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Introducéo

O ferro € um nutriente essencial com significativa importancia em reacbes de
transferéncias de elétrons devido a sua reatividade redox. A mesma propriedade, entretanto,
contribui para sua participagdo em processos oxidativos danosos a célula. A homeostase do
ferro afeta o metabolismo energético, a replicacdo de DNA, processos inflamatérios, etc.
Consequentemente, existem diversas condicBes clinicas associadas & desregulagdo do ferro,
seja por insuficiéncia ou sobrecarga deste.

Além das doencas mais comuns, tais como anemia e talassemia, o desenvolvimento de
cancer e parasitoses diversas apresentam relacdo com os niveis de ferro intra e/ou extracelular.
Por ser essencial a todas as espécies de organismos e participar de processos inflamatorios, a
disponibilidade de ferro é fator determinante no progresso de parasitoses. Bactérias e fungos
possuem compostos capazes de sequestrar ferro da célula e algumas classes de virus se valem
de mecanismos que limitam o uso de ferro pelo hospedeiro. Nesse sentido, a terapia por
quelacéo de ferro pode ser uma alternativa para o tratamento dessas condicdes.

Modelos in vivo e in vitro fornecem evidéncias de que a administracdo de quelantes é
eficiente no combate a sobrecarga de ferro, ao cancer e a infecgdes provocadas por bactérias,
fungos e virus. Contudo, 0s Unicos compostos aplicados neste tipo de terapia apresentam efeitos
colaterais consideraveis que afetam a qualidade de vida do paciente. Por isso, este projeto
propde avaliar a potencialidade da aplicacdo terapéutica de novos quelantes de ferro em
algumas das condic¢des clinicas supramencionadas.

Assim como parasitoses, 0 desenvolvimento de tumores desregula a homeostase do
ferro através de processos inflamatorios. A liberacdo de citocinas e espécies oxidativas faz parte
da defesa do organismo contra células estranhas. Logo, a inflamagé@o aguda pode ser eficiente
na destruicdo de células defeituosas, mas a cronica causa uma serie de danos capazes de lesar,
direta ou indiretamente, 0 DNA e contribuir para a progressao do tumor [1-3]. Diversos estudos
demonstram associacao entre desregulagdo de ferro e cancer, especialmente de mama e hepatico
[2, 4-6]. E sabido que células tumorais se replicam mais rapidamente que células normais e,
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portanto, apresentam maior demanda por ferro. Isto é compativel com o fendtipo observado
para estas células: expressam mais RNR, DMT 1, hepcidina, IRP 2 e TfR [2, 4, 6].

A terapia por quelacdo de ferro vem se mostrando uma alternativa viavel de tratamento
para uma ampla diversidade de doencas. Modelos in vivo e in vitro estudados até entdo
fornecem evidéncias de que a administracdo de compostos quelantes foram eficientes no
combate ao cancer [2, 4] e a infec¢Oes provocadas por fungos [7], bactérias e virus [8]. Assim,
o0 desenvolvimento de novos compostos capazes de se ligarem eficazmente ao ferro € uma tarefa
extremamente importante.

Material e Métodos

Os ligantes maleonitriloditiolato de sodio Na.mnt (1), 1,2-benzenoditiol Hzbdt (2),
[BusN]2[MoO2(mnt)2]  (3), [EtaN]:[MoO(mnt):] (4), [BusN][WOz(mnt):] (5) e
[EtaN]2[WO(mnt)] (6) foram sintetizados conforme a literatura [9-12] e caracterizados por
espectroscopia UV-Vis, FTIR, RMN-1H, difracdo de raios X em pd e analise elementar.

Estudo de competicao de Calceina

Em microplacas de 96 pocos, adicionaram-se 90 pL de calceina (2 uM, HBS) e a
fluorescéncia foi monitorada (Aexc/Aemt = 485/520 nm) por 10 min. Em seguida, adicionaram-
se 10 pL de sulfato ferroso amoniacal (FAS; 2 pM final), formando o complexo nao
fluorescente calceina-ferro (CAFe). Apds estabilizacdo (~15 min), foram adicionados 0s
compostos 1 (em agua) e 2-6 (em DMSO), obtendo concentracdes finais de 0-250 uM e 5%
de DMSO. Cada composto foi avaliado na presenca e auséncia de FAS. Apds ~300 ciclos,
adicionou-se deferoxamina (DFO; 20 pM) como controle positivo. A recuperacdo da
fluorescéncia foi calculada conforme descrito em [13—15]. Para o Nazmnt, diferentes sequéncias
de adicdo (calceina + mnt + FAS + DFO e calceina + mnt/FAS + DFO) produziram resultados
equivalentes. Os ensaios foram realizados em dois experimentos independentes, em duplicata.

Estudos de antioxidantes (sistema Ferro-Ascorbato)

A atividade antioxidante foi avaliada utilizando di-hidrorodamina (DHR) como sonda
fluorogénica. Em microplacas, adicionaram-se 10 uL de Fe(NTA) (40 uM), 10 pL das amostras
e 180 pL de solucdo contendo DHR (50 puM) e acido ascérbico (40 uM) em HBS. As
concentracgdes finais de Fe(NTA) e dos compostos foram 2 pM e 0-50 pM, respectivamente,
com 5% de DMSO. A fluorescéncia (Aexc/Aemt = 485/520 nm) foi monitorada por 1 h a 37 °C.
Os ensaios foram realizados em duplicata e repetidos independentemente. A taxa de oxidacéo
da DHR foi utilizada como indicador da geracao de espécies reativas de oxigénio.
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Estudo de viabilidade celular em células HeLa e HepG2

A viabilidade celular foi avaliada por meio do ensaio de MTT, baseado na reducéo do
brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazélio (MTT) por desidrogenases
mitocondriais de células viaveis, formando cristais de formazan. Apo6s a verificacdo da
confluéncia celular, o meio de cultura foi substituido e 1 pL das solu¢fes dos compostos (0-50
mM em DMSO) foi adicionado a cada pogo. As concentracdes finais dos compostos variaram
de 0 a 250 uM, com concentracdo final de DMSO de 1%. As microplacas foram incubadas por
24 horas, ap0s as quais o0 meio foi removido e adicionados 100 pL de solucdo de MTT (1,5 mM
em tampdo HBS), seguido de incubacdo por 2 horas. Em seguida, o meio foi aspirado,
adicionaram-se 100 pL de DMSO e as placas foram agitadas por 2 minutos para solubilizacéo
da formazan. A absorbancia foi determinada em leitor de microplacas a 570 nm.

Resultados e Discussao

Sonda fluorimétrica On/Off para deteccao de ferro

A afinidade dos compostos 1-6 (complexos de molibdénio e tungsténio contendo
ligantes ditiolatos mnt e bdt) pelo ferro foi avaliada por fluorimetria utilizando a sonda calceina.
A calceina apresenta elevada afinidade por Fe(lll) (logkML = 24) e forma um complexo 1:1
ndo fluorescente. A adicdo de agentes quelantes capazes de competir pelo ferro promove a
dissociacdo desse complexo e a recuperacdo da fluorescéncia, permitindo avaliar a afinidade
dos compostos pelo metal.
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Fig. 1. A curva de recuperagdo de fluorescéncia para o composto 1.
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O Naxmnt (1) apresentou maior afinidade pelo ferro, enquanto o H:bdt (2) ndo
demonstrou interagéo significativa. Os complexos oxidados de molibdénio e tungsténio (3 e 5)
apresentaram afinidade apenas em concentracdes elevadas (>100 uM), associada a remetalacéo,
enquanto as formas reduzidas (4 e 6), mais estaveis, permaneceram inativas. A recuperacao
incompleta da fluorescéncia apds adicdo de DFO foi atribuida a competicdo entre o excesso de
mnt e o quelante pelo ferro. O mnt apresentou comportamento singular, com recuperacdo
imediata da fluorescéncia seguida de reducdo gradual do sinal, dependente linearmente da
concentracdo do ligante (Figura 2), sugerindo a formacao inicial de um complexo ferro-mnt
cineticamente favorecido e posterior deslocamento do equilibrio para o complexo ferro—
calceina, termodinamicamente mais estavel. Apesar da necessidade de altas concentracfes para
recuperagéo significativa, esse comportamento diferencia 0 mnt de outros quelantes e destaca
a relevancia do estudo de ditiolatos anionicos.
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Fig. 2. Tempo de desaparecimento da fluorescéncia em funcéo da concentracdo de mnt

Os complexos oxidados 3 e 5 também promoveram recuperacao de fluorescéncia, porém
em menor intensidade e velocidade que o mnt livre (Figura 3). O complexo de molibdénio (3)
apresentou recuperacdo apenas a partir de 125 pM, enquanto o complexo de tungsténio (5)
iniciou a recuperacdo em 62,5 UM, mesma concentracdo observada para 0 mnt. A menor
atividade dos complexos foi atribuida a sua elevada estabilidade, que torna o processo de
remetalagdo mais lento. Os resultados indicam ainda menor estabilidade do complexo de
tungsténio em relacdo ao analogo de molibdénio, justificando sua maior atividade.
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Fig 3. A curva de recuperacdo da fluorescéncia para os compostos 3 e 5.

Os valores de recuperacdo de fluorescéncia estdo apresentados na Tabela 1. Apesar da menor
velocidade de resposta, os complexos 3 e 5 apresentaram recupera¢do maxima superior a do
mnt livre nas mesmas concentracfes, indicando maior eficiéncia na remocdo do ferro da
calceina ap0s a ocorréncia da remetalacdo. Tanto para 0 mnt quanto para os complexos 3 e 5
observou-se diminuicdo gradual da fluorescéncia ao longo do tempo, embora esse processo
tenha sido significativamente mais lento para os complexos.

As formas reduzidas (4 e 6) permaneceram inativas mesmo em concentragdes superiores
a 5 mM. A reducdo do estado de oxidacdo do centro metalico e do nimero de oxigénios
terminais diminui sua carga positiva efetiva, aumenta sua maciez e fortalece as ligagdes metal-
enxofre, dificultando a remetalacéo e, consequentemente, a interacdo com o ferro.
Tabela 1. A recuperacdo de fluorescéncia dos compostos 1, 3 e 5.

C,uM 62,5 125 250 500 1000
1 12% 36% 58% 96% 100%
3 0% 44% 67% - -

5 66% 771% 86% - -

Embora apresentassem menor velocidade de recuperacdo devido a elevada estabilidade,
os complexos 3 e 5 exibiram recuperagdo maxima de fluorescéncia superior a do mnt livre na
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mesma concentracdo, indicando maior eficiéncia na remocdo do ferro da calceina apés a
remetalacdo. Tanto para 0 mnt quanto para os complexos observou-se diminuigdo gradual da
fluorescéncia ao longo do tempo, mais lenta para os complexos. As formas reduzidas (4 e 6)
permaneceram inativas mesmo em concentracdes superiores a 5 mM. A reducéo do estado de
oxidacéo do centro metalico diminui sua carga positiva efetiva, aumenta sua maciez e fortalece
as ligacbes metal-enxofre, dificultando a remetalacao e, consequentemente, a interacdo com o
ferro.

Estudo de atividade antioxidante (Sistema Ferro-Ascorbato)

A di-hidrorodamina (DHR) € uma sonda fluorescente utilizada para avaliar a atividade
oxidante mediada por ferro. Na presenca de Fe(lll) e ascorbato, EROs oxidam a DHR em
rodamina fluorescente, permitindo monitorar a atividade redox do sistema. Ligantes capazes de
coordenar Fe(lll) podem inibir esse processo por blogueio dos sitios de coordenacdo ou
alteracéo do potencial redox do metal. Considerando que complexos de baixa massa molecular,
como Fe(NTA), apresentam atividade redox em condi¢des fisiologicas, sua inibicdo por
quelantes pode apresentar relevancia terapéutica. A Figura 4 evidencia diferencas na atividade
antioxidante entre o mnt (1) e os complexos reduzidos de molibdénio e tungsténio (4 e 6),
enguanto as formas oxidadas ndo apresentaram atividade detectavel.
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Fig. 4. Atividade antioxidante de 1, 4 e 6.

Todos os compostos avaliados (1, 4 e 6) apresentaram atividade antioxidante inferior a
da deferoxamina (DFQO). O complexo de molibdénio 4 foi significativamente mais ativo que o
complexo de tungsténio 6, resultado atribuido principalmente a sua maior capacidade de reduzir
Fe (111) a Fe (IT). Embora os potenciais redox M(VI)/M(IV) em acetonitrila (—1,1 V para 4 ¢
—1,50 V para 6) sugiram maior poder redutor do complexo de tungsténio, este ¢ facilmente
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oxidado pelo oxigénio dissolvido em solucdo aquosa, reduzindo sua eficacia em inibir a
oxidagdo da DHR pelo complexo Fe(NTA).
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Fig. 5. Atividade antioxidante de 3 e 5.

A forma oxidada do complexo de tungsténio 5, diferentemente do complexo de
molibdénio 3, acelerou a oxidac¢do da DHR por Fe(l11), atuando como catalisador da reoxidacéao
do ferro reduzido gerado no sistema (Figura 5). Os complexos reduzidos apresentaram atividade
antioxidante associada a reducdo de Fe(lll) a Fe(ll), enquanto o mnt atua pela formacéo de
complexos estaveis com o ferro, inibindo sua participacdo na oxidacdo da DHR. Embora
inferior a DFO, a atividade antioxidante do mnt foi relevante devido a rapida formacdo do
complexo ferro-mnt, favorecida cineticamente. Outros ditiolatos e seus complexos de
molibdénio e tungsténio serdo futuramente avaliados.

Estudo de viabilidade celular com células de HeL.a e HepG2

A viabilidade celular dos compostos 1-6 foi avaliada pelo ensaio colorimétrico de MTT,
baseado na reducdo do sal de tetrazolio a formazana por moléculas redutoras mitocondriais, como
NADH e NADPH. A quantidade de formazana formada é proporcional ao nimero de células viaveis.
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Fig. 6. Sobrevivéncia das células de HepG2.
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Fig. 7. Sobrevivéncia das células de HeLa.

As taxas de sobrevivéncia das células HepG2 e Hela séo apresentadas nas Figuras 6 e
7. O Taxol foi utilizado como controle positivo e 4gua/DMSO como controles de solvente. Com
excecdo do mnt, os compostos foram solubilizados em DMSO. O ligante mnt apresentou maior
toxicidade em ambas as linhagens, com baixa viabilidade celular ja em 25 uM. Os demais
compostos (2-5) apresentaram toxicidade significativa apenas em concentra¢fes proximas a
250 uM, sendo o bdt ligeiramente mais toxico entre eles.
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As relagdes entre a sobrevivéncia celular e a concentragdo dos compostos, expressas em
escala logaritmica, sdo apresentadas nas Figuras 8 e 9.
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Fig. 8. Sobrevivéncia das células de HepG2 em escala logaritmica.
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Fig. 9. Sobrevivéncia das células de HelLa em escala logaritmica.

A partir dos graficos, foi determinada a concentracdo letal média (CLso), correspondente
a concentracdo capaz de reduzir a viabilidade celular em 50%. Para o mnt, a CLso foi
aproximadamente 10 uM em ambas as linhagens, sendo ligeiramente menor para HeLa. Os
demais compostos (2-5) apresentaram valores cerca de dez vezes superiores (~100 puM). Assim,
0 mnt apresentou a maior citotoxicidade entre os compostos avaliados. Futuramente, seréo
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investigados outros ligantes ditiolatos e o efeito da substituicdo do mnt na esfera de coordenacéo
dos complexos de molibdénio e tungsténio sobre a toxicidade celular.

Conclusodes

Neste trabalho, foram investigadas as propriedades de ligantes ditiolenos e complexos
de molibdénio e tungsténio com tais ligantes. Ensaios de fluorescéncia com calceina foram
conduzidos, demonstrando a capacidade desses compostos de se ligarem efetivamente ao ferro;
as caracteristicas antioxidantes dessas substancias foram estudadas; e testes biolégicos de
viabilidade celular com células HeLa e HepG2 também foram realizados.

O complexo de molibdénio(IV)-tioleno também demonstrou excelente atividade
antioxidante, evidenciando ainda mais o potencial para o desenvolvimento de novos agentes
farmacoldgicos baseados nesses compostos. O estudo de viabilidade celular com células HelLa
e HepG2 demonstrou que os complexos de tioleno de molibdénio e tungsténio e os ligantes de
tioleno apresentam toxicidade relativamente alta.

Assim, o0s compostos estudados apresentam, sem ddvida, grande interesse
farmacoterapéutico relacionado aos processos de quelacdo de ferro e as propriedades
antioxidantes. Certamente, a variagdo dos substituintes nas tioenolinadas ira aprimorar ainda
mais essas propriedades e criar farmacos com excelentes propriedades farmacoldgicas.
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