelanomas.
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Tabela 4.16: Efeito citotdxico (Clso) de HL5 e HL2, frente as linhagens celulares de melanomas
B16F10, A2058, A375 e frente a linhagem celular sadia HUVEC. Os dados sdo expressos como média

+ erro padrdo.

Valores de Clso (uM)

Compostos B16F10 A2058 A375 HUVEC
HL5 171731 813+95 >200 >200
HL2 >200 >200 >200 >200

A partir dos resultados obtidos para a atividade citotoxica dos compostos, observa-se que a
estratégia de adicionar o grupo N-mostarda, com atividade antitumoral previamente conhecida, a
estrutura da tiossemicarbazona/hidrazona ndo se mostrou tdo eficiente para a maioria dos compostos
sintetizados. No entanto, vale a pena ressaltar que para o ligante HL5 essa estratégia se mostrou bastante
promissora devido a alta seletividade desse composto frente a uma linhagem tumoral especifica. De
qualquer modo, uma investigacdo sobre os possiveis alvos biolégicos desse composto mostra-se de
extrema relevancia.

A complexagdo ao ouro, de uma forma geral, ndo resultou em uma melhora na atividade, no
entanto, para o complexo (5) a melhor seletividade quando comparado ao sal de ouro sugere que 0
ligante, com sua atividade citotdxica intrinseca, ajude a direcionar o metal coordenado para as células
tumorais.

Uma vez que a alquilagdo do DNA por compostos contendo o grupo N-mostarda esta
diretamente relacionada ao par de elétrons disponivel no nitrogénio, pode-se sugerir que o aumento da
conjugacdo apds a insercdo do grupo mostarda a estrutura da tiossemicarbazona diminui a
disponibilidade do par de elétrons do nitrogénio mostarda, afetando assim a ligagdo ao DNA. Apds a
complexacdo, a desprotonacdo da tiossemicarbazona aumenta ainda mais essa conjugacdo tornando o

par de elétrons do nitrogénio do grupo mostarda ainda menos disponivel.

4.3.2 Avaliacao de morte celular

Devido ao efeito citotoxico de HL5 em células de melanomas, foi realizado um estudo de
mecanismo de acdo desse composto. A reducédo da viabilidade das células de melanoma por HL5 pode
ser o resultado de morte celular por meio de apoptose ou indugdo de necrose. Para isso, realizou-se
citometria de fluxo usando o ensaio de Anexina V/IP.

Nos ensaios de apoptose as células foram marcadas com anexina V-FITC e iodeto de propideo

(IP). A anexina V é uma proteina que possui a capacidade de se ligar aos residuos da fosfatidilserina
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expostos na superficie da membrana plasmatica em situagdes de morte celular.® A conjugacio do
corante FITC (Isotiocianato de fluoresceina) a anexina V permite identificar e quantificar células
apoptoticas. O iodeto de propideo foi utilizado para diferenciar as células apoptéticas e necréticas, uma
vez que 0 mesmo é capaz de corar apenas células com membrana plasmatica danificada, ou seja, apenas
células nos estagios tardios de apoptose ou necrose celular.”#

Conforme mostrado na Figura 4.15, o tratamento de células BI6F10 com 10 € 20 uM de HL5
induz a morte celular por necrose nas células de melanoma. Além disso, houve um aumento das células
B16F10 marcadas com IP ap6s o tratamento com HLJ5, indicando comprometimento da viabilidade
celular. Assim, podemos sugerir que HL5 mostra efeitos de antimelanoma através da indugdo da morte

celular por necrose em células B16F10.

20 ], F. Tait, D. Gibson, K. Fujikawa, J. Biol. Chem. 264 (1989) 7944-7949.

21|, Vermes. C. Haanen, H. Steffens-Nakken, C. Reutelingsperger, J. Immunol. Meth. 184 (1995) 39-51.

22 G, Koopman, C. P. M. Reutelingsperger, G. A. M. Kuijten, R. M. J. Keehnen, S. T. Pals, M. H. J. van Oers,
Blood 84 (1994) 1415 — 1420.
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Figura 4.15: Necrose em células de melanoma B16F10 por HL5. As células foram tratadas por 12 h
com HL5 (10 e 20uM) ou cisplatina 50uM (controle positivo para apoptose), coradas duas vezes com
anexina V/PI e analisadas por citometria de fluxo (potencidmetros de pontos em (A). A % de células
necroticas (anexinV-/Pl+) e apoptéticas (anexinV+/Pl+ e anexinV+/ PIl-) foram consideradas
separadamente. HL5 aumentou a populacdo celular necrética e apoptética (*** p <0,001 versus
controle), embora a via principal da morte celular fosse necrose. Todos esses dados sdo significativos
da porcentagem de células positivas £ DP (n = 3).

4.3.3 Investigacao dos niveis de expressao das proteinas das vias de sinalizacdo apoptéticas

Os efeitos de HL5 sobre a ativacdo da morte celular por necrose foram analisados com mais
detalhes por Western Blot. Assim, as células B16F10 foram tratadas durante 24h com HL5 e cisplatina
(controle positivo). Para investigar os eventos moleculares iniciados pelo tratamento com HLJ5, as vias
intrinsecas (mitocondriais) foram avaliadas.

Quando acontece qualquer tipo de lesdo (irreparavel) na célula isso desencadeia um processo de
morte celular programada (Apoptose). O processo de apoptose acontece quando ocorre uma mudanca
na permeabilidade da membrana mitocondrial, resultando em ruptura dessa membrana e a liberacdo de
moléculas para o citosol, como por exemplo o Citocromo C, que ativam as enzimas caspases que sao
responsaveis pela ativacdo do processo de apoptose.
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Dentro das células existe um equilibrio de proteinas denominadas anti-apoptéticas (Bcl2 e Bcl-
xL) e pro-apoptéticas (BAD) que impedem a célula de entrar em processo de apoptose de forma
aleatéria. Quando esse equilibrio € modificado, ocorre uma alteragdo na permeabilidade da membrana
mitocondrial e 0 processo de morte celular pode ser desencadeado.

Em células tumorais hd uma elevada expressdo de proteinas anti-apoptéticas responsaveis pela
resisténcia apresentada aos quimioterapicos pois, impedem que a célula entre em apoptose levando a
um aumento do tumor.

A clivagem de PARP, um substrato de ativacdo de caspase foi observada apenas nas células
tratadas com cisplatina (controle positivo). Consequentemente, houve um aumento na ativacdo da
caspase-3 de células tratadas com cisplatina. Em contraste, HL5 ndo induziu a clivagem da caspase-3 e
caspase-9 em células B16F10. No entanto, HL5 induziu uma diminuicdo da proteina antiapoptética
Bcl2, que por sua vez pode afetar a permeabilidade da membrana mitocondrial (Figura 4.16). Com a
reducdo da expressdo de Bcl2, as células podem se tornar mais sensiveis a drogas quimioterapéuticas.

Observou-se uma diminuicdo na concentracdo do Citocromo C na presenca de HL5 e essa
diminuicdo foi mais pronunciada na presenca de 20 uM de HL5, sugerindo assim, que o ligante ndo
induziria a apoptose, pois a concentracdo de Citocromo C disponivel para ser liberado para o citosol
seria menor (Figura 4.16).

HLS5 leva ao aumento de BAD, uma proteina, que € um regulador da permeabilidade celular
mitocondrial (Figura 4.16). O Bcl2 liga-se as proteinas e, assim, blogueia a sua atividade proapoptética.
Portanto, o estudo mostra que HL5 provavelmente aumenta a sensibilidade das células aos agentes
quimioterapicos. Assim, HL5 poderia ser usado em associagdo com medicamentos antimelanoma. No

entanto, é necessaria uma maior investigacdo sobre este mecanismo em estudos futuros.
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Figura 4.16: Reducdo da expressao de Bcl-2 em células B16F10 por HL5. A expressdo das proteinas

da morte celular foi avaliada ap6s o tratamento das células B16F10 durante 24h com HL5 (10 ¢ 20uM)
ou 50uM de cisplatina (controle positivo para a apoptose), lise celular e analise Western Blot. HL5 nédo
apresentou caracteristica apoptotica, mas afetou as proteinas mitocondriais: redugdo de Bcl-2 associada
ao aumento da expressdo de BAD. As imagens da membrana Western blot sdo representativas de trés

experimentos independentes.
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4.3.4 Estudos de interagdo com DNA plasmidial

Foi realizado um estudo de interagcdo com o DNA, como forma de avaliagdo de um possivel alvo
bioldgico para a citotoxicidade. Os compostos testados foram as tiossemicarbazonas HL5, HL6, HL7,
os complexos de ouro(l1) (5), (6), (7) e o precursor HAuCl4.3H,0. Os resultados obtidos encontram-se
apresentados na Figura 4.17.

O efeito dos compostos testados sobre a conformagdo do DNA foi avaliado por mobilidade
eletroforética do plasmideo pUC-19 ap6s tratamento com os compostos. Na presenca de cisplatina, um
decréscimo na mobilidade eletroforética foi observado em todas as formas, o que deve estar associado
a uma interacdo com o DNA formando ligacGes cruzadas intrafitas. Na concentragéo testada, HL5, HL6,
HL7, (5), (6), (7) e HAuCIs ndo alteraram significativamente a mobilidade eletroforética do DNA e
também ndo se observou clivagem do DNA. Assim, os estudos revelaram que 0s compostos nao
interagem diretamente com o DNA, ou, se interagem, ndo formam adutos estaveis.

Portanto, o efeito antiproliferativo do ligante HL5 observado nas células tumorais ndo ocorre
por meio da interacdo direta desse composto com o DNA. Apesar de ja saber que o mecanismo de acdo
das tiossemicarbazonas envolve principalmente a inibicdo da RDR?, o estudo de interacdo com 0 DNA
por meio de eletroforese foi realizado na tentativa de verificar se a presenca do grupo alquilante N-
mostarda poderia estar interferindo no mecanismo de ac¢do do composto.

No caso do complexo (5) o mecanismo de sua agéo citotoxica ndo deve envolver ligacdo direta
do metal a biomolécula, o que estd em concordancia com dados reportados na literatura, que sugerem
gue o0 mecanismo de acdo de complexos de ouro envolve principalmente a ligagdo desses compostos a

proteinas, como por exemplo, TrxR *#%227 ¢ Topoisomerase 232%%,

2 H, Beraldo, D. Gambino, Mini Rev. Med. Chem. 4 (2004) 41-39

2 A, Garcia, R. C. Machado, R. M. Grazul, M.T P. Lopes, C. C. Corréa, H. F. Dos Santos, M. V. Almeida, H.
Silva, J Biol. Inorg. Chem. 21 (2016) 275-292.

T, Zou, C. T. Lum, Chun-Nam Lok, Wai-Pong To, Kam-Hung Low, Chi-Ming Che, Angew. Chem. Int. Ed. 53
(2014) 5810-5814

% |, B. P. Samia, G, L. Parrilha, J, G. Da Silva, J, P. Ramos, E. M. Souza-Fagundes, S. Castelli, V. Vutey, A.
Desideri, H. Beraldo, Biometals 29 (2016) 515-526.

27T, T. Tavares, G. C. Azevedo, A. Garcia, A. G. Carpanez, P. M. Lewer, D. Paschoal, B. L. Miiller, H. F. Dos
Santos, R. C. Matos, H. Silva, R. M. Grazul, A. P. S. Fontes, Polyhedron 132 (2017) 95-104.

28 S A. Pérez, C. Haro, C. Vicente, A. Donaire, A. Zamora, J. Zajac, H. Kostrhunova, V. Brabec, D. Bautista, J.
Ruiz, ACS Chem. Biol. 12 (2017) 1524-1537.

29 C. R. Wilson, A. M. Fagenson, W. Ruangpradit, M. T. Muller, O. Q. Munro, Inorg. Chem. 52 (2013) 7889-
7906.

30 K. J. Akerman, A. M. Fagenson, V. Cyril, M. Taylor, M. T. Muller, M. P. Akerman, O. Q. Munro, J. Am. Chem.
Soc. 136 (2014) 5670-5682.
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DNA Cisplatina HL5 HL6 HL7 (5) (6) @ HAuCls
Figura 4.17: Estudo de eletroforese em gel de agarose com o DNA plasmidial pUC19, tratado com

cisplatina, HL5, HL6, HL7, (5), (6), (7) e HAUCls, a 100 uM em tampao Tris—HCI (pH 7,20). Periodo
de incubacdo 24h a 37 °C.

4.3.5 Investigacdes tedricas sobre a capacidade de alquilacdo dos compostos base de Schiff

contendo o substituinte nitrogénio mostarda

O mecanismo proposto de alquilagdo do DNA por compostos contendo o nitrogénio mostarda
esta representado na Figura 4.18. Estudos teéricos foram realizados com o objetivo de explicar a razdo
pela qual apenas HL5 foi capaz de induzir efeitos citotoxicos em células de melanoma, enquanto todos

0S outros compostos sob investigagdo revelaram ser inativos.
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Figura 4.18: Mecanismo de alquilacdo do DNA pelo agente alquilante nitrogénio mostarda.

Para verificar esta hipotese, as energias de reacdo para os compostos em estudo foram estimadas
por meio da Teoria do Funcional de Densidade (DFT). A Tabela 4.17 mostra as energias de reacdo
calculadas usando diferentes funcionais de troca/correlacdo e conjuntos de base, para a etapa de reagdo

de ciclizagdo da mostarda nitrogenada (Figura 4.19).
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Figura 4.19: Etapa de reacdo de ciclizacdo da mostarda nitrogenada

Tabela 4.17: Energias de reacdo (kcal mol™) estimadas utilizando diferentes funcionais de

troca/correlacdo e conjuntos base, para a etapa de reacdo de ciclizacdo da mostarda.

B3LYP PBE
Compostos
D95 ccpv-dz D95 ccpv-dz
HL5 1440 142,7 147,1 145,5
HL6 145,5 1445 147,6 147,4
HL7 143,2 141,7 146,2 144.4
HL2 144,3 142,5 147,8 145,7
5t -17,50 -3,11 -18,75 -6,24
6' -17,07 2,21 -19,17 -5,18
7t -17,80 -3,43 -19,14 -6,65

0s atomos de ouro foram descritos pelo potencial de nicleo efetivo relativistico LanL2DZ.

De acordo com os dados apresentados na Tabela 4.17 pode-se observar que 0 grupo
tiossemicarbazona/hidrazona ndo afeta as energias de reac¢do. As diferencas estdo no intervalo de erro
esperadas para os calculos DFT de cerca de 5 kcal mol™. Do ponto de vista termodinamico, a diferenca
na atividade bioldgica ndo esté relacionada a reacao de ciclizacdo da mostarda. As Tabelas 4.18 e 4.19
mostram que os orbitais de fronteira dos diferentes compostos possuem caracteristicas semelhantes no
grupo nitrogénio mostarda. Esta é também uma boa evidéncia de que sua reatividade ndo ¢ afetada pela

presenca do grupo tiossemicarbazona/ hidrazona da molécula.
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Tabela 4.18: Densidade eletronica dos orbitais de fronteira calculadas no nivel de teoria B3LYP/D95
para os ligantes HL2, HL5-HL?7.

Compostos HOMO LUMO

HL5

HOMO-1

LUMO+3

HL6
HOMO LUMO+4

HL7
HOMO-1 LUMO+2

HL2
HOMO LUMO+4
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Tabela 4.19: Densidade eletronica dos orbitais de fronteira calculadas no nivel de teoria B3LYP/D95

para 0s complexos 5, 6 e 7.

Compostos HOMO LUMO

5
HOMO LUMO+5

6
HOMO LUMO+5

7
HOMO LUMO+3

Pode-se argumentar que a eletrofilicidade do grupo nitrogénio mostarda pode ser o fator mais

importante para a atividade citotoxica. Portanto, calculamos a energia de reacdo deste grupo com BFs3,

uma espécie nucleofilica tipica (Figura 4.20). Os resultados apresentados na Tabela 4.20 indicam que a

influéncia do grupo R na energia de reacdo € insignificante e ndo explica a atividade bioldgica distinta

de HL5.

I
1

R—N

Cl

Cl

+ BF,

~ R N—

Figura 4.20: Reacédo do grupo nitrogénio da mostarda com a espécie nucleofilica BFs.
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Tabela 4.20: Energias de reacdo (kcal mol™®) estimadas utilizando diferentes funcionais de
troca/correlacdo e conjuntos base, para a reagao do nitrogénio com BFs.

Compostos B3LYP PBE
D95 ccpv-dz D95 ccpv-dz
HL5 -19,81 -4,76 -21,10 -7,91
HL6 -19,47 -3,89 -21,72 -6,85
HL7 -20,21 5,17 -21,57 -8,33
HL2 -20,00 -5,10 -21,12 -8,04
5t -17,50 -3,11 -18,75 -6,24
6" -17,07 2,21 -19,17 -5,18
7 -17,80 -3,43 -19,14 -6,65

10s atomos de ouro foram descritos pelo potencial de nicleo efetivo relativistico LanL2DZ.

As diferencas de energia muito pequenas entre os compostos sugerem que essas diferencas ndo
podem ser responsaveis pelo fato de que apenas HL5 mostra efeitos citotoxicos enquanto que HLG,
HL7 e HL2 estdo inativos. Por isso, podemos concluir que a alquilagdo do DNA néo esta envolvida no
mecanismo de ac¢do de HL5 ou, se estiver, outras vias celulares sdo determinantes para seus efeitos
citotoxicos.

Os valores de logP para os compostos foram logP = 5,08 (HL5), logP = 6,07 (HL6), logP =
2,53 (HL7) e logP= 3,20 (HL2). Desse modo, diferencas no carater lipofilico poderiam ser responsaveis

pelo fato de que apenas HL5 apresentou acéo citotdxica.
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No presente trabalho foram investigados possiveis candidatos a farmacos antitumorais
derivados de bases de Schiff funcionalizadas com os grupos farmacoféricos chalcona e nitrogénio
mostarda, assim como seus complexos metalicos.

A primeira estratégia utilizada foi a sintese de complexos de ouro(l1), platina(ll), paladio(ll) e
cobre (11) com 3-(4-bromofenil)-1-piridina-2-ilprop-2-en-1-ona tiossemicarbazona (HL1), derivada de
chalcona.

A atividade citotoxica de HL1 e seus complexos [Au(L1)CIICI (1), [Pt(L1)CI]0,5KCI (2),
[PA(L1)CIIKCI (3) e [Cu(PyCT4BrPh)CI] (4) foi avaliada frente as linhagens de células leucémicas
(HL-60; Jurkat, THP-1), e células de tumor sélido (adenocarcinoma mamario MCF-7, carcinoma
mamario MDA-MB 231, tumor de célon retal HCT-116) e frente a linhagem de células ndo tumorais
VERO.

Os complexos (2) e (3) mostraram-se inativos até a concentracdo maxima testada de 1uM. O
complexo (1) revelou ser mais promissor que o complexo (4) contra a linhagem MDA-MB 231 e foi
cerca de quatro vezes mais ativo que o ligante HL1 frente a células leucémicas Jurkat. A coordenacao
ao ouro melhorou a atividade frente a todas as células, com exce¢do de HL-60, quando comparada ao
ligante HL1. O complexo (4) apresentou melhor atividade contra as células Jurkat, THP-1 e MCF-7,
sendo de 6 a 13 vezes mais ativo que o ligante livre. O complexo de cobre(ll) (4) mostrou-se em geral
mais ativo do que o de ouro(lll) (1), mas foi também mais tdxico para células sadias.

O modo de acdo desses complexos foi investigado através de estudos da atividade inibitéria in
vitro das enzimas Tiorredoxina Redutase (TrxR) e Topoisomerase IB (Topo IB) e por interacdo com
DNA plasmidial.

Enquanto a tiossemicarbazona livre ndo inibiu a atividade de TrxR, os complexos (1) e (4), a
auranofina e o precursor de ouro mostraram-se ativos como inibidores [(1), Clso= 5,55 uM ; auranofina,
Clso= 0,30 uM; HAuCI4, Clsp= 0,62 uM (4) Clso = 9,63uM]. Embora HAuCI, ndo tenha exibido
atividade citotdxica, esse composto inibe a atividade da TrxR, sugerindo que seu carater hidrofilico
provavelmente impede sua passagem pela membrana celular. Por outro lado, o complexo (1), além de
inibir a atividade da TrxR, apresentou efeito citotoxico. Assim, pode-se sugerir que o efeito inibitério
de 1 esté relacionado a presenca do ion metélico e que a tiossemicarbazona, além de seu efeito citotoxico
intrinseco, também atuou como carreador de ion ouro(lll) para o interior das células. No caso do
complexo (4), uma vez que o sal CuCl, ndo inibiu a enzima, a atividade inibitéria é atribuida ao

complexo em si.

102



Capitulo 5: Conclusées

O efeito inibitério de compostos selecionados sobre a atividade da topo 1B foi testado, pois, de
acordo com a literatura, complexos quadrado-planos com configuragéo d® exibem promissora atividade
antitumoral® por inibicéo da atividade da topoisomerase.?*

O complexo (1) inibiu a topo IB de forma dose-dependente a partir da concentragdo 1,5 uM,
apresentando inibicdo completa quando a concentracdo do complexo atingiu 50-100 pM. HAuUCI, foi
capaz de inibir a topo IB, mas a inibicdo ndo foi completa nas concentraces testadas. O efeito inibitorio
de 1 e de HAuCI, é aumentado quando os compostos sdo pré-incubados com a enzima antes da adicao
do DNA, indicando que o ouro interage em algum local da enzima reduzindo sua habilidade de relaxar
o0 DNA. Comparando os experimentos da inibicdo de topo IB dose-dependente nas presencas de HAUCI,
e do complexo (1) pode-se dizer que a coordenacgdo do ouro com a tiossemicarbazona fez melhorar a
atividade inibitéria do ouro 8 a 16 vezes.

Por sua vez, o complexo (4) na concentracdo de 3 UM reduz significativamente a atividade da
Topo IB, onde a inibicdo é quase completa, enquanto nenhum efeito inibitério foi observado apds a
incubacdo da enzima com CuCl, ou com a tiossemicarbazona até a concentracdo de 50 uM. Estes
resultados indicam que o efeito observado para o complexo (4) ndo é devido a tiossemicarbazona livre
ou ao fon metalico. Assim como verificado para 1, o efeito inibitério de 4 é aumentado ap6s pré-
incubacdo do complexo com a enzima, sugerindo que o complexo interage com a enzima sozinha.

A partir desses resultados de inibicdo da Topo IB, avaliou-se a capacidade do complexo (4) em
inibir o processo catalitico da enzima nas etapas de quebra e religacdo da fita do DNA. A etapa de
clivagem € inibida fortemente na presenca de 12 uM de 4 e a quantidade de substrato clivado é reduzida
para 20%. Nas mesmas condig¢des utilizadas na etapa de clivagem, observou-se que 4 inibiu parcialmente
a etapa de religacdo. Para corroborar esse efeito inibitorio de 4, experimentos de docagem molecular
mostraram que o complexo ocasiona um impedimento estérico responsavel pela inibicdo das etapas de
ligacdo ao DNA e religacdo das fitas.

Estudos de interacdo dos compostos com o DNA revelaram que os complexos (1) e (4) ndo
interagem diretamente com o DNA na concentracdo estudada. De fato, 0 mecanismo de acdo citotdxica
de tiossemicarbazonas livres envolve principalmente a inibicdo da RDR?, e ndo a interagdo direta com
o0 DNA. No caso dos complexos, estes resultados sugerem gue 0 mecanismo de sua acéo citotoxica ndo
deve envolver ligacdo direta do metal & biomolécula.

Assim, atividade de inibicdo de Topo IB s6 é observada quando a tiossemicarbazona esta
coordenada ao cobre(ll) ou ao ouro(lll), o que sugere que a complexacdo teria o efeito de conferir ao

ligante a conformacg&o adequada para a interagdo com o sitio ativo da enzima. Nossos resultados indicam

1 R.W. Sun, D.L. Ma, E.L. Wong, C.M. Che, Dalton Trans. (2007) 4884-4892.

2 C.M. Che, F.M. Siu, Curr. Opin. Chem. Biol. 14 (2010) 255-261

2Y.C. Lo, T.P. Ko, W.C. Su, T.L. Su, A.H.J. Wang, J. Inorg. Biochem. 103 (2009)1082-1092.
4 K.S. Lovejoy, S.J. Lippard, Dalton Trans. (2009) 10651-10659.
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a importancia da coordenacdo aos cations metalicos para modular os alvos biolégicos das
tiossemicarbazonas.

A segunda estratégia utilizada foi a sintese de hidrazonas e tiossemicarbazonas contendo o grupo
farmacoforico nitrogénio mostarda e complexos de ouro(lll) com as tiossemicarbazonas. Como
mencionado anteriormente, a atividade citotoxica desses ligantes e de seus complexos ja é bastante
estudada. Na tentativa de melhorar essa atividade, adicionamos um grupo alquilante N-mostarda a
estrutura. Esse grupo tem sido descrito na literatura com potencial atividade antitumoral e 0 mecanismo
de agdo envolve ligagdo ao DNA seguida de alquilagio.®

Avaliou-se a atividade citotdxica das tiossemicarbazonas HL5, HL6 e HL7, dos respectivos
complexos de ouro(lll) (5), (6) e (7) e do precursor HAuCl, utilizando as linhagens B16F10 (melanoma),
NCI-H460 (cancer de pulmdo), MCF-7 (cancer de mama) e HUVEC (células endoteliais da veia
umbilical humana), usada como modelo de células ndo tumorais.

De uma forma geral, os compostos ndo foram ativos frente as linhagens testadas. No entanto, o
ligante HL5 apresentou uma atividade considerével contra a linhagem B16F10 e foi bastante seletivo,
pois a atividade desse composto frente as células sadias foi baixa. Outro fator a ser considerado ¢ a
especificidade desse composto para apenas essa linhagem. A complexacdo ao ouro de uma forma geral,
nao foi uma estratégia interessante. No entanto, o complexo (5) apresentou atividade comparavel ao
precursor de ouro frente a linhagem B16F10 mas, ao contrario do precursor de ouro, ndo apresentou
atividade frente as células sadias HUVEC.

Devido a especificidade de HL5 frente ao cancer de melanoma, ampliaram-se 0s estudos desse
composto para outras linhagens de melanomas. Para verificar a relacdo estrutura/atividade testou-se a
hidrazona andloga HL2, mas os resultados mostraram que HL.2 ndo apresentou atividade citotoxica.

Foi realizado um estudo de mecanismo de acdo de HL5 em que se concluiu que o efeito
antimelanoma apresentado ocorre através da inducdo da morte celular por necrose em células B16F10.
A partir desses resultados, ativacdo da morte celular por necrose foi analisada com mais detalhes por
Western Blot. O estudo mostrou que HL5 provavelmente aumenta a sensibilidade das células aos
agentes quimioterapicos e poderia ser usado em associacdo com medicamentos antimelanoma.

Estudos tedricos realizados com o objetivo de explicar a razdo pela qual apenas HL5 foi capaz
de induzir efeitos citotéxicos em células de melanoma mostraram que todos os compostos investigados
teriam a mesma capacidade de agir como alquilantes do DNA, sugerindo que ou a alquilacdo ndo ocorre
ou, Se ocorrer, ndo seria o principal mecanismo de a¢do de HL5. No entanto, uma vez que os valores de
logP dos ligantes sdo muito diferentes entre si, a hip6tese de que apenas HL5 apresente a lipofilia

adequada para atingir o alvo ndo pode ser descartada.

5 S. Karmakar, K. Purkait, S. Chatterjee, A. Mukherjee, Dalton Trans. 45 (2016) 3599-3615.
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Estudos de interacdo dos compostos com o DNA revelaram que o efeito antiproliferativo de
HL5 e do complexo (5) observado nas células tumorais ndo ocorre por meio da interagdo direta desses
compostos com o DNA.
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Abstract Complexes [Au(PyCT4BrPh)CIIC1 (1),
[Pt(PyCT4BrPh)Cl1]0.5KCl (2), and [Pd(PyCT4BrPh)
CIJKCI (3) were obtained with 3-(4-bromophenyl)-1-
pyridin-2-ylprop-2-en-1-one thiosemicarbazone (HPy
CT4BrPh). Although complexes (2) and (3) did not
exhibit potent cytotoxic activity, HPyCT4BrPh and its
gold(II) complex (1) proved to be highly cytotoxic
against HL-60 (human promyelocytic leukemia) and
THP-1 (human monocytic leukemia) cells, and against
MDA-MB 231 and MCF-7 (human breast adenocar-
cinoma) solid tumor cells. Except for HL-60 cells,
upon coordination to gold(Il) a 2- to 3-fold increase in
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the cytotoxic effect was observed. An investigation on
the possible biological targets of the gold(Il) complex
was carried out. Complex (1) but not the free
thiosemicarbazone inhibits the enzymatic activity of
thioredoxin reductase (TrxR). The affinity of 1 for
TrxR suggests metal binding to a selenol residue in the
active site of the enzyme. While HPyCT4BrPh was
inactive, 1 was able to inhibit topoisomerase IB (Topo
IB) activity. Hence, inhibition of TrxR and Topo IB
could contribute to the mechanism of cytotoxic action
of complex (1).

J. P. Ramos - E. M. Souza-Fagundes

Departamento de Fisiologia e Biofisica, Universidade
Federal de Minas Gerais, Belo Horizonte, MG 31270-901,
Brazil

S. Castelli - V. Vutey - A. Desideri

Department of Biology, University of Rome “Tor
Vergata”, Via della Ricerca Scientifica 1, 00133 Rome,
Italy

@ Springer


http://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.1007/s10534-016-9933-5&amp;domain=pdf
http://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.1007/s10534-016-9933-5&amp;domain=pdf

516 Biometals (2016) 29:515-526
Graphical Abstract
Compounds at 10 pmol L1 5
r +
150 - \\\\ S /
z | P
;g 100 4 NF~ AN
< ’ |N
22
£ 50 IR d
= Cl \ N
& s——/<
0 T » m D NH,
&@\ ngé*”o <>°(§ 6“@ B
(PN s Complex (1)
AR
S ¢
Keywords Chalcone - Thiosemicarbazone - Metal inhibition of cell growth/proliferation, cell cycle arrest

complexes - Cytotoxic activities - Thioredoxin
reductase - Topoisomerase 1B

Introduction

Cisplatin and the second generation drugs carboplatin
and oxaliplatin are among the most important
chemotherapeutics used in the treatment of a variety
of cancers. However, their side effects and the
appearance of resistance to platinum antitumor drugs
encourage the development of other metal-based
compounds with distinct spectra of activities and
lower systemic toxicity (Lippert 1999).

Currently, different studies report a variety of metal
complexes with antineoplastic activity, such as palla-
dium(II) (Garbutcheon-Singh et al. 2011), gallium(III)
(Lessa et al. 2012a), gold(I, IIT) (Nobili et al. 2010),
antimony(IIT), bismuth(Ill) (Tiekink 2002), ruthe-
nium(Il) (Bratsos et al. 2007), and copper(Il) (Kraj-
Ciova et al. 2014) complexes. Since DNA is not the
main target for many non-platinum metal-based drug
candidates, determining the mechanism of action of
these compounds is important to further understand
their pharmacological activities.

Thioredoxin reductase (TrxR) is a selenoenzyme
essential for antioxidant defense and redox homeosta-
sis. TrxR is overexpressed in several tumor cell
lineages. TrxR inactivation has been associated to
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and inhibition of apoptosis. Thus, TrxR may be
considered as a promising target for anticancer therapy
(Colotti et al. 2013; Powis et al. 2006). The literature
reports that many gold(I, III) complexes are potent
inhibitors of TrxR, suggesting that the cytotoxic
activities of these complexes are mainly due to TrxR
inhibition (Nobili et al. 2010; Ott 2009; Ott et al.
2009). Furthermore, TrxR inhibition has also been
observed for complexes with metals different from
gold, such as ruthenium(Il, III) (Mura et al. 2007,
Oehninger et al. 2013), tin(IV) (De Oliveira et al.
2013) and antimony(IIl) complexes (Parrilha et al.
2014).

Topoisomerase is another important enzymatic
target for the development of new effective antitumor
agents. This family of enzymes is able to control the
topological state of DNA during various essential
cellular processes as replication, transcription, recom-
bination and chromosomal segregation (Thapa et al.
2015).

Topoisomerases are divided into two subfamilies:
type I and type II topoisomerases, which cleave either
one or two strands of the DNA helix, respectively,
followed by repair and restoration of DNA integrity. In
addition, each subfamily contains two different
classes: type A enzymes form a covalent bond with
the 5’ end of DNA generated at the cleavage site, while
type B form a covalent bond with the 3’-phosphate end
of the cleaved strand (Castelli et al. 2013; Baikar and
Malpathak 2010; Vieira et al. 2015).
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Topoisomerase IB (Topo IB) is of great clinical
interest and extensive data on the synthesis of Topo IB
inhibitors have been reported in the literature (Meng
et al. 2003; Baikar and Malpathak 2010; Castelli et al.
2011, 2013). Inhibition of topoisomerase activity has
been observed for square planar metal complexes that
exhibit cytotoxic activities, such as platinum(II),
gold(IIl) and copper(Il) complexes (Che and Siu
2010; Castelli et al. 2011; Zeglis et al. 2011).

Chalcones (1,3-diarylprop-2-en-1-ones) belong to
the flavonoid family, in which two aryl rings are linked
by an o,B-unsaturated ketone moiety. Their wide-
spread distribution in comestible plants and the ease
synthesis of these compounds encourage the investi-
gation on the possible therapeutic applications of
chalcone derivatives (Nowakowska 2007). In fact, this
class of compounds has been reported to exhibit
antimicrobial, anti-inflammatory, antileishmanial, anti-
malarial, and antitumor activities (Dimmock et al. 1999;
Go et al. 2005).

Thiosemicarbazones and their metal complexes
also present a wide range of bioactivities as antiviral
(Teitz et al. 1994), antimicrobial (Mendes et al. 2008),
antiprotozoal (Merlino et al. 2010), and antitumor
(Lessa et al. 2010) agents. The main target of a(N)-
heterocyclic thiosemicarbazones is believed to be
ribonucleoside diphosphate reductase (RDR), an
essential enzyme involved in the conversion of
ribonucleotides into deoxyribonucleotides during
DNA synthesis (Beraldo and Gambino 2004). How-
ever, inhibition of topoisomerase Il by several families
of thiosemicarbazones has been reported as well. In
addition, upon coordination of a series of thiosemi-
carbazones to copper(Il), inhibition of topoisomerase
IIo significantly increased (Zeglis et al. 2011).

Thiosemicarbazones possessing a variety of struc-
tural scaffolds have been investigated, but there are
few reports in the literature on thiosemicarbazones
containing the chalcone skeleton. In previous works
we investigated gallium(IIl), zinc(II) (Da Silva et al.
2013a) and copper(I) (Da Silva et al. 2013b)
complexes with chalcone-derived thiosemicar-
bazones. We demonstrated that the copper(Il) com-
plexes exhibit significant cytotoxic activity against
different human tumor cell lineages (Da Silva et al.
2013b).

In the context of a research program that aims to
contribute to the discovery of new anticancer drug
candidates, in the present work we prepared gold(IIl),
platinum(II), and palladium(II) complexes with 3-(4-
bromophenyl)-1-pyridin-2-ylprop-2-en- 1-one thiossemi-
carbazone (HPyCT4BrPh) (Fig. 1). The compounds
were assayed for their cytotoxic activities against HL-
60 and THP-1 leukemia and against MCF-7 and MDA-
MB 231 breast cancer cells. As a preliminary investiga-
tion on the mode of action of these compounds, the ability
of the most cytotoxic gold(IIT) complex to act as inhibitor
of the enzymatic activities of TrxR and Topo IB was
evaluated.

Materials and methods
Physical measurements

All common chemicals were purchased from Aldrich
and were used without further purification. Partial
elemental analyses were performed on a Perkin Elmer
CHN 2400 analyzer. An YSI model 31 conductivity
bridge was employed for molar conductivity mea-
surements. Infrared spectra were recorded on a Perkin
Elmer FT-IR Spectrum GX spectrometer using KBr
plates (4000400 cm™"). NMR spectra were obtained
with a Bruker DPX-200 Avance (200 MHz) spec-
trometer using DMSO-dg or MeOD-d, as solvent and
TMS as internal reference.

Syntheses of the compounds

3-(4-bromophenyl)-1-pyridin-2-ylprop-2-en-1-one

thiosemicarbazone (HPyCT4BrPh) was prepared as
previously described (Da Silva et al. 2013a). IR and
NMR data were compatible with the proposed structure.

[(3-(4-bromophenyl)-1-pyridin-2-ylprop-2-en-1-en-
one thiosemicarbazonato)chlorogold(1ll)] chloride,
[Au(PyCT4BrPh)CI]CI (1)

The gold(II) complex was obtained by mixing a 1:1
methanol/acetone solution of HPyCT4BrPh (1.0
mmol) with hydrogen tetrachloroaurate(Ill) (HAuCl,
-:3H,0) in 1:1 ligand-to-metal molar ratio at room

@ Springer



518

Biometals (2016) 29:515-526

Fig. 1 Structure of 3-(4-
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temperature with stirring for 24 h. The resulting solid
was filtered off, washed with methanol and acetone,
and dried in vacuo.

Black solid. Anal. Calc. for C;sH;,AuBrCI,N,S: C,
28.68; H, 1.93; N, 8.92. Found: C, 28.70; H, 2.07; N,
8.81 %. FW: 628.12 gmol™'. IR (KBr, cm™'):
v(C=N) 1600 m, v(C-S) 722 w, p(py) 670 w. Molar
conductivity (I x 107> mol L™' DMF): 71.8 Q' cm?
mol~'. '"H NMR [200 MHz, MeOD-d,, ppm]: 10.64
(1H, d, H6), 10.18-10.05 (4H, m, H3, H10, H-N4H),
9.57-9.50 (1H, m, H4), 9.34-9.12 (5H, m, H5, H12,
H13, H15, H16), 8.99 (1H, d, H9). Melting point:
174-175 °C. Yield: 72 %.

[(3-(4-bromophenyl)-1-pyridin-2-ylprop-2-en-1-
onethiosemicarbazonato)chloroplatinum(Il)] hemi
potassium chloride, [Pt(PyCT4BrPh)Cl]0.5KCI (2)

The platinum(II) complex was obtained by stirring
under reflux a methanol solution of HPyCT4BrPh
(1.0 mmol) with an aqueous solution of K,PtCl, in
equimolar amounts for 2 h. The resulting solid was
filtered off, washed with methanol and diethyl ether,
and dried in vacuo.

Brown solid. Anal. Calc. for C;5H;,BrCl; sN,.
PtSK, 5: C, 28.69; H, 1.93; N, 8.92. Found: C, 28.23;
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H, 2.10; N, 8.72 %. FW: 628.06 g mol~'. IR (KBr,
cmfl): v(C=N) 1604 m, v(C-S) 774 w, p(py) 668 w.
Molar conductivity (1 x 107> mol L™' DMF): 19.5
Q' ecm® mol™!'. '"H NMR [400 MHz, DMSO-d,
ppm]: 8.85 (1H, d, H6), 8.36-8.28 (3H, m, H-N4H,
H10), 8.17 (1H, t, H4), 8.11 (1H, d, H3), 7.70 (1H, t,
H5), 7.72-7.64 (2H, m, H12, H16), 7.62 (2H, d, H13,
H15). *C NMR [50 MHz, DMSO-de, ppm]: 147.9
(C2), 125.4 (C3), 140.8 (C4), 126.3 (C5), 146.4 (C6),
159.5 (C7=N), 186.0 (C8=S), 117.1 (C9), 140.6 (C10),
135.9 (C11), 129.7 (C12, C16), 131.8 (C13, C15),
122.8 (C14). Melting point: 225-227 °C. Yield: 81 %.

[(3-(4-bromophenyl)-1-pyridin-2-ylprop-2-en-1-
onethiosemicarbazonato)chloropalladium(Il)]
potassium chloride, [Pd(PyCT4BrPh)CIJKCI (3)

The palladium(II) complex was prepared by mixing
HPyCT4BrPh in methanol with an aqueous solution of
K,PdCl; in equimolar amounts (1.0 mmol). The
reaction mixture was kept under reflux for 2 h. The
resulting solid was filtered off, washed with methanol
and diethyl ether, and dried in vacuo.

Maroon solid. Anal. Calc. for C;sH;,BrCI,N,.
PdSK: C, 31.24; H, 2.10; N, 9.72. Found: C, 30.88;
H, 2.32; N, 9.64 %. FW: 576.68 g mol~'. IR (KBr,
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cm™'): v(C=N) 1610 m, v(C-S) 776 w, p(py) 660 w.
Molar conductivity (1 x 107> mol L™" DMF): 16.0
Q' cm? mol™'. The main signals in 'H NMR
[400 MHz, DMSO-dg, ppm]: 8.62 (1H, d, H6), 8.22
(2H, d, H-N4H), 8.16 (3H, d, H3, H4, H10), 7.71 (2H,
d, H12, H16), 7.64 (3H, d, HS5, H13, H15), 7.21 (1H, d,
H9). '*C NMR [50 MHz, DMSO-de, ppm]: 147.7
(C2), 124.9 (C3), 140.9 (C4), 125.6 (C5), 148.0 (Co),
158.2 (C7=N), 183.0 (C8=S), 116.0 (C9), 140.8 (C10),
135.6 (C11), 129.7 (C12, C16), 131.8 (C13, C15),
122.8 (C14). Melting point: dec. >300 °C. Yield:
72 %.

Cytotoxic activity
Cell lines

HL-60 (wild type human promyelocytic leukemia)
and THP-1(human monocytic cells derived from an
acute monocytic leukemia patient) cell lines were
kindly given by Dr. Gustavo Amarante-Mendes (Sao
Paulo University, Brazil). MCF-7 and MDA-MB 231
(human breast carcinoma) cells were kindly given by
Dr. Alfredo Goes (Federal University of Minas Gerais,
Brazil). Vero cells (derived from the kidney of an
African green monkey) were donated by Erna Kroon
(Federal University of Minas Gerais, Brazil).

All lineages were maintained in the logarithmic
phase of growth in Roswell Park Memorial Institute
(RPMI) 1640 or Dulbecco’s Modified Eagle Medium
(DMEM), supplemented with 100 U mL™" penicillin
and 100 mg mL ™" streptomycin (GIBCO BRL, Grand
Island, NY) enriched with 2 mmol L' of L-glutamine
and 10 % (for leukemic cells) or 5 % (for adherent
cells) of fetal bovine serum. All cultures were
maintained at 37 °C in a humidified incubator with
5 % CO, and 95 % air. The media were changed twice
weekly and they were regularly examined.

Evaluation of the cytotoxic effect against human
tumor cell lines

Cells were seeded at densities/well of 50,000 for HL-
60 and THP-1 cells. Adherent MCF-7, MDA-MB 231
and Vero) cells were inoculated at 10,000 cells/well.
The plates were pre-incubated for 24 h at 37 °C to
allow adaptation of cells prior to the addition of the

test compounds. Freshly prepared solutions of the
different compounds were screened at 1 pmol L™".
Subsequently, the plates were inoculated for 48 hin an
atmosphere of 5 % CO; and 100 % relative humidity.
Control groups included treatment with 0.5 % DMSO
(dimethyl sulfoxide, negative control) and 1 pmol L™
of cisplatin or etoposide (positive control). Cell
viability was estimated by measuring the rate of
mitochondrial reduction of MTT (see below). All
compounds were dissolved in DMSO prior to dilution.
Compounds that inhibited the proliferation in more
than 50 % were selected for determination of the half
maximal inhibitory concentration (ICsg). ICs, values
were determined over a range of ten-fold concentra-
tions (100-0.001 pmol LY. All compounds were
tested in triplicate, in three independent experiments.

In vitro cell viability MTT assay

3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium
bromide (MTT) is a tetrazolium salt that is reduced to
purple formazan crystals mainly by mitochondrial
succinate dehydrogenase and the color intensity of the
formazan dye is correlated to the number of viable
cells (Mosmann 1983).

Briefly, after 4 h of the end of incubation of cells
with the different compounds, 20 pL of MTT solution
(5 mg mL™" in phosphate-buffered saline) were
added to each well, the supernatant was removed
and 200 pL of 0.04 mol L™" HCl in isopropyl alcohol
were added to dissolve the formazan crystals. The
optical densities (OD) were evaluated in a spectropho-
tometer at 595 nm. Controls included drug-containing
medium (background) and drug-free complete med-
ium. Drug-free complete medium was used as control
(blank) and was treated in the same way as the drug-
containing media. Results were expressed as percent-
age of cell proliferation, comparing with 0.5 % DMSO
control and were calculated as follows: viability
(%) = (mean OD treated—mean OD background)/
(mean OD untreated cultured, i.e. 0.5 % DMSO—
mean OD blank wells) x100. Interactions of com-
pounds and media were estimated on the basis of the
variations between drug-containing medium and drug-
free medium to escape from false-positive or false-
negative in relation to the control (Ulukaya et al.
2004).
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Inhibition of thioredoxin reductase (TrxR)
and topoisomerase IB (Topo IB) enzymatic
activities

Electronic spectra recorded with time (data not shown)
indicated that complex (1) is stable in buffer/5 %
DMF pH = 7.4 or buffer/5 % DMSO pH = 7.4 under
the experimental conditions employed in the enzyme
inhibition assays. The presence of absorptions in the
450-600 nm range, attributable to S — Au(Ill) and
N — Au(Ill) ligand-to-metal charge transfer transi-
tions (Lessa et al. 2012b), suggested that reduction of
the metal did not take place.

Inhibition of thioredoxin reductase (TrxR) activity

Rat liver TrxR (Sigma) was used to determine TrxR
inhibition by the compounds. The studies were carried
out by means of the dithiobisnitrobenzoic acid
(DTNB) reduction assay. This assay makes use of
the fact that TrxR reduces the disulfide bonds of
DTNB with formation of 5-thionitrobenzoic acid
(TNB), which can be detected photometrically.

The assay was performed according to the manu-
facturer’s instructions (Sigma product information
sheet T9698) and to Ott et al. (2009) with appropriate
modifications. First, the experiments were performed
at 10 pmol L™'. After, in order to determine the
concentration of the compounds able to inhibit 50 %
of the enzymatic activity (ICsp), new experiments
were performed for each selected compound at 13
different concentrations in the 0.01-50 pmol L™
range.

Initially, the TrxR rat liver solution was diluted
with potassium phosphate buffer, pH 7.0. To 20 puL
aliquots of this solution (each containing approxi-
mately 0.12 units of the enzyme), 20 L. of 5 % DMF
in potassium phosphate buffer pH 7.0, containing the
compounds in 13 different concentrations in the
0.01-50 umol L™ range or vehicle without compound
(control) were added. The resulting solutions were
incubated for 1 h at 37 °C with moderate shaking. The
solutions were then transferred quantitatively to
96-well plates, and to each well 200 pL of reaction
mixture (10 mL of reaction mixture consisted of
1.0 mL of 1.0 mol L™" potassium phosphate buffer,
pH 7.0; 0.20 mL of 500 mmol L~! EDTA solution,
pH 7.5; 0.80 mL of 63 mmol L' DTNB in ethanol,
0.10 mL of 20 mg mL~! bovine serum albumin;
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0.05 mL of 48 mmol L™' NADPH and 7.85 mL of
water) were added. To correct for non-enzymatic
product formation, 40 uL of 1.0 mol L™ potassium
phosphate buffer, pH 7.0, and 200 pL of reaction
mixture were processed simultaneously (blank value).
After proper mixing, the formation of TNB was
monitored in a microplate reader (Thermo Scientific
Multiskan Go Spectrophotometer) at 412 nm for
10 min. The absorbance of the blank was subtracted
from that of the control and treated wells. The
enzymatic activities were calculated as the maximum
absorbance produced in 10 min in each well. The
experiments were performed in triplicate.

Inhibition of topoisomerase IB activity

Human topoisomerase IB was expressed and purified
as described previously (Chillemi et al. 2005). Topo
IB enzyme was incubated in 30 pL of reaction volume
containing 0.5 pg of negatively supercoiled pBlue-
Script KSII(+) DNA plasmid in Reaction Buffer
(20 mmol L™ Tris—=HCI, 0.1 mmol L™! Na,EDTA,
10 mmol L™" MgCl,, 50 pg/mL acetylated BSA and
150 mmol L~! KCl, pH 7.5). To assess the effects of
the compounds under study on enzyme activity,
different concentrations of the compounds were
added. Reactions were stopped with a final concen-
tration of 0.5 % SDS after 1 h at 37 °C. The samples
were electrophoresed in a horizontal 1 % agarose gel
in 50 mmol L~! Tris, 45 mmol L~! boric acid,
1 mmol L™' EDTA). The gel was stained with
ethidium bromide (5 pg mL ™), de-stained with water
and photographed under UV illumination. Where
indicated, enzyme and inhibitor were pre-incubated
at 37 °C for 1 min, prior to the addition of the
substrate. The mixture was then incubated at 37 °C for
15 min.

Results and discussion
Formation of the complexes

Microanalyses and molar conductivity data were
compatible with the formation of [Au(PyCT4BrPh)
CIIC1 (1), [Pt(PyCT4BrPh)CI]0.5KCl (2), and
[Pd(PyCT4BrPh)CI]KCI (3). The presence of KCI in
complexes (2) and (3) could have arisen from the
precursor salts, contributing to the molar conductivity.
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In fact, molar conductivity data suggest that 2 and 3
are weak electrolytes. Similar behavior was previously
reported for platinum(Il, IV) complexes with clio-
quinol (Ferraz et al. 2013a) and for a palladium(II)
complex with D-penicillamine (Cervantes et al. 1998).

In complex (1) one anionic thiosemicarbazone
ligand and one chloride ion are attached to the
gold(III) center, and a chloride acts as counter-ion.
In complexes [Pt(PyCT4BrPh)C1]0.5KCI (2) and
[Pd(PyCT4BrPh)CI]KCI (3) one anionic thiosemicar-
bazone ligand is attached to the metal center together
with a chloride ion. In addition, 0.5 KCl is present in
complex (2) and 1.0 KCI in complex (3).

Spectroscopic characterization

The vibration attributed to v(C=N) at 1560 cm™" in
the infrared spectrum of HPyCT4BrPh shifts to
1610-1600 cm ™' in the spectra of its complexes, in
agreement with coordination via the azomethine
nitrogen (Ferraz et al. 2011, 2013b).

The v(C=S) absorption observed at 780 cm™ ' in the
spectrum of the free thiosemicarbazone shifts to
776-722 cm™' in the spectra of the complexes,
indicating coordination of the sulfur (Lessa et al.
2011; Ferraz et al. 2009). In addition, the vibration
attributed to v(N-H) in the free thiosemicarbazone
disappears in the spectra of the complexes indicating
deprotonation (Ferraz et al. 2012). The in-plane
deformation mode of the pyridine ring at 554 cm ™'
in the spectrum of the uncomplexed thiosemicar-
bazone shifts to 670-660 cm™! in the complexes,
suggesting coordination of the heteroaromatic nitro-
gen (Lessa et al. 2011; Ferraz et al. 2013b). Hence, the
infrared data suggest that in the complexes the
thiosemicarbazone is attached to the metal center
through the N,,—N-S chelating system (see Fig. 1).

Although the thiosemicarbazone and its complexes
were soluble in DMSO-dg, at high concentration the
gold(IIT) complex interacted with the solvent. Hence,
the "H NMR spectrum of 1 was recorded in methanol-
dy4. For complexes (2) and (3), the NMR spectra were
recorded in DMSO-ds. The 'H resonances were
assigned on the basis of chemical shifts and multi-
plicities. We did not obtain the >*C NMR spectrum of
1 due to its low solubility in methanol-d,. For 2 and 3,
the C-atom type (C, CH) was determined by using
distortionless enhancement by polarization transfer
(DEPT-135) experiments. The assignments of the

protonated carbons were accomplished by 2D hetero-
nuclear multiple quantum coherence experiments
(HMQQO).

Immediately after dissolution, the signals of all
hydrogen and carbon atoms are duplicated in the 'H
and 'C NMR spectra of the free thiosemicarbazone,
indicating the presence of two isomers in DMSO-dg.
The signals at 13.07 and 11.44 ppm in the '"H NMR
spectrum were attributed to N3-H of the Z and
E isomers, respectively. In the first, N3—H is hydrogen
bonded to the heteroaromatic nitrogen while in the
second N3-H is hydrogen bonded to the solvent (Da
Silva et al. 2013a).

In the "H NMR spectra of complexes (1-3), only
one signal was observed for each hydrogen, suggest-
ing the presence of only the E configurational isomer
in solution. The absence of the N3—-H signal in the
spectra of complexes (2) and (3) indicates coordina-
tion of an anionic thiosemicarbazone. In addition, the
signals of all hydrogens undergo significant shifts
upon coordination. Similarly, the signals of C7=N,
C8=S and the pyridine carbons shift significantly, in
agreement with coordination through the Ny, -N-S
system.

Cytotoxic activity

The cytotoxic activities of the compounds were
assayed on HL-60 and THP-1 leukemia cells, and on
MDA-MB 231 and MCF-7 solid tumor cells. In
addition, cytotoxicity was evaluated against Vero, as a
representative of non-malignant cells. Negative con-
trol was taken as 100 % survival.

First, the percentage of cell survival in the presence
of the studied compounds at 1 pmol L™" was assayed
(data not shown). Results indicated that complex (2)
and the metal precursors used in the syntheses of the
complexes were not significantly active against the
tested malignant cells. The obtained preliminary
results of cell survival stimulated determining the
concentration of HPyCT4BrPh and complexes (1) and
(3) able to kill 50 % of the tumor cells (ICsg). ICsq
values for the platinum complex (2) were not deter-
mined due to its low cytotoxic activity.

The determined ICsq values are shown in Table 1.
Coordination to gold(IIT) resulted in enhanced cyto-
toxic activity against THP-1, MDA-MB 231 and
MCF-7 cells. Complex (1) was 3-fold more active than
HPyCT4BrPh against MCF-7 cells. In addition,
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Table 1 Cytotoxic activity (ICsq, pmol L™ of HPyCT4BrPh and its gold(III) (1) and palladium(II) (3) complexes on HL-60, THP-

1, MDA-MB 231, MCF-7 and Vero cell lines

Compound ICsq values

HL60 THP-1 MDA-MB 231 MCEF-7 Vero
HPyCT4BrPh 0.04 (£0.002) 1.27 (£0.32) 0.25 (£0.11) 1.23 (£0.25) >10
1 0.26 (£0.20) 0.62 (£0.49) 0.09 (£0.05) 0.42 (£0.01) >1
3 >1 >1 >1 >1 >1
Cisplatin 0.023 (£0.014) 0.015 (£0.011) >100 >100 13.045 (£0.629)
Etoposide 0.855 (40.389) 2.751 (£1.062) >100 >100 >100

HPyCT4BrPh and its gold(IIT) complex (1) were less
cytotoxic to Vero than to the assayed tumor cell
lineages.

Studies on the mechanisms of action of complex (1)

As a preliminary investigation into the mode of action
of the compounds under study, the effects of
HPyCT4BrPh and its gold(Ill) complex (1) on the
enzymatic activities of TrxR and Topo IB were
evaluated.

Inhibition of thioredoxin reductase (TrxR) activity

Inhibition of TrxR activity was considered as a
potential mechanism for the anti-proliferative activity
of complex (1). The gold(I) containing anti-arthritic
drug, triethylphosphinegold(I)tetraacetylthioglucose,
“auranofin”, was used as control due to its well
known ability to inhibit TrxR (Andrade and Reed
2015). Thus, the in vitro inhibitory activities of
HPyCT4BrPh, 1, HAuCl;-3H,0 and auranofin were
evaluated using isolated rat liver TrxR by means of the
DTNB reduction assay.

Initially, the ability of the selected compounds to
inhibit TrxR activity was investigated at 10 pmol L™".
HPyCT4BrPh was unable to inhibit the enzymatic
activity in the assayed concentration. Thus, the free
thiosemicarbazone, although being cytotoxic against
the tumor cell lineages, did not show any inhibitory
effect of TrxR activity. In fact, the main target of
thiosemicarbazones is believed to be RDR (Beraldo
and Gambino 2004). Complex (1) inhibited 77.9 %,
while HAuCl,-3H»O and auranofin inhibited 97.5 and
95.2 % of TrxR activity, respectively. Similarly, in a
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previous work we demonstrated that [Au(H,,2-
Ac4mT)CL,]|Cl (H,y4Ac4mT stands for the thiosemi-
carbazone protonated at the pyridine nitrogen), a
gold(IIT) complex with 2-acetylpyridine-4-meta-tolyl
thiosemicarbazone inhibited 75 % of TrxR activity at
10 pmol L™" (Ferraz et al. 2013b).

The obtained preliminary results on TrxR inhibition
stimulated the determination of the concentration of 1 and
HAuCly-3H,0 which decreases the enzymatic activity by
50 % in relation to the control (ICsy). Complex (1)
inhibited the enzyme activity with ICsy = 5.55 pmol L™
(95 % confidence interval = 5.11-6.03 pmol L"),
suggesting TrxR as a possible biological target for this
compound. In addition, auranofin (ICsy = 0.30 pumol
L', 95 % confidence interval = 0.27-0.32 pmol L")
and HAuCl,-3H,0 (ICso = 0.62 pmol L' 95 % con-
fidence interval = 0.59-0.65 pumol L") also strongly
inhibited the enzymatic activity, indicating that the
inhibitory effect of 1 on TrxR may be related to the
presence of gold.

In spite of the fact that HAuCly-3H,O strongly
inhibited TrxR activity, it proved to be devoid of any
cytotoxic effect against the cell lines under study. The
absence of cytotoxic activity of HAuCly-3H,O may be
due to its hydrophilic character, which probably hinders
its passage through the cell membrane. In previous works
we demonstrated that gold(I) and gold(IlT) complexes
with oV)-heterocyclic thiosemicarbazones (Lessa et al.
2011; Ferraz et al. 2013b) and with bis(thiosemicar-
bazones) (Lessa et al. 2012b) were potent inhibitors of
TrxR activity. As previously suggested, the thiosemicar-
bazone, besides its own cytotoxic effect, probably acts as
a carrier of gold into the cell.

The affinity of complex (1) for TrxR suggests metal
binding to a selenol residue in the active site of the
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Fig. 2 Relaxation of supercoiled DNA by human topoiso-
merase IB in the presence of increasing concentrations of
complex (1) (A) and HAuCl;-3H,O (B). Lane 1, supercoiled
pBlueScript KSII(4+) DNA plasmid. Lane 2, DNA plasmid in
the presence of an excess of complex (1) or HAuCl,-3H,0.
(C) Relaxation activity of Topo IB in the presence of: DMSO
(lanes 3-6), 1.5 pmol Lt complex (1) (lanes 7-10), after 5 min
enzyme-complex (1) pre-incubation, before substrate addition
(lanes 11-14) and after 5 min DNA-complex (1), before
enzyme addition (lanes 15—18). Lane 1, supercoiled pBlueScript

enzyme. Hence, TrxR inhibition is possibly a con-
tributing factor to its mode of action, as previously
proposed for gold(Ill) complexes with 2-acetylpyr-
idine-derived thiosemicarbazones (Parrilha et al.
2014).

Inhibition of topoisomerase IB (Topo IB) activity

Topo IB is a validated target for cancer chemotherapy.
The effect of complex (1) on human topoisomerase 1B
was studied by a relaxation assay that permits to
evaluate the potential inhibitory effect of the com-
pounds following the differences in electrophoretic
mobility of supercoiled DNA and its partially relaxed
forms produced by the enzyme activity (Fig. 2A com-
pare lanes 1 and 3).

Complex (1) inhibits Topo IB in a dose depended
manner, starting from 1.5 umol L™' concentration.
The effect is completed at around 50-100 pmol L™",
as it can be appreciated in Fig. 2A from the intensity of
the band corresponding to supercoiled DNA and from

(B) HAuCL3H,0
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KSII(+) DNA plasmid. Lane 2, DNA plasmid in the presence of
1.5 pmol L! complex (1). (D) Relaxation activity of Topo IB in
the presence of: DMSO (lanes 3-6), 1.5 pmol L~! HAuCl,.
3H,0 (lanes 7-10), after 5 min enzyme-HAuCl,-3H,O pre-
incubation, before substrate addition (lanes 11-14) and after
5 min DNA-HAuCl,-3H,0, before enzyme addition (lanes
15-18). Lane 1, supercoiled pBlueScript KSII(+) DNA
plasmid. Lane 2, DNA plasmid in the presence of 1.5 pumol
L' HAuCl,-3H,0

the absence of bands corresponding to the topoiso-
mers. The inhibitory effect of 1 is improved when the
complex is pre-incubated with the enzyme for 5 min
before DNA addition. In this condition, a concentra-
tion of 1.5 pmol L™ is enough to completely inhibit
the enzymatic activity (Fig. 2C). Hence, Topo IB
inhibition could take part in the mode of action of
complex (1).

It is noteworthy that HAuCl,-3H,O alone was able
to inhibit Topo IB activity but in this case inhibition
was never completed (Fig. 2B). Pre-incubation of the
enzyme with the gold precursor before DNA addition
strengthens the effect, suggesting that gold interacts
somewhere on the enzyme, reducing its ability to relax
DNA (Fig. 2D).

The free thiosemicarbazone was unable to inhibit
the enzyme (data not shown). Comparing the experi-
ments of dose dependent Topo IB inhibition performed
in the presence of complex (1) and in the presence of
HAuCl,-3H,0 we can state that gold(IIl) coordination
to the thiosemicarbazone ligand improved the
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inhibitory effect of gold about 8-16 times (Fig. 2
compare A, B).

Conclusions

Coordination of HPyCT4BrPh to gold(III) in complex
(1) resulted in higher cytotoxic activity against all
studied cell lineages except HL-60 cells.

Since complex (1), auranofin and HAuCl,-3H,0O
inhibited the enzymatic activity of TrxR, the inhibi-
tory effect of 1 may be related to the presence of gold.
However, unlike HAuCly, 1 not only inhibited TrxR
activity but also showed strong cytotoxic effect,
indicating that the thiosemicarbazone probably acts
as a carrier of gold into the cell, as previously
suggested by us.

While the free thiosemicarbazone was unable to
inhibit the enzymatic activity of Topo IB, complex (1)
inhibited Topo IB activity in a dose depended manner.
HAuCly,-3H,0 alone was also able to inhibit Topo IB
activity. Pre-incubation of the enzyme with HAuCl,_
3H,0 before DNA addition strengthens the effect,
suggesting that gold interacts somewhere on the
enzyme, reducing its ability to relax DNA. Upon
coordination of gold(IIl) to the thiosemicarbazone the
inhibitory effect of gold significantly increased.

We demonstrated that TrxR and Topo IB inhibition
could take part in the mechanism of cytotoxic action of
1 but not in that of the free thiosemicarbazone.
Gold(III) probably binds to a selenol residue in the
active site of TrxR and probably interacts somewhere
on Topo IB. In both cases, inhibition of the enzymatic
activity was due to the presence of gold(II) but the
thiosemicarbazone plays an important role, probably
as a carrier of the metal.

The main cellular target of platinum-based antitu-
mor drugs is DNA. Although platinum(II) and gold(-
IIT) complexes are isoelectronic and isostructural, both
presenting square planar geometry, their mechanisms
of anti-proliferative activity are substantially distinct.
The present work represents an important contribution
to the understanding of the cellular targets and mode of
cytotoxic action of gold(IIl) complexes.
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The human topoisomerase IB inhibition and the antiproliferative activity of 3-(4-bromophenyl)-1-
pyridin-2-ylprop-2-en-1-one thiosemicarbazone HPyCT4BrPh alone and its copper(ll) complex
[Cu(PyCT4BrPh)Cl] was investigated. [Cu(PyCT4BrPh)Cl] inhibits both the DNA cleavage and religation
step of the enzyme, whilst the ligand alone does not display any effect. In addition we show that co-
ordination to copper(Il) improves the cytotoxicity of HPyCT4BrPh against THP-1 leukemia and MCF-7
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1. Introduction

Human topoisomerase IB (topo IB) is an essential enzyme,
which controls the topological state of DNA during replication and
transcription processes [1—3]. It has a considerable medical interest
because it is the sole cellular target of camptothecins (CPT), a family
of compounds used in cancer therapy [4,5], with topotecan and
irinotecan approved for clinical use by the FDA [6]. CPT stabilizes
the covalent intermediate enzyme-DNA, transforming topo IB in a
poison for the cell [7,8]. Other bioactive compounds are able to
inhibit topo IB, affecting binding to DNA and/or the chemistry of
cleavage reaction [9—11].

Thiosemicarbazones and their metal complexes are a class of
compounds exhibiting a wide pharmacological profile. a(N)-het-
erocyclic thiosemicarbazones have been shown to present anti-
cancer  activity [12].  3-aminopyridine-2-carboxaldehyde

Abbreviations: topo IB, human topoisomerase IB; complex (1), [Cu(PyCT4BrPh)
Cl]; CPT, camptothecin.
* Corresponding author. Department of Biology, University of Rome Tor Vergata,
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thiosemicarbazone (“Triapine”) was found to be effective against
leukemia [13] and it has been evaluated in several clinical phase I
and II trials [14]. The proposed mode of action of these compounds
involves inhibition of ribonucleotide reductase, an enzyme that
catalyzes the reduction of ribonucleotides to the corresponding 2’-
deoxyribonucleotides during DNA synthesis. Thiosemicarbazones
have been suggested to form an iron(lll) complex within the cell,
which is reduced to the corresponding iron(Il) complex. The iron(II)
complex may react with oxygen leading to the production of
reactive oxygen species (ROS) able to inactivate the tyrosyl free
radical that is present in the enzyme structure [15]. Direct reduc-
tion of the radical by the iron(Il) complex has also been proposed
[16].

Another established target for some o(N)-heterocyclic thio-
semicarbazones is topoisomerase llo. (Topo Il2), an enzyme regu-
lating DNA topology during cell division [17]. A series of a-(N)-
heterocyclic carboxaldehyde thiosemicarbazones proved to have
strong affinity for the enzyme, and their anti-proliferative activity
was found to correlate with Topo Ila inhibition [18]. In addition, a
family of 2-formylpyridine- and 2-acetylpyridine-derived thio-
semicarbazones showed Topo Ilo. inhibition activity, which
increased upon complexation with copper(ll) with formation of
square-planar complexes [19]. As far as topoisomerase I is
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concerned, enzyme inhibition was reported for zinc(Il) complexes
with polyhydroxobenzaldehyde derivatives [20].

Chalcones (1,3-diaryl-2-propen-1-ones) are a class of flavonoid
natural products consisting of two aryl rings linked by an o,3-un-
saturated ketone moiety, with widespread distribution in plants.
These compounds possess a variety of biological activities as anti-
oxidant, cytotoxic, anticancer, antimicrobial, antiprotozoal and
anti-inflammatory agents [21]. Thiosemicarbazones with a great
diversity of structural scaffolds have been investigated but there are
not many reports in the literature on chalcone-derived thio-
semicarbazones. In previous works a family of chalcone-based
thiosemicarbazones and their zinc(Il), gallium(Ill) [22] and cop-
per(Il) complexes were prepared [23] and it was shown that co-
ordination to copper(ll) significantly increased the cytotoxicity
against Jurkat leukemia, against MDA-MB 231 (human breast car-
cinoma) and HCT-116 (human colorectal carcinoma) cancer cells
[23].

In the present work, in order to further test the potentiality of
chalcone-derived thiosemicarbazones as potential anticancer drug,
the interactions of 3-(4-bromophenyl)-1-pyridin-2-ylprop-2-en-1-
one thiosemicarbazone (HPyCT4BrPh) and its copper(ll) complex
[Cu(PyCT4BrPh)Cl] (Fig. 1), hereafter called complex (1) with
topoisomerase IB were investigated. An evaluation of the cytotoxic
effects of both compounds on THP-1 leukemia and MCF-7 breast
cancer cells was performed as well. The results indicate that
topoisomerase IB becomes the target of 3-(4-bromophenyl)-1-
pyridin-2-ylprop-2-en-1-one  thiosemicarbazone HPyCT4BrPh
once it is coordinated to copper(Il). In detail, complex (1) inhibits
the enzyme in a dose dependent manner, acting primarily on the
cleavage step of the topo IB catalytic cycle, although the religation
rate is also perturbed. Pre-incubation of the enzyme-complex (1)
before DNA addition improves the inhibitory effect of the thio-
semicarbazone complex indicating that it acts as a topoisomerase
inhibitor. On the other hand, the ligand alone does not show any
inhibitory effect, highlighting the importance of metal coordination
in providing a therapeutic function.

2. Materials and methods
2.1. Materials and compounds preparation

All commercial chemicals used as starting materials and re-
agents in this study were purchased from Sigma-Aldrich and were
of reagent grade.

The synthesis of 3-(4-bromophenyl)-1-pyridin-2-ylprop-2-en-
1-one thiosemicarbazone (HPyCT4BrPh) was performed as previ-
ously described [22]. Briefly a solution of NaOH 10% (7.5—12.5 ml)

[~

HPyCT4BrPh

was added dropwise to a mixture of thiosemicarbazide (10 mmol)
and 3-(4-bromophenyl)-1-pyridin-2-ylprop-2-en-1-one (10 mmol)
in methanol (15 ml). The reaction mixture was kept under stirring
for 1 h at room temperature. The resulting solid was filtered off,
washed with water, and dried in vacuum. The synthesis of
[Cu(PyCT4BrPh)Cl] complex was obtained as previously described
[23] by refluxing a methanol solution of the ligand with copper(II)
chloride in 1:1 ligand-to-metal molar ratio. The resulting solid was
washed with methanol followed by diethylether and then dried in
vacuum.

2.2. Topoisomerase IB production and purification

EKY3 yeast cells (ura3-52, his3A200, leu2Al1, trpl1A63,
top1:TRP1, MATa) were transformed with YCpGAL1-e-wild-type
plasmid, in which the human topoisomerase IB is expressed under
the galactose inducible promoter [24]. The culture was grown in
SC-uracil 2% dextrose over-night, diluted 1:100 in SC-uracil 2%
raffinose and induced at an ODsg5,, = 1 with 2% galactose for 6 h at
30 °C, 140 rpm. The cells were harvested by centrifugation, resus-
pended in 50 mM Tris-HCI pH 7.4, 150 mM KCI, 1 mM EDTA, 1 mM
EGTA, 10% (v/v) glycerol completed with protease inhibitors cock-
tail (Roche 1 836 153) supplemented with 0.1 mg/ml sodium
bisulfite and 0.8 mg/ml sodium fluoride and disrupted using
425—600 um diameter glass beads alternating vortexing for 30 s
with 30 s on ice. The extract was loaded onto 1 ml ANTI-FLAG M2
Affinity Gel column equilibrated as described in the technical
bulletin (Sigma). Topo IB interacts with the resin through the N-
terminal sequence FLAG: DYKDDDY, and it is eluted with five col-
umn volumes of buffer containing 100 pg/ml FLAG peptide. Frac-
tions were collected and glycerol was added to a final concentration
of 40%. All preparations were stored at —20 °C [25].

2.3. DNA relaxation assay

To determine the units/ul of topo IB 1 pl of enzyme solution was
diluted 3, 9, 27, 81-fold in reaction buffer (20 mM Tris—HCI, 0.1 mM
NayEDTA, 10 mM MgCly, 50 pg/ml acetylated BSA and 150 mM KCl,
pH 7.5) before addition of 0.5 ug of negatively supercoiled pBlue-
Script KSII(+) DNA in 30 pl of reaction volume. The reaction
mixture was incubated at 37 °C for 30 min. One unit is defined as
the amount of enzyme required to completely relax 0.5 pg of
negative supercoiled plasmid DNA in 30 min at 37 °C.

One unit of topoisomerase IB was incubated with 0.5 pg of
supercoiled DNA in 30 pl containing reaction buffer. To assess the
effects of HPyCT4BrPh, complex (1) and CuCly on topo IB activity
different concentrations of each compound were added. Reactions

[Cu(PyCT4BrPh)CI] ©

Fig. 1. Structures of HPyCT4BrPh and complex (1). The atoms are depicted as follows: C, dark gray; N, blue; H, light gray; Cl, green; Cu, orange; S, yellow; Br, brown. (For inter-
pretation of the references to colour in this figure legend, the reader is referred to the web version of this article.)
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were stopped with 0.5% SDS after 30 min at 37 °C. The samples
were electrophoresed in a horizontal 1% agarose gel in TBE buffer
(50 mM Tris, 45 mM boric acid, 1 mM EDTA). The gel was stained
with ethidium bromide (5 pg/ml), destained with water and pho-
tographed under UV illumination. Where indicated, enzyme and
inhibitor or DNA and inhibitor were pre-incubated at 37 °C for
5 min, prior of the addition of substrate or enzyme respectively. The
mixture was then incubated at 37 °C for 15 min. Assays were per-
formed at least three times and representative gels are shown [26].

2.4. Kinetics of cleavage

The oligonucleotide CL14 (5'-GAAAAAAGACTTAG-3'), radio-
labelled with y-32ATP at its 5 end, was annealed with a 2-fold
molar excess of CP25 complementary strand (5'-TAAAAATTTTTC-
TAAGTCTTTTTTC-3') to produce the “suicide substrate”, containing
a partial duplex. 2.5 units of enzyme were incubated with 20 nM of
suicide substrate in reaction buffer at 37 °C in the absence or in the
presence of 12 pM complex (1). DMSO was added as a control.
Before protein addition 5 pl of the reaction mixture were removed
and used as the zero time point. At different time points 5 pl ali-
quots were removed and 0.5% SDS was added to stop the reaction.
All the samples were precipitated in ethanol, digested with trypsin
and analyzed using denaturing 7 M urea/20% polyacrylamide gel
electrophoresis. The experiment was replicated at least three times
and a representative gel is shown. The percentage of cleavage at the
preferential site (CL1) was quantified through Phospholmager and
ImageQuant software, comparing the amount of the CL1 product
obtained in each lane to the maximal CL1 level obtained at the
longest time point in the absence of compound [27].

2.5. Religation kinetics

The CL14/CP25 substrate (20 nM), prepared as described above,
was incubated with 2.5 units of topo IB for 30 min at 37 °C in re-
action buffer to permit cleaved complex formation. DMSO or 12 uM
complex (1) were added to the solution and religation reactions
was initiated by adding a 200-fold molar excess of R11 oligonu-
cleotide (5'-AGAAAAATTTT-3') over the duplex CL14/CP25. At
different time points 5 ul aliquots were removed and the reaction
stopped with 0.5% SDS. All the samples were precipitated in
ethanol, digested with trypsin and analyzed using denaturing 7 M
urea/20% polyacrylamide gel electrophoresis. The experiment was
replicated at least three times and a representative gel is shown.
The percentage of the remaining covalent complex was determined
by Phosphorlmager and Image-Quant software and normalized
relative to the total amount of radioactivity in each lane [28].

2.6. Electrophoretic mobility shift assay (EMSA)

The assay was performed using the CL25/CP25 full duplex DNA
as a substrate, obtained by annealing radiolabelled CL25 (5'-
GAAAAAAGACTTAGAAAAATTTITA-3’) and the complementary
strand CP25. The reactions were performed using the catalytically
inactive mutant Tyr723Phe. The substrate (0.5 nM) was incubated
with the enzyme in the presence of DMSO, 12 uM complex (1) or
50 pM camptothecin in reaction buffer at 37 °C for 10 min, in a final
volume of 30 pl. The reactions were added of 3 pl of dye (0.125%
Bromophenol Blue and 40% (v/v) glycerol) and loaded into 6% (v/v)
polyacrylamide gels and electrophoresed at 40 V in TBE (12 mM
Tris, 11.4 mM boric acid and 0.2 mM EDTA) at 4 °C for 4 h. As a
control 12 uM complex (1) was incubated with substrate to show
no change in electrophoretic mobility of DNA in the presence of
compound [29].

Reaction products were visualized by Phosphorlmage. Assay

was replicated at least three times and only one representative gel
is shown.

2.7. Docking predictions

Docking experiments were performed using Autodock 4.2 with
MGLTools 1.5.6 [30] to prepare the structure of the ligand and the
receptors. Calculations were made with the genetic algorithm [31]
and for each experiment 250 runs were carried out. The structure of
the receptor for the docking with the free protein was taken from
the crystal structures 1A36 [32] and 1EJ9 [33], upon reconstruction
of the missing residues as previously described [34]. Upon elimi-
nation of the DNA substrate the structure of the protein was used to
carry out the docking with the free enzyme. Calculation with the
covalent complex was carried out using the structure of the 1K4S
binary complex [35] upon reconstruction of the linker domain as
previously described [36]. Elimination of the 12 bases downstream
of the cleavage site gave rise to the “suicide” protein-DNA covalent
complex used for the last experiment (Supplementary Fig. S1).
Coordinates of the complex (1) were obtained from the crystal
structure downloaded from the Cambridge Crystallographic Data
Centre via www.ccdc.cam.ac.uk/data_request/cif. The bromine
atom, which is not present in the solved structure, was added to the
compound and the structure regularized using the program Sybyl
(Tripos, St. Louis, MO) prior the completion of the docking.

The analysis of the contacts between the ligand and the receptor
was performed using a modified version of the program g_mindist
from the Gromacs 4.6 package [37], taking a threshold value of
3.5 A. Images were obtained with VMD visualization package [38].

2.8. Evaluation of the cytotoxic effect against human tumor cell
lines

Cells were seed at densities/well of 100,000 for THP-1 cells.
Adherent MCF-7 cells were inoculated at 10,000 cells/well. The
plates were pre-incubated for 24 h at 37 °C to allow adaptation of
cells prior to the addition of the test compounds. Freshly prepared
solutions of the compounds were screened at 10 M. Subsequently,
the plates were inoculated for 48 h in an atmosphere of 5% CO, and
100% relative humidity. Cell viability was estimated by measuring
the rate of mitochondrial reduction of 3-(4,5-dimethylthiazol-2-
yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT). All substances were
dissolved in DMSO prior to dilution. IC5g values were determined
over a range of ten-fold concentrations (100—0.001 pM). All com-
pounds were tested in triplicate, in three independent experiments.

2.8.1. In vitro cell viability MTT assay

MTT is a tetrazolium salt that is reduced to purple formazan
crystals mainly by mitochondrial succinate dehydrogenase and the
color intensity of the formazan dye is correlated to the number of
viable cells [39]. Briefly, at the end of the incubation of the cells
with the different compounds, 20 ul of MTT solution (5 mg/ml in
phosphate-buffered saline) were added to each well and incubated
for 4 h. The supernatant was removed and 200 pl of 0.04 M HCl in
isopropyl alcohol were added to dissolve the formazan crystals. The
optical densities (OD) were evaluated in a spectrophotometer at
595 nm. Controls included drug-containing medium (background)
and drug-free complete medium. Drug-free complete medium was
used as control (blank) and was treated in the same way as the
drug-containing media. Results were expressed as percentage of
cell proliferation, relative to cells incubated with the 0.5% DMSO
control and were calculated as follows: viability (%) = (mean OD
treated — mean OD background)/(mean OD untreated cultured, i.e.
0.5% DMSO — mean OD blank wells) x 100. Interactions of com-
pounds and media were estimated on the basis of the variations
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between drug-containing medium and drug-free medium to
escape from false-positive or false-negative in relation to the con-
trol [40].

3. Results
3.1. Cytotoxic activity

The cytotoxic effects (ICs9) of HPyCT4BrPh and complex (1)
against THP-1 leukemia and MCF-7 breast cancer cells are reported
in Table 1. The complex (1) is more active than the free thio-
semicarbazone as already reported for MDA-MB (breast cancer)
and HCT-116 (colorectal cancer) tumor cells [41]. Upon coordina-
tion to copper(Il), the cytotoxicity of HPyCT4BrPh increased 6-fold
against THP-1 and 8-fold against MCF-7 cells.

As a control CuCl, at the same concentration was inactive as
already shown for several leukemia and solid tumor cells [23].
These results indicate the importance of thiosemicarbazone metal
coordination in providing cytotoxicity against these two tumor cell
lines.

3.2. Topoisomerase IB inhibition

The inhibitory effect of the compounds on topoisomerase IB
activity was tested through an agarose gel electrophoresis assay,
comparing the different mobility among supercoiled DNA plasmid
and the relaxed forms of DNA (topoisomers), produced by the
enzyme activity. Circular plasmid DNA can exist in different topo-
logical conformations, that maintain the same sequence and mo-
lecular weight but that having a different degree of compactness
migrate in different way i.e. supercoiled DNA migrates in an agarose
gel faster than the relaxed topoisomers.

Topo IB efficiently relaxes the supercoiled substrate, as it can be
appreciated from the disappearance of the band belonging to the
supercoiled DNA substrate (SC) and the appearance of new bands
corresponding to relaxed DNA topoisomers (Fig. 2A, compare lane1
and lane 3). The activity is hardly affected by the increase of thio-
semicarbazone concentration up to 50 uM (Fig. 2A, lanes 4—10), on
the contrary topo IB activity is significantly reduced when the
enzyme is incubated with complex (1). The inhibition starts at a
concentration of 0.75 pM and it is almost complete at 3 uM (Fig. 2B).
As a control it has been observed that addition of CuCl, does not
inhibit the enzyme up to a concentration of 200 uM, confirming
that the effect detected at low complex (1) concentration cannot be
due to the free metal (Fig. 2A and C).

3.3. Preincubation effect on topolB activity

Complex (1) was pre-incubated with the enzyme or the DNA
alone to verify the effect of pre-incubation in a time course relax-
ation inhibition assay (Fig. 3). Pre-incubating the enzyme with
0.75 uM complex (1), a concentration not sufficient to fully inhibit
the enzyme (Fig. 3, lanes 6—9), before DNA addition results in full
inhibition suggesting that the complex interacts with the enzyme
alone (Fig. 3, lanes 10—13). Pre-incubation of complex (1) with the
DNA substrate alone, before enzyme addition, does not increase the
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Fig. 2. Relaxation of negative supercoiled plasmid by topo IB in the presence of
increasing concentrations of (A) HPyCT4BrPh, (B) complex (1), (C) CuCl, (lanes: 4—10).
Lane 1: substrate. Lane 2: substrate plus an excess of (A) HPyCT4BrPh, (B) complex (1),
(C) CuCl,. Lane 3: substrate plus enzyme and DMSO. N.C.: nicked circular DNA. S.C.:
supercoiled DNA.
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Fig. 3. Relaxation of supercoiled DNA by topo IB as a function of time in the presence
of DMSO (lanes 2—5), 0.75 uM complex (1) (lanes 6—9), 5 min enzyme-complex (1)
pre-incubation before DNA addition (lanes 10—13), 5 min DNA-complex (1) pre-
incubation before enzyme addition (lanes 14—17). Lane 1: substrate. N.C.: nicked cir-
cular DNA. S.C.: supercoiled DNA.

extent of inhibition observed in the absence of the pre-incubation
(Fig. 3, lanes 14—17). As a control, the experiment in the presence
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of DMSO, at the same concentration used to dissolve complex (1),
shows that the enzyme is fully active, confirming that the inhibition
depends on the presence of the metal complex (Fig. 3, lanes 2—5).

3.4. Cleavage and religation rate

The cleavage step of the catalytic cycle of topo IB has been
studied using the oligonucleotide CL14, radiolabeled at its 5’-end,
annealed with the CP25 complementary strand to produce a duplex
oligonucleotide with 11 nucleotides single strand extension. This
substrate is named “suicide substrate” (Fig. 4A), because when the
enzyme cuts it at its preferential site, indicated by an asterisk in
Fig. 4A, the religation step is precluded, because the cleaved AG-
3’oligonucleotide is too short to be religated. The enzyme remains
covalently attached to the 12-oligonucleotide 3’-end forming the
cleavage complex (CL1) that increases as a function of time, as
shown in Fig. 4B. The cleavage reaction is fast in the absence of
complex (1) and approximately 80% of the reaction occurs within
15 s (Fig. 4B and C). In the presence of 12 uM complex (1) the
cleavage reaction is strongly inhibited and the quantity of cleaved
substrate, normalized at the plateau value obtained in the absence
of compound, is reduced to 20% even after 1 h, as shown in Fig. 4C.

The religation rate has been measured incubating the suicide
substrate with an excess of enzyme to allow cleavage complex
formation (Fig. 5A, lanes 2 and 9). A 200-fold molar excess of an R11
complementary oligonucleotide is then added permitting the
enzyme to produce a full duplex oligonucleotide as final product.
The urea-polyacrylamide gel electrophoresis of the products shows
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Fig. 4. (A) “Suicide substrate” for cleavage reaction. The asterisk indicates the prefer-
ential cleavage site. (B) Urea/polyacrylamide gel of cleavage products obtained in the
absence (lanes 2—9) and in the presence of 12 uM complex (1) (lanes 10—17). Lane 1:
substrate. CL1: cleavage complex. (C) % of cleavage plotted as a function of time in the
absence (full line) and in the presence of 12 pM complex (1) (dotted line). The data
reported are the average + SD of three independent experiments.
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Fig. 5. (A) Schematic representation of religation reaction. (B) Urea/polyacrylamide gel
of products of religation reaction performed by topo IB in the absence (lanes 2—8) and
in the presence of 12 pM complex (1) (lanes 9—15). Lane 1: substrate. Rel: religated
product. CL1: preferential cleavage site. Uncleaved: substrate. (C) % of remaining
cleavage complex as a function of time in the absence (full line) and in the presence of
complex (1) (dotted line). The data reported are the average + SD of three independent
experiments.

that the presence of 12 pM complex (1) reduces the rate of the
reaction, indicating that the compound partially inhibits the reli-
gation step (Fig. 5B), as confirmed by the quantitative plot reported
in Fig. 5C.

3.5. Electrophoresis mobility shift assay

An Electrophoretic Mobility Shift Assay (EMSA) was carried out
using the catalytically inactive Tyr723Phe mutant. Using this
mutant the effect of the compound on the chemistry of the cleavage
reaction are eliminated, because the protein can not carry out the
nucleophilic attack to the DNA phosphodiesteric bond, but it can
still non-covalently bind to DNA. The assay was performed incu-
bating a full duplex DNA radiolabeled substrate (CL25/CP25), con-
taining the preferred cleavage site of topo IB, with the enzyme
Tyr723Phe. After incubating the enzyme and DNA a retard on the
electrophoretic mobility relative to the unbound DNA is observed
due to the formation of an enzyme-DNA non covalent complex
(Fig. 6, compare lanes 1 and 3). In the presence of 12 uM complex
(1) the band corresponding to the non-covalent complex is not
observed (Fig. 6, compare lanes 1 and 4), indicating that complex
(1) does not permit the interaction between DNA and the enzyme
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non-covalent complex

1 2 3 4 5

Fig. 6. Electrophoretic mobility shift assay. Lane 1: substrate. Lane 2: substrate in the
presence of 12 uM complex (1). Substrate plus enzyme in the presence of DMSO (lane
3), 12 uM complex (1) (lane 4) and 50 pM CPT (lane 5).

and so providing an explanation for the absence of the cleavage
activity in the presence of the metal complex.

3.6. Prediction of the complex (1) binding mode

Docking experiments between complex (1) and the protein
alone or the covalent protein-DNA complex were carried-out. In the
protein alone the compound is spread in several regions over the
entire protein structure, with a binding energy ranging from —7.6
to —5.0 kcal/mol. In several of these sites the compound provokes
steric hindrance for the DNA binding (Supplementary Fig. S1), thus
providing an explanation for the inhibition of the cleavage activity
(Fig. 4) and for the lack of the protein-DNA interaction reported by
the EMSA experiments (Fig. 6). The docking with the covalent
complex was performed using as a receptor the complex with a 22
bps DNA substrate cleaved at one strand or the complex containing
the suicide substrate (Supplementary Fig. S2). The results are
comparable. The most populated family of structures has a binding
energy ranging from —7.3 to —6.7 kcal/mol and —8.0 to —7.0 kcal/
mol for the covalent and suicide complexes respectively. In the first
case the compounds lay at the interface between subdomain IIl and
the linker domain (helix17-helix19) (Fig. 7A). Interestingly, com-
plex (1) establishes contacts with Lys720 located on helix 20 that

Fig. 7. Docking predictions of the complex (1) binding mode. Representative structure
of the most populated family of structures in the docking with the (A) covalent
complex and (B) suicide complex. In each panel the lateral chains of the residues
interacting with the compound and the active site residue Tyr723 are shown in stick.
The compound in the two panels is reported in lime and shown in Van der Walls
representation. The helices are also defined as H17, H19 and H20.

contains the catalytic tyrosine, and with His632 that is a residue of
the catalytic pentad. In the case of the docking with the suicide
complex, the compounds is located on helix 20 and interacts with
Lys720 and Leu721 (Fig. 7B). Such interactions hinders the inter-
action with the substrate, providing an atomistic explanation for
the religation inhibition (Fig. 5).

4. Conclusions

HPyCT4BrPh and its copper(Il) complex [Cu(PyCT4BrPh)CI] (1),
already known to be cytotoxic agents against HL60 leukemia cells,
MDA-MB 231 and HCT-116 tumor cells, are shown to have cytotoxic
effect also against THP-1 and MCF-7 cells. Coordination of the thi-
osemicarbazone to copper(Il) improves the effect, making complex
(1) more efficient than the parental compound (Table 1). In fact the
ligand HPyCT4BrPh shows some cytotoxic activity, but upon coor-
dination to copper(ll) to form complex (1) the cytotoxic effect in-
creases 6-fold against THP-1 leukemia cells and 8-fold against MCF-
7 solid tumor cells (Table 1). This effect is due to complex (1) since
addition of CuCl; does not induce any toxicity. Thiosemicarbazones
have been suggested to exert their antineoplastic activity through
several mechanisms such as Fe chelation, in this way being
responsible for the iron impoverishment of the biological systems.
They may also act through the redox cycling properties of the
resulting Fe''-thiosemicarbazones complex, inhibiting essential en-
zymes such as ribonucleotide reductase [42]. Other mechanisms are
also described, such as inhibition of topoisomerase Ila., for which the
binding of thiosemicarbazone to the ATP hydrolysis domain was
shown to be responsible for enzyme inhibition [18].

Here we investigate the ability of HPyCT4BrPh and its copper(II)
complex [Cu(PyCT4BrPh)CI] (1) to inhibit human topoisomerase IB.
For the first time we show that, after complexation with copper, the
thiosemicarbazone becomes an efficient inhibitor of topoisomerase
I. Complex (1) acts inhibiting the cleavage step of topo I catalytic
cycle (Fig. 4). In particular complex (1) prevents enzyme-DNA
binding, as demonstrated by the EMSA experiment reported in
Fig. 6. This mechanism of action permits the classification of the
copper complex as topo IB inhibitor although the compound is also
able to partially affect the religation step (Fig. 5). Docking analyses
support these results, showing that steric hindrance (Fig. 7) is
responsible for DNA binding and religation step inhibition.

It is interesting that the topoisomerase inhibition activity is only
observed upon copper(Il) complexation highlighting the role of the
metal in producing the right geometry to interact with the enzyme
active site. The strategy of metal coordination is an interesting
route that has been pursued for several ligands to confer them
possible therapeutic effect and it is here shown to be successful also
for the thiosemicarbazone ligand. This finding can increase the
potential use of thiosemicarbazones as anticancer agents and
confirms the important role of metal coordination in modulating
the target of this class of compounds.

Appendix A. Supplementary data

Supplementary data related to this article can be found at http://
dx.doi.org/10.1016/j.abb.2016.07.009.
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Anexo: Manuscrito a ser submetido
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Abstract

Objective: Evaluation of the cytotoxic effects of nitrogen-mustard derived Schiff base compounds and
investigation on their mode of action.

Methods:  4-[bis(2-chloroethyl)amino]benzaldehyde-N(4)-phenyl-thiosemicarbazone (1), 4-[bis(2-
chloroethyl)amino]benzaldehyde-N(4)-para-chloro-phenyl-thiosemicarbazone (2), 4-[bis(2-
chloroethyl)amino]benzaldehyde-N(4)-methyl-thiosemicarbazone 3) and 4-[bis(2-
chloroethyl)amino]benzaldehyde-benzoylhydrazone (4) were obtained by functionalization of the bis(2-
chloroethyl)amino alkylating group with a thiosemicarbazone/hydrazone moiety. The compounds were
assayed on a panel of solid tumor cells and against non-malignant cells. The mode of action of compound
(1) was investigated. Theoretical studies on the reactivity of (1-4) as DNA alkylation agents were carried
out.

Results: When assayed on a panel of different tumor cells only (1) exhibited cytotoxic effects on B16F10
melanoma cells (ICso = 17.1+3.1uM). A cell viability assay on melanoma cells revealed that while (1) had
cytotoxic effects on B16F10 and A2058 cells, the structure-related hydrazone (4) was devoid of activity.
In addition, (1) was capable to reduce viability of melanoma cells without affecting the viability of non-

malignant human umbilical vein endothelial cells (HUVEC). Preliminary investigation on the mode of
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action of (1) indicated that the compound induces cell death by necrosis. 1 mostly likely enhances the
sensibility of cells to chemotherapeutic agents by the reduction of Bcl-2 expression. Theoretical
calculations showed that all compounds (1-4) exhibit similar reactivity as DNA alkylating agents. Hence,
DNA alkylation might not occur, or if it occurs, it is probably not the dominant pathway in the cytotoxic
action of (1).

Conclusions: Compound (1) might be used in association with antimelanoma drugs. Further investigation
on this mechanism is needed in future studies.

Keywords: Nitrogen mustards; Schiff bases; cytotoxic activity; mode of action

1. Introduction

Cancer is a major public health problem in many parts of the world. Approximately 14 million
new cases and 8.2 million cancer-related deaths were reported in 2012, thus affecting life expectancy and
producing a negative impact on society. [1]

Chemotherapy is the major strategy to treat cancers. Alkylating agents are electrophilic species
that react with nucleophilic moieties of DNA or proteins leading to the covalent transfer of an alkyl group.
The cytotoxic effect of these agents is mainly due to the alkylation of DNA bases that can impair essential
DNA processes such as replication and/or transcription [2]. The alkylating agent Mechlorethamine
(Mustargen), derived from sulfur mustards, was the first to be employed for the treatment of leukemia and
lymphomas [2, 33}

Nitrogen mustards are alkylating agents which share a common bis(2-chloroethyl)amino group
with sulfur mustards. Nitrogen mustards were the first DNA alkylating drugs used in early cancer
chemotherapy in the 1950s. These compounds are presently used as therapeutics for leukemias and solid
tumors. Nitrogen mustards induce interstrand cross-linking of DNA mainly by alkylating the 7-position of
two guanines [4].

Drugs that directly bind to DNA bases or form cross-links, such as cisplatin and carboplatin or
nitrogen mustards are often used in combination therapies. The main mode of action of DNA-damaging
agents isrelated to DNA alterations that impact replication, an overactive process in rapidly dividing cancer

cells [4].
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Thiosemicarbazones and hydrazones constitute an important class of compounds possessing a
wide range of pharmacological properties [5-7} [5-9]. These compounds exhibit cytotoxic activity against
solid tumor and leukemia cells {8-26} [10-12]. Modifications of the thiosemicarbazone/hydrazone
framework, in order to find new compounds with higher activity and/or to tune their biological activity
have been extensively studied {16-12} [12-16].

In order to add to the discovery of new anticancer drug candidates, we now obtained a family of
compounds containing the bis(2-chloroethyl)amino alkylating group functionalized with a
thiosemicarbazone/hydrazone moiety (Figure 1). The compounds were assayed for their cytotoxic activities
against B16F10 (melanoma), NCI-H460 (lung carcinoma) and MCF-7 (human breast adenocarcinoma),
A375 (skin malignant melanoma), A2058 skin (human metastatic melanoma) cancer cells, as well as against
non-malignant human umbilical vein endothelial cells, HUVEC.

Theoretical studies on the DNA alkylating ability of the compounds were carried out together with

a preliminary investigation on their mode of action.

. Cl
Cl cl

N k‘
C|/\/ Cl/\/N
I
N

NH NH
A °
S NH

CH3

NH

S NH

X=H(1) 3) #
C1(2)

X
Figure 1. Structural representation of the nitrogen mustard-derived Schiff base compounds.
(Moadifiquei a figura porque estava errada. O composto 2 o substituinte é Cl e ndo CHs)
Experimental
2. Material and Methods
2.1 Physical measurements
All common chemicals were purchased from Aldrich and used without further purification.

Partial elemental analyses were performed on a Perkin Elmer CHN 2400 analyzer. An YSI model 31
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conductivity bridge was employed for molar conductivity measurements. Infrared spectra were recorded
on a Perkin Elmer FT-IR Spectrum GX spectrometer using KBr plates (4000 e 400 cm™). NMR spectra
were obtained with a Bruker DPX-400 Avance (400 MHz) spectrometer using DMSO-ds as solvent and
TMS as internal reference.

Single crystal X-ray diffraction measurements were carried out on an Oxford-Diffraction
GEMINI-Ultra diffractometer (LabCri-UFMG) using graphite-Enhance Source Mo Ka radiation (A =
0.71073 A) at 293(2) K. The CrysAlisPro software package {43} [17] was used for data collection, cell
refinements and data reduction. Absorption correction based on multi-scan method was applied using Olex2
{241 [18]. The structure was solved with the XT {25} [19] structure solution program using Intrinsic Phasing.
Full-matrix least-squares refinement procedure on F? with anisotropic thermal parameters was carried on
using the XL [26}[20] refinement package. Positional and anisotropic atomic displacement parameters
were refined for all non-hydrogen atoms. Hydrogen atoms were placed geometrically and the positional

parameters were refined using a riding model.

~Theoretical- Caleulations
2.2 Computational methods

Calculations based on Density Functional Theory (DFT) were carried out with Gaussian 09
packages 4 [21]. The different compounds and the reactions energies were calculated using the hybrid
exchange-correlation functional (XC), with Becke's three-parameter combined with the Lee, Yang and Parr
(LYP) correlation functional, denoted as B3LYP {48;29] [22,23] and the XC functional by Perdew, Burke
and Ernzerhof (PBE) [20,24]} [24,25]. The standard Dunning/Huzinaga valence double zeta basis sets D95
223 [26] and cc-pVDZ 23} [27] were employed. The geometries were fully optimized without symmetry
constraint. The harmonic frequency analyses were performed. Real frequencies assure that a minimum at

the potential energy surface was found.

2.3 Syntheses of the Schiff base compounds

The compounds were obtained by stirring under reflux a methanol solution of 4-[bis(2-
chloroethyl)amino]benzaldehyde (4.0 mmol) with the desired thiosemicarbazide/hydrazide in equimolar
amounts for 4 h. Two drops of HCI/ acetic acid were added to catalyze the reaction. The solids were filtered

off and washed with methanol and diethylether, and dried under reduced pressure.
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4-[bis(2-chloroethyl)amino]benzaldehyde-N(4)-phenyl-thiosemicarbazone (1).

This compound has been previously prepared by other authors {24} [28].

4-[bis(2-chloroethyl) amino]benzaldehyde-N(4)-para-chlorophenyl-thiosemicarbazone,

(2). Yellow solid. Anal. Calc. for C1gH19CIsN4S: C, 50.30; H, 4.46; N, 13.04. Found: C, 50.36; H, 4.14; N,
13.28 %. FW: 429.79 g mol™. IR (KBr, cm™): v(N-H) 3246-2978 m, v(C=N) 1602 m, v(C-S) 726 w. *H
NMR [400 MHz, DMSO-ds, ppm]: 6.80 (2H, d, H2, H6), 7.72 (2H, d, H3, H5), 8.06 (1H, s, H7), 7.66 (2H,
d, H10, H14), 7.40 (2H, d, H11, H13), 3.78 (8H, d, H15, H17, H16, H18), 11.68 (1H, s, N(3)-H), 9.97 (1H,
s, N(4)-H). 3C NMR [100 MHz, DMSO-ds, ppm]: 122.2 (C1), 111.7 (C2, C6), 129.4 (C3, C5), 148.1 (C4),
143.8 (C7=N), 175.0 (C8=S), 128.9 (C9), 126.9 (C10, C14), 127.8 (C11, C13), 138.2 (C12), 51.8 (C15,
C17), 41.0 (C16, C18). Melting point: 171.0-172.2 °C. Yield: 70 %.
4-[bis(2-chloroethyl)amino]benzaldehyde-N(4)-methyl-thiosemicarbazone (3)

This compound has been previously reported by other authors |25} [29].

4-[bis(2-chloroethyl) amino] benzaldehybenzoylhydrazone (4). Yellow solid. Anal. Calc. for
Ci1sH19CI2N30: C, 59.35; H, 5.26; N, 11.54. Found: C, 59.66; H, 5.85; N, 11.73%. FW: 364.26 g mol. IR
(KBr, cmY): v(N-H) 3200 w, v(C=0) 1636 m, v(C=N) 1604 m. *H NMR [400 MHz, DMSO-ds, ppm]: 7.51
(2H, t, H2,H6), 6.81 (2H, d, H3, H5), 8.34 (1H, s, H7), 7.90 (2H, d, H10, H14), 7.58-7.56 (3H, m, H11,
H13, H12), 3.81-3.75 (8H, m, H15,H17;H16,H18), 11.57 (1H, s, N(3)-H). 3C NMR [100 MHz, DMSO-
ds, ppm]: 122.7 (C1), 128.7 (C2,C6), 111.8 (C3,C5), 148.0 (C4), 148.2 (C7=N), 162.7 (C8=0), 133.7 (C9),
127.4 (C10,C14), 131.4 (C11,C13), 128.3(C12), 51.9 (C15,C17), 41.0 (C16,C18). Melting point; 83.5-84.2

°C. Yield: 75 %.

2.4 X-ray crystallography
Crystals of (2) were obtained by slow evaporation of the mother liquor in the syntheses and crystals
of (4) were obtained upon slow evaporation in DMSO-ds. A summary of the crystal data, data collection

details and refinement results for these compounds is listed in Table 1.

Table 1. Crystal data structure and refinement results for (2) and (4)
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) (4)
Empirical formula C18H19CI3N4S | C18H19CI2N30
Formula weight 429.79 364.26
Temperature/K 293(2) 293(2)
Crystal system, Monoclinic, Orthorombic,
space group P21/c Pca2l
a(A) 16.5839(3) 9.8199(3)
b (A) 13.0854(2) 19.3212(7)
c(A) 9.71070(10) 9.4660(3)
a (9 90 90
B (©) 101.354(2) 90
v (©) 90 90
V (A3) 2066.05(6) 1796.01(11)
Z 4 4
pcalcg/cm3 1.362 1.347
w/mm-1 5.035 0.371
F(000) 864.0 760
20 range for data 5.436 - 133.122 2.11-29.41
collection/®
Index ranges -19<h<19 -13<h<12
-15<k <15 -25<k <26
-11<1<11 -13<1<13
Reflections collected 32388 20532
Independent reflections 3640 [Rint = 4550 [Rint =
0.0527, Rsigma 0.0308
=0.0199
Data/restraints/parameters 3640/0/255 4550/1/217
Goodness-of-fit on F2 1.038 1.054
Final R indexes [| >=2c R1 = 0.0557, R1 =0.0433,
0] wR2 = 0.1534 wR2 = 0.1073
. . R1 = 0.0665, R1 =0.0537,
Final R indexes [all data] WR2 = 0.1661. WR2 = 0.1145
Largest dif/fi peak/hole / 0.65/-0.32 0.407/-0.473
e A-3

iolonical activi

2.5 Cell cultures

The B16F10 (murine melanoma), NCI-H460 (human non-small cell lung cancer), MCF7 (human
breast cancer), A 2058 skin (human metastatic melanoma) and HUVEC (human umbilical vein endothelial
cells) lines were obtained from American Type Culture Collection (ATCC, Manassas, VA). The cell lines
were maintained in RPMI media supplemented with fetal bovine serum (10%), and 1% penicillin-
streptomycin at 37°C under a humidified atmosphere of 5% CO,.

2.6 Cell viability assay

The cellular viability was evaluated using 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium

bromide (MTT) assay to determinate the half maximal inhibitory concentration of cellular viability (ICso)
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values for each tested compound. Cells were seeded, at the concentration of 1 x 10* cells/well, in 96-flat
bottom wells culture plates and cells were allowed to adhere for 2 h. Thereafter, cells were treated with
each compound (5-200 uM) for 24 h, followed by exposure for 3 h to 10 uL of MTT (5 mg mL™? in
phosphate buffer solution, PBS, 1X) per well. Subsequently, plates were centrifuged and the formazan
crystals formed by viable cells were dissolved in 100 pL of dimethyl sulfoxide (DMSO). The absorbance,
OD values, was measured on a microplate reader (VERSAmax Tunable Microplate Reader, Molecular
Devices, CA, USA) at 538 nm. Finally, the cellular viability (%) relative to control group was calculated
using the equation ODT/ODCx100%, where ODT represents the OD value of the treatment group and ODC

represents the OD value of control group.

2.7 Annexin V/Propidium iodide assay

For apoptosis/necrosis evaluation the FITC Annexin V/Dead Cell Apoptosis Kit (Invitrogen Inc.,
UK) was employed. B16F10 cells were planted in 12-well plates (5 x 10° cells/well) grown overnight and
then exposed to compound (1) (10 and 20 uM), or cisplatin (positive control for apoptosis) for 12 h. Then
5 pL of staining FITC annexin V and 1 pL of 100 pug/mL PI were added to each 100 pL of cell suspension.
The cells were collected, centrifuged and resuspended in an appropriated buffer for 30 min at 4 °C in the
dark. The analyses were performed by flow cytometry acquiring 10,000 events per sample using
FACSCalibur flow cytometer (Becton Dickinson, CA, USA). Fluorescence emission was recorded at 530

nm. Data analyses were performed by using FlowJo software (TreeStar, CA, USA)

2.8 Western blot analysis

To further evaluate the mechanism of action of compound (1) the expression levels of proteins of
apoptotic signaling pathways were investigated. B16F10 cells were plated in 6-well culture plates, grown
overnight and then exposed to 1 (10 and 20 uM) or 50 uM of cisplatin (positive control for apoptosis) for
24h. After the treatment, the cells were lysed with lysis buffer supplemented with protease and phosphatases
inhibitors (Cell Signalling Tecnology Inc). Protein concentration was measured using Bio-Rad Protein
Assay (Hercules, CA, USA). After, SDS-PAGE proteins were transferred to polyvinylidenedifluoride
(PVDF, 0.45 pm) membranes (Millipore Immobilon). Membranes were blocked and incubated with

primary antibodies (Cell Signaling, Beverly, MA, USA). Following incubation, the membranes were
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washed with PBS-T and once with PBS, and the images were acquired using the ChemiDoc Imaging

Systems. (Biorad).

2.9 Statistical analyses
GraphPad Prism 5.0 (San Diego, CA) was utilized for all tests. All values were expressed as mean
+ SD. Each value is the mean of at least three independent experiments in each group. Two-way analysis

of variance were performed (ANOVA) with Tukey Post-Hoc test or Student’s t-test.

3. Results and Discussion
3.1 Formation of compounds

Microanalyses, IR and NMR data were compatible with the formation of (1-4)

3.2 Spectroscopic characterization

The vibration attributed to v(N-H) was found at 3246 (2) and 3200 cm™ (4). The v(C=S)
absorption was observed at 726 cm? in the spectrum of 2 [25] [29] and the v(C=0) vibration was found at
1636 cm™ in the spectrum of 4 [93 [11].

The NMR spectra were recorded in DMSO-ds. The *H resonances were assigned on the basis of
chemical shifts and multiplicities. The carbon type (C, CH) was determined by using distortionless
enhancement by polarization transfer (DEPT 135) experiments. The assignments of the protonated carbons
were made by 2D hetero-nuclear multiple quantum coherence experiments (HMQC).

In the *H NMR spectra of 2 and 4 (DMSO-dg), the signals of N3-H at & 11.68 and §11.57 are
characteristic of N3-H hydrogen bonded to the solvent |26} [30]. The E stereochemistry of 2 and 4 in DMSO

solution was confirmed by their NOESY spectra, which show the N3-H/H7 coupling.

3.3 X-ray diffraction analysis

Figure 2 shows the molecular structures of (2) and (4). Table 2 reports selected intra-molecular
bond distances and Table 3 lists selected bond angles in the structures of 2 and 4 together with bond
distances and angles for 1 and 3 reported in the literature. The bond distances and angles are very similar

in (1-4) and are comparable to those of other thiosemicarbazones /hydrazones {2428} [31,32]. Hence, the



222 fact that only 1 showed cytotoxic effects while the remaining compounds were inactive is not attributable
223 todifferences in bond distances and angles at least in the crystal.
224

225  Table 2. Selected bond lengths (A) for (1-4)

Bond Lenght L2 (! L3-(2) L4 (3)° L5 (4)
C1-C7 1.452 (3) 1.447(4) 1.450(4) 1.456(3)
N2-C7 1.277 (2) 1.276(3) 1.271(4) 1.274(3)
N2-N3 1.381(2) 1.379(3) 1.380(3) 1.393(2)
N3-C8 1.341(2) 1.343(3) 1.344(4) 1.345(3)
N4-C8 1.341(3) 1.343(4) 1.320(4)

N4-C9 1.428(2) 1.426(4) 1.452(4)
C8-S1 1.6868(19) 1.687(3) 1.683(3)
C8-01 1.225Q2)
C4-N1 1.384(2) 1.383(4) 1.391(5) 1.392(2)

226

227  Table 3. Selected bond angles (°) for (1-4).

Bind Angles £2 (1)* £3(2) L4 (3)? £5-(4)
N4-C8-S1 124.34(14) 124.1(2) 124.1(2)
C8-N4-C9 123.38(16) 123.2(2) 123.4(3)
N3-C8-N4 116.20(17) 115.6(2) 116.3(3)
N3-C8-S1 119.43(14) 120.2(2) 119.6(2)
C7-N2-N3 114.81(17) 115.4(2) 116.0(3) 115.85(16)
C8-N3-N2 120.13(16) 120.1(2) 120.0(3) 118.21(16)
N3-C8-0 122.78(18)
N3-C8-C9 116.26(17)
C1-C7-N2 120.39(18)
' 241 [28]

2 251 [29]
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Figure 2. Molecular plots of 2 and 4 showing the labeling scheme of the non-H atoms and their

displacement ellipsoids at the 50% probability level.
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3.4 In vitro screening in a panel of tumor cells reveals 4-[bis(2-chloroethyl)amino]benzaldehyde-N(4)-

phenyl-thiosemicarbazone (1) as a new antimelanoma drug candidate

The cytotoxic effects of the compounds were evaluated in a panel of tumor cell lines. Cells were
treated for 24h with increasing concentrations of the compounds. The MTT assay was used to evaluate their
cytotoxic effects. As shown in Table 4, only 1 exhibited cytotoxic effects. These effects were observed only
on B16F10 melanoma cells with ICs of (17.1+3.1). In contrast, 1 did not induce cytotoxic effects in non-
malignant HUVEC cells.

Hence, to further evaluate the cytotoxic effects of 1 against melanoma, we extended the cell
viability assay to a panel of melanoma cells. We also investigated the cytotoxic effects of the structure-
related hydrazone 4 against the same melanoma cell lineages. While 4 was devoid of activity, 1 showed
cytotoxic effects on A2058 melanoma cells whereas A375 melanoma cells were resistant to 1 after 24h of
treatment (Table 4).

Therefore, 1 was capable to reduce the cell viability of B16F10 (murine) and A2058 (human)
melanoma cells without affecting the viability of human endothelial cells, suggesting that this compound

or its analogues could be explored as antimelanoma drug candidates.

Table 4. Cytotoxic activity (ICso) of compound (1-4) against tumor and non-malignant cell lines

IC50 (uM)

Compound B16F10 NCI-H460 MCF-7 HUVEC
20 171731 >200 >200 >200
B3 (2) >200 >200 >200 >200
L4 (3) >200 >200 >200 52385

IC50 (uM)

Compound B16F10 A2058 A375 HUVEC
20 1717+31 81.3+95 >200 >200
L5 (4) >200 >200 200 >200

3.5 1 induced necrosis in B16F10 melanoma cells

We further evaluated the cytotoxic effects of 1 by flow cytometry using the annexin V/PI assay.
The reduction of melanoma cells viability by 1 could be the result of apoptosis edr or necrosis induction.
Hence, we carried the apoptosis/necrosis evaluation to examine if 1 can provoke cells death in the B16F10
cells. As shown in Figure 3, treatment of B16F10 cells with 10 and 20 uM of 1 induces cell death by

necrosis in the melanoma cells. In addition, there was an increase of B16F10 cells labeled with Pl after
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treatment with 1 indicating impairment of cell viability. Of interest, apoptosis was not an outcome of the
treatment B16F10 with 1 (Figure 2). Altogether, we can suggest that 1 shows antimelanoma effects through

induction of cell death by necrosis in B16F10 cells.
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Figure 3. Compound (1) triggered mainly necrosis in B16F10 melanoma cells. B16-F10 cells were treated
for 12 h with 1 (10 and 20 uM) or cisplatin 50 uM (positive control for apoptosis), double stained with
annexinV/PI1 and analyzed by flow cytometry (dot pots above in the figure). Percentage of necrotic cells
(annexinV/PI*) and apoptotic cells (annexinV*/PI* and annexinVV*/PI") were considered separately.
Compound (1) 10 and 20 UM increased both necrotic and apoptotic cellular population (*** p < 0.001
versus control), although, the main cell death pathway was necrosis. All these data are mean of the

percentage of positive cells + SD (n = 3).

3.6 Reduction of Bcl-2 is a remarkable outcome of the effects of compound (1) on B16F10 melanoma cells

The effects of 1 on the activation of necrosis cell death were analyzed in more detail by Western
blotting (Figure 4). Thus, B16F10 cells were treated for 24h with 1 and cisplatin (positive control). To
investigate the molecular events initiated by the treatment with 1, the intrinsic (mitochondrial) pathways
were evaluated. The cleavage of PARP, a substrate of caspase activation was only observed in the cells

treated with cisplatin (positive control). Accordingly, there was an increase in the caspase-3 activation of



276

277

278

279

280

281

282

283

284

285

cells treated with cisplatin. In contrast, 1 did not induce caspase-3 or -9 cleavage in B16F10 cells. However,
1 induced a decrease in the antiapoptotic protein Bcl-2, which in turn can affect the mitochondrial
membrane permeability and the proapoptotic mitochondrial pathway. By the reduction of Bcl-2 expression,
cells can turn more sensible to chemotherapeutic drugs. In agreement, 1 lead to increase of BAD, a
proapoptotic protein, which is a regulator of mitochondrial cell permeability. Bcl-2 binds to Bax multi-
domain proteins and thus blocks their proapoptotic activity. Thus, the reduction of Bcl-2 induced by 1 can
unblock the antiapoptotic effects of them. Therefore, our study shows that 1 mostly likely increases the
sensibility of cells to chemotherapeutic agents. Thus, 1 might be used in association with antimelanoma

drugs. However, further investigation on this mechanism is needed in future studies.
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286

287 Figure 4. Compound (1) provoke reduction of Bcl-2 expression in B16F10 cells. Cell death proteins
288  expression was assessed after B16F10 cells treatment for 24h with 1 (10 and 20 uM) or 50 uM of cisplatin
289 (positive control to apoptosis), together with evaluation of cell lysis and Western Blot analysis. Only
290  cisplatin induced apoptotic signs: cleavage of PARP and caspase-3. 1 did not induce PARP or caspase-3 or
291 -9 cleavage. Hence, 1 showed no apoptotic feature but affected mitochondrial proteins: reduction of Bcl-2
292 associated with increased BAD expression. Western blot membrane images are representative of three

293 independent experiments.

294

295 3.7 Theoretical investigations on the alkylating ability of the nitrogen mustard-derived Schiff base
296  compounds.

297 The proposed mechanism of DNA alkylation by nitrogen mustard compounds is represented in
298 Figure 5 [29] [33]. Theoretical studies were carried out aiming to explain the reason why only 1 was able
299  to induce cytotoxic effects on melanoma cells, while all other compounds under investigation revealed to

300 be inactive.

301
T R R B
N mr’« J: ~,Lr\ »
Il— W QR
cl cl DNA - - & s DNA
T
302 6NA/’/ E)NA
303 Figure 5. Proposed mechanism of DNA alkylation by nitrogen mustard compounds (adapted from
304 reference 29 33).
305 In order to verify this hypothesis, the reaction energies for the compounds under study were

306  estimated by means of the density functional theory (DFT). Table 5 shows the reactions energies calculated
307  using different exchange/correlation functionals and basis sets.
308

309
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Table 5. Reaction energies (in kcal mol™?) estimated using different exchange/correlation functionals and

basis sets.
B3LYP PBE
Compound
D95 ccpv-dz D95 ccpv-dz
£2 (1) 144.0 142.7 147.1 1455
3 (2) 1455 1445 147.6 147.4
£4-(3) 143.2 141.7 146.2 144.4
£5-(4) 144.3 1425 147.8 145.7

The data shown in Table 5 indicate that the group R does not affect the reaction energies. The
differences are in the range of the error bars expected for the DFT calculations of about 5 kcal mol™. From
the thermodynamic point of view, the difference in the biological activity is not related to different

behaviors towards the reaction described by equation (1).

Cl Cl

/r J/ + Cr

Cl

equation 1.

Figure 6 shows that frontier orbitals of the different compounds have similar characteristics at the
nitrogen mustard group. This is also good evidence that its reactivity is not affected by the presence of the

thiosemicarbazone/hydrazone moiety of the molecule.
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Figure 6. Orbital density of the frontier electronic states calculated at the B3LYP/D95 level of theory.

One could argue that the electrophilicity of the mustard group might be the most important factor
accounting for the cytotoxic activity. Therefore, we calculated the reaction energy of this group with BF3,
a typical nucleophilic species. The results shown at Table S2 Electronic Supplementary Information (ESI)
indicate that the influence of the R group in the reaction energy is negligible and does not explain the
distinct biological activity of (1).

The very small energy differences among the compounds suggest that differences in energy could
not be responsible for the fact that only 1 shows cytotoxic effects while (2-4) are inactive. Hence, we may
suggest that either DNA alkylation is not involved in the mechanism of action of 1 or if it does, other

cellular pathways are determinant for its cytotoxic effects.

4, Conclusions
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Considering the well known antitumor activities of nitrogen mustard and of several Schiff base
derivatives, compounds (1-4) were designed to contain the bis(2-chloroethyl)amino alkylating group
functionalized with a thiosemicarbazone/hydrazone moiety. In spite of the structural similarities among the
compounds, only (1) showed cytotoxic effects on melanoma cells when tested against a panel of solid tumor
cell lineages.

Differences in lipophilicity could at least in part be responsible for the distinct cytotoxic activity
of 1. In fact, logP = 4.90 (1); 5.42 (2); 3.48 (3); 4.22 (4) {36} [34]. Theoretical calculations demonstrated
that all compounds (1-4) exhibit similar behaviors as DNA alkylating agents, indicating that either DNA
alkylation is not part of their mode of action or if it does, only (1) has the appropriate lipophilic character
to be able to cross the tumor cellular membrane. In fact, while (2) seems to be too lipophilic, (3) and (4)
are not lipophilic enough to transpose the cell membrane and reach the targets.

Preliminary studies on the mechanism of action of 1 revealed that this compound induces cell
death by necrosis in the melanoma cells and that apoptosis was not an outcome of the treatment B16F10
with 1. In addition, 1 induced a decrease in the antiapoptotic protein Bcl-2, which in turn can affect the
mitochondrial membrane permeability. In agreement, 1 lead to an increase of the mitochondrial cell
permeability regulator BAD protein. Our study suggested that 1 mostly likely enhances the sensibility of
cells to chemotherapeutic agents by the reduction of Bcl-2 expression. Thus, 1 might be used in association

with antimelanoma drugs. However, further investigation on this mechanism is needed in future studies.
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