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RESUMO

O céancer é uma das principais causas de mortalidade de cdes, gatos e
humanos. Na medicina veterinaria, durante muito tempo associou-se essa doenca
com o Obito e a eutanasia dos animais acometidos. A eletroquimioterapia é uma
modalidade terapéutica de controle local contra diversos tipos de neoplasia e ja € uma
realidade tanto na medicina humana, como na veterinaria. Ela € uma técnica que
utiliza a associacao da eletroporacdo, que permite a entrada de moléculas geralmente
nao permeaveis a membrana plasmatica para o interior das células através de pulsos
elétricos, e de quimioterapicos que podem ser administrados tanto de maneira
intratumoral, como também, intravenosa. O presente trabalho teve como objetivo a
sintese e a caracterizacdo de complexos metalicos utilizando ligantes bioativos como
o meloxicam (Mel), o tenoxicam (Ten), e a biotina (Bio) em associacdo aos metais
Ag(l) e Cu(ll), no intuito de avaliar posteriormente os possiveis efeitos antimicrobianos
e antiproliferativos sobre células tumorais in vitro, em substituicdo aos quimioterapicos
convencionais utilizados pela técnica. Os complexos metalicos Ag-Mel, Ag-Ten, Ag-
Bio, Cu-Mel, Cu-Ten e Cu-Bio obtidos, foram sintetizados e caracterizados por
espectroscopia na regido do infravermelho transformada de Fourier (FTIR), indicando
que houve a complexacdo de metais, como também, submetidos a andlise
termogravimétrica e elementar. Também, foram realizados os testes de atividade
biolégica de inibicdo de crescimento dos microrganismos Staphylococcus. aureus,
Escherichia. coli, Bacillus. cereus e Pseudomonas. aeruginosa, que demonstraram
atividade inibitéria pelos complexos de prata, mas ndo pelos complexos de cobre e,
da atividade antiproliferativa, contemplando as células tumorais das linhagens B16 e
U-87MG, que foram expostos a diferentes concentracées dos complexos de prata,
evidenciando efeito antiproliferativo positivo. Os testes de aplicacdo da eletroporacdo
associados aos complexos Ag-Mel, Ag-Ten e Ag-Bio em células tumorais B16 in vitro,
demonstraram efeito antiproliferativo superior em comparacao as células expostas os
agentes isolados. O experimento de célula de Franz, utilizando pele de orelha suina
impregnada com os complexos de Ag sintetizados e submetidas a eletroporagao, nao

demonstraram absorcdo dos metalofarmacos ap0s a aplicacao da técnica.

Palavras-Chave: complexos metalicos, cancer, eletroquimioterapia, oncologia

comparada



ABSTRACT

Cancer is one of the leading causes of mortality in dogs, cats, and humans. In
veterinary medicine, for a long time this disease was associated with the death and
euthanasia of affected animals. Electrochemotherapy is a therapeutic modality of local
control against several types of neoplasia and is already a reality in both human and
veterinary medicine. It is a technique that uses the association of electroporation,
which allows the entry of molecules that are generally not permeable to the plasma
membrane into the interior of the cells through electrical pulses, and chemotherapy
drugs that can be administered both intratumorally and intravenously. The objective of
this work was the synthesis and characterization of metal complexes using bioactive
ligands such as meloxicam (Mel) and tenoxicam (Ten), and biotin (Bio) in association
with the metals Ag(l) and Cu(ll), in order to further evaluate the possible antimicrobial
and antiproliferative effects on tumor cells in vitro, replacing the conventional
chemotherapy drugs used by the technique. The metal complexes Ag-Mel, Ag-Ten,
Ag-Bio, Cu-Mel, Cu-Ten and Cu-Bio were synthesized and characterized by
spectroscopy in the Fourier transform infrared region (FTIR), indicating that there was
complexation of metals, as well as submitted to thermogravimetric and elemental
analysis. Also, tests of biological activity of growth inhibition of the microorganisms
Staphylococcus. aureus, Escherichia. coli, Bacillus. cereus e Pseudomonas.
aeruginosa were performed, which showed inhibitory activity by silver complexes, but
not by copper complexes and, of the antiproliferative activity, contemplating the tumor
cells of the B16 and U-87MG lines, which were exposed to different concentrations of
silver complexes, showing a positive antiproliferative effect. Electroporation application
tests associated with Ag-Mel, Ag-Ten and Ag-Bio complexes in B16 tumor cells in vitro
demonstrated a superior antiproliferative effect compared to cells exposed to isolated
agents. The Franz cell experiment, using porcine ear skin impregnated with the
synthesized Ag complexes and subjected to electroporation, did not demonstrate
absorption of metallodrugs after application of the technique.

Keywords: metal complexes, cancer, electrochemotherapy, comparative oncology
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1. INTRODUCAO E REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 Aspectos Gerais

Um estudo demogréfico realizado com mais de 74.000 cdes presentes no
Banco de Dados da Medicina Veterinaria, constatou que alteracdes neoplasicas foram
as patologias terminais mais prevalentes e as causas mais comuns de Obitos em
animais maiores de um ano de idade (BILLER et al., 2016), e durante muito tempo,
associou-se essa doenca com O Obito e a eutanasia dos animais acometidos
(DALECK; DE NARDI, 2016). Atualmente, o cancer representa a principal causa de
mortalidade em cées e gatos idosos (PAZ et al., 2024).

Com os cuidados crescentes, a evolugcao dos métodos terapéuticos e a melhora
no manejo e na manutencdo da saude que sao ofertados aos animais de companhia,
houve o aumento da prevaléncia de neoplasias em caes e gatos. Isso ocorre pois
esses animais passam a viver melhor e por mais tempo, e € evidente que algumas
doencas surjam com mais frequéncia com o decorrer da idade, tal como o cancer
(VAIL; THAMM; LIPTAK, 2020).

As neoplasias cutaneas em céaes e gatos representam entre 26 e 43% entre
todas as afeccdes neoplasicas observadas. Dessas, de 20 a 40% séo consideradas
malignas. Dentre todas as neoplasias cutaneas malignas, o melanoma cutaneo
encontra-se na 3° colocacdo entre os cdes, atrds apenas do mastocitoma e do
carcinoma de células escamosas, e na 62 posi¢ao entre 0s gatos, permanecendo atras
do carciona de células basais, mastocitoma, carcinoma de células escamosas,
fibrossarcoma e o hemangiossarcoma (HAUCK; OBLACK, 2020).

Em humanos, o melanoma é uma das neoplasias mais letais observadas na
rotina clinica (GUTIERREZ-SEIJO et al., 2022). Com base nas Estastisticas Globais
do Céancer em 2020, o melanoma ocupa a 172 posicdo na prevaléncia global e a 222
em termos de mortalidade (HUA et al., 2024).

O melanoma cutaneo é uma neoplasia que se desenvolve a partir dos
melandcitos, células responsaveis pela producdo da melanina, que é o pigmento
natural da pele. Ainda que seja um dos canceres de pele mais letais nos humanos, é
uma afeccdo potencialmente curdvel se o diagndstico e o tratamento ocorrerem
precocemente (FILHO et al., 2024).
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1.2 Eletroporacéo e eletroguimioterapia

A eletroporagdo € uma técnica conhecida por permitir a entrada de moléculas,
geralmente ndo permeaveis pela membrana plasmatica, para o interior da célula
através de pulsos elétricos (GOTHELF et al., 2003). Ela promove uma alteracéo
transitéria na estabilidade da membrana, que permite a passagem de moléculas, ions
e agua de maneira livre para dentro e para fora do meio citoplasmético, e vice-versa
(SPUGNINI et al., 2016). Consiste em um método fisico embasado na introducédo de
pulsos elétricos no tumor de forma breve e com alta intensidade (SILVEIRA et al.,
2010). Esses pulsos elétricos sdo gerados a partir de eletrodos encontrados em
diferentes formas e tamanhos (RANGEL, 2011).

Os primeiros experimentos utilizando a eletroporacéo in vitro datam a década
de 80 e 90 (BATISTA NAPOTNIK; MIKLAVCIC, 2018).

Em um estudo realizado utilizando células de mamiferos para a aplicacdo da
eletroporagédo, um corante celular (azul de triptano) foi utilizado para avaliarem sua
passagem pela membrana celular apds a eletroporacédo em diferentes intensidades.
As células em suspensao foram eletroporadas utilizando 10 pulsos em 100 ps de
duracéo e foi observado que a permeabilizacéo celular do corante ocorreu em campos
de intensidades entre 0,7 kV /cm até perto de 1,5 kV /cm (ROLS; TEISSIE, 1990).

A utilizacdo do método da eletroporacdo associado a quimioterapia é
denominado como eletroquimioterapia (EQT), uma modalidade de tratamento local
contra o cancer (CEMAZAR et al., 2008).

Nas ultimas duas décadas a aplicabilidade da EQT para o tratamento de
tumores solidos e cutaneos vém rapidamente tornando-se popular entre veterinarios
oncologistas, devido a diversos fatores favoraveis para sua aplicacdo, como a
facilidade de administracdo, altas taxas de eficacia, baixa morbidade e baixo custo em
relac&o a outras terapias locais de controle tumoral (SPUGNINI; BALDI, 2019). E uma
modalidade terapéutica que vem sendo amplamente realizada nos centros de
tratamento oncoldgico de caes e gatos (RANGEL et al., 2023; DA LUZ et al., 2023;
DOS ANJOS et al., 2020).

Os quimioterapicos sdo, em sua grande maioria, hidrofilicos e administrados
por infusdo intravenosa. Entretanto, na maioria das vezes, esses farmacos sao
lipofébicos e possuem muita dificuldade em penetrar nas células devido a camada

fosfolipidica que formam a membrana celular. A EQT consiste em permitir a passagem
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de substancias com baixa ou nenhuma capacidade de atravessar a membrana
plasmatica através da eletroporacédo, e reter o quimioterapico em seu sitio-alvo
(TESTORI et al., 2010; DOS ANJOS et al., 2016).

Uma variedade de farmacos foi testada no intuito de observar a potencializacao
desses agentes frente a EQT, e verificou-se que a bleomicina e a cisplatina sdo os
dois antineoplasicos cujo efeito € substancialmente potencializado sob a utilizacao da
técnica (RANGEL et al., 2021).

Além da acéo esperada pelo agente antineoplasico, a EQT promove ainda dois
mecanismos secundarios que auxiliam uma melhor resposta no controle local das
neoplasias: a potencializacdo do sistema imune contra o tumor, como também, a
diminuicdo do fluxo sanguineo na regido eletroporada, proporcionando que o farmaco
previamente administrado fique concentrado na regido do tumor e reduza o efeito da
segunda passagem (RANGEL et al., 2021).

E uma técnica muito utilizada para melanomas primarios de cées e gatos e que
apresentam respostas bastante favoraveis, principalmente em melanomas em estagio
[, ou seja, tumores menores de 2 cm, sem acometimento de linfonodos regionais e
metastases a distancia, alcancando remissdo completa em 100% dos casos
observados (TELLADO et al., 2020). Em outro estudo, doze cées que receberam a
EQT como terapia local para melanoma oral, observou-se uma taxa de remissao
completa em 41,4% dos pacientes (RANGEL et al.; 2019).

Além de sua grande utilizacdo na medicina veterinaria, a EQT vém sendo
aplicada, também, na medicina humana. E uma técnica direcionada principalmente
para tumores cutaneos e subcutaneos primarios e metastaticos de cabeca e pescoco,
tais como o carcinoma de células basais e melanomas (PLASCHKE et al., 2017; DE
BREE; WESSEL, 2020; CLOVER et al., 2020; ESMAELI; FRIEBE, 2019; AL-HADITHY
et al., 2018). Entretanto, sua utilizacdo ja estendeu-se para tumores viscerais como o
carcinoma hepatocelular, alcangando respostas significativas e sem efeitos adversos
relacionados ao tratamento (DJOKIC et al., 2018).

N&o ha, até o presente momento, estudos da aplicagcdo da EQT utilizando
complexos metalicos em substituicdo aos quimioterapicos convencionais pela técnica.
A possibilidade de que novos agentes terapéuticos sejam utilizados na busca de um
mesmo propoésito na abordagem terapéutica do cancer, justificam a importancia para

gue essa pesquisa seja realizada.
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1.3 Complexos metalicos empregados no tratamento do cancer

Na abordagem terapéutica do cancer, a quimioterapia representa a espinha
dorsal de tratamento para muitos tipos de tumores. Porém, os mecanismos de
resisténcia a quimioterapia séo frequentes e multifatoriais, tais como: o influxo e efluxo
de drogas; a inativacdo dessas drogas; as alteracdes nos alvos celulares das drogas;
as reparacoes nos danos do DNA, entre outros (ROCHA, 2015). Com isso, 0
desenvolvimento de compostos de coordenacdo com atividade antitumoral eficazes e
seguros, podem futuramente, ser uma alternativa que se somard ao arsenal
terapéutico no tratamento dessas doencas.

Diversos trabalhos foram desenvolvidos com o objetivo de desenvolver novos
produtos biotecnoldgicos, incluindo agentes farmacoldgicos compostos por metais e
ligantes (complexos metalicos) para uso na terapia antineoplasica, com resultados
satisfatérios, tanto em testes in vivo e in vitro (ROMERO-CANELON et al., 2013;
MJOS et al., 2014; ANTHONY et al., 2020; AQUARONI et al., 2020; CANDIDO et al.,
2022).

Estudos de atividade antitumoral, envolvendo metalofarmacos de ouro(l) e ouro
(1) e testados sobre diferentes células tumorais, demonstraram potencialidade de
aplicacdo como agentes antitumorais e resultados similares aqueles descritos para a
cisplatina (KUDUK-JAWORSKA et al.; 2004; ABBEHAUSEN et al., 2011; MEDICI et
al., 2014).

Varios complexos metalicos contribuiram para o avancgo tecnoldgico da terapia
antineoplasica, como a platina, que tem como seus principais representantes no
tratamento do cancer a cisplatina, a carboplatina e a oxaliplatina (ALMEIDA et al.,
2014). Além destes, ainda observamos diversos estudos utilizando outros metais, tais
como o paladio, o ruténio, o iridio, o rodio, entre outros (MANZANO et al., 2022).

Em um estudo recente, complexos de ruténio mostraram atividade
antiproliferativa em células tumorais de melanoma cutaneo (B16F10) e evidenciou
reducao significativa no volume tumoral dos camundongos implantados. Além disso,
esses complexos foram capazes de promover a diminuicdo do nimero de mitoses e
estimularam o aumento nos niveis de caspase-3, induzindo a apoptose das células
tumorais (RINALDI-NETO et al., 2022).

Diversas estratégias utilizando pequenas moléculas como iondforos,

nanomateriais e complexos metdlicos, no intuito de modular a homeostase do ferro,
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zinco, cobre, manganés e o calcio, foram desenvolvidos e explorados no intuito de
induzir apoptose nas células neoplasicas ou promover efeitos antiproliferativos, como
também, complexos contendo ions de ouro, mostraram ser uma promissora
alternativa para o cancer colorretal em humanos (YANG et al., 2024; ESSA et al.,
2024).

Os complexos de prata, em especial a sulfadiazina de prata, ja sao utilizados
em infeccbes bacterianas em seres humanos e animais. E um composto com
propriedades capazes de tratar infecgbes bacterianas, queimaduras, ferimentos e na
prevencao de doencas infecciosas (SOLDEIRA et al., 2021). Além disso, sabe-se que
a prata € um agente eficaz e com propriedades anti-inflamatorias (YANG et al., 2024;
MATHESH et al.; 2024; AHIRWAR et al., 2024).

A acdo antineoplasica da prata é baseada em mecanismos diferentes se
comparados aos derivados da platina em termos de interacdo com o DNA. Nos
complexos de prata, a interacdo € preferencialmente voltada para as bases
nitrogenadas ao invés dos grupos fosfatos (MEDICI et al., 2014; MEDICI et al., 2016).

Resultados obtidos e recentemente publicados por nosso grupo de pesquisa
com o metalofarmaco de prata(l), designado Ag-pABA, demonstrou promissora
atividade antiproliferativa sobre nove linhagens de células tumorais, incluindo
linhagem multirresistente NCIADR/RES (multidrug resistant ovary) (AQUARONI et al.,
2020).

Em outro estudo, também conduzido em parceria com nosso grupo de pesquisa
e que levou ao depdésito de patente de Invencéo no INPI sob n°® BR 10 2019 022373
1, foi comprovado que a prata em associacdo com um anti-inflamatério ndo esteroidal
(nimesulida) e incorporada a um dispositivo de liberagdo controlado, baseado em uma
membrana de celulose bacteriana, mostrou resultados promissores como um agente
antiproliferativo. Observou-se, também, que ndo houve inducdo de toxicidade
sistémica e que o agente promoveu remissdo completa da lesdo tumoral apés 21 dias
do inicio do experimento em carcinoma de células escamosas implantadas em
camundongos e tratados como terapia topica pelo agente desenvolvido (CANDIDO,
et al., 2022).

Os complexos de cobre também estdo sendo explorados como possiveis
agentes antitumorais, mostrando resultados promissores contra diversos tipos de
neoplasia. Em um estudo recente, foi possivel observar que um complexo ternario de

cobre, associado a doxiciclina e fenatrolina, promoveu atividade antitumoral in vitro
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contra melanoma murinos e, in vivo, contra sarcoma de Ehrlich em camundongos
(LOPES et al., 2020).

Metalofarmacos de Cu, mostraram atividade antineoplasica satisfatéria contra
células tumorais in vitro e tumores in vivo, promovendo a degradacdo do DNA e a
morte celular por apoptose (BRAVO-GOMEZ et al., 2015), como também,
demonstraram promissora atividade antitumoral in vitro contra células tumorais
B16F10 e 4 T1 (TEIXEIRA et al., 2024).

1.4 Complexos metalicos como agentes antimicrobianos

Sabe-se que a quimioterapia, afeta diretamente o sistema imunoldgico em
humanos e animais e promove maior susceptibilidade ao desenvolvimento de
infeccbes causadas por microrganismos. Essas infeccbes representam riscos
significativos para pacientes imunossuprimidos e continuam sendo uma das principais
causas de complicacdes no manejo terapéutico de pacientes oncolédgicos (SILVA et
al.; 2016).

Um estudo realizado por SILVA et al. (2016) com o objetivo de identificar
bactérias multirresistentes em pacientes oncolégicos humanos, identificou que uma
das principais causas para a multirresisténcia a antibiéticos foi a producdo de
betalactamases pelos microrganismos. Dentre as bactérias mais observadas foram
identificadas algumas como a E. coli; S. aureus e P. aeruginosa, que também podem
afetar os animais de companhia.

Os complexos metalicos demonstraram atividades antimicrobianas contra
numerosas espécies de patdgenos e, dentre os metais com atividade biolégica, a
prata € conhecida ha séculos, pelas suas propriedades antibacterianas (LUSTRI et
al.,, 2017). Dentre os diversos mecanismos de acdo da prata como agente
antimicrobiano estdo a alteracdo do metabolismo celular, a desnaturacdo de
proteinas, a inibicdo da respiracdo bacteriana, a oxidacdo de moléculas de ATP, e a
inativacdo e dano do DNA e RNA (MEDICI et al., 2016).

Os ions Cu(ll) exibem também alta atividade antibacteriana (ZHANG et al.,
2023) e desempenha papel crucial nas reagfes enzimaticas (SINGH et al., 2023).

Um estudo de complexos metalicos com o cobre Cu(ll), observou a eficacia
do complexo contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas e obteve sucesso,

uma vez que um possivel modo de acdo desses complexos é o dano oxidativo ao
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DNA. Alguns ligantes permitem a ligacdo ao DNA e, em conjunto com um metal, a
clivagem do DNA é alcancada atravées da producéo de espécies reativas de oxigénio
(ROS). (WATERS et al., 2023).

Um estudo recente utilizando complexos de Cu mostrou atividade
antibacteriana promissora contra um painel de bactérias resistentes dos géneros S.
aureus, como também, S. pseudointermedius, que sdo encontradas na pele e mucosa
de caes e gatos, e que emergiram como um patdgeno zoonético importante devido as

suas semelhancas com o S. auereus (TEIXEIRA et al.; 2024).

1.5 Ligantes bioativos utilizados

1.5.1 Meloxicam

O meloxicam (Mel) € um composto de oxicam pertencente a classe dos anti-
inflamatdrios ndo esteroidais (AINES). E uma medicacdo cuja as principais
propriedades estdo a antitérmica, a analgésica e a anti-inflamatoria (SAMRA et al.,
2019). Foi desenvolvido na década de 80 por uma farmacéutica europeia e seus
ensaio pré-clinicos e clinicos datam a década de 90. Buscava-se oferecer eficacia
clinica comparavel aos AINES tradicionais da época, porém, com um perfil de
seguranca melhorado, especialmente em relacdo aos efeitos adversos promovidos
pelos AINES menos seletivos (ENGELHARDT et al., 1995).

Sabe-se que os AINES sdo medicamentos que inibem as ciclo-oxigenases
(COX) de diferentes maneiras: ndo seletiva, preferencialmente seletiva ou seletiva. O
meloxicam é um medicamento que inibe preferencialmente a COX-2. As COX
possuem duas isoformas, COX-1 e COX-2, que sdo induzidas durante processos
inflamatorios e estao envolvidas na producao de prostaglandinas pro-inflamatorias. Os
efeitos indesejados, principalmente os gastrointestinais e os renais, estao associados
a inibicdo da COX-1 e os beneficios dos efeitos anti-inflamatorios desejaveis sao
mediados pela inibicdo preferencial ou seletiva da isoforma COX-2 (ENGELHARDT,
1996).

COX-2 é uma enzima expressa em niveis muito baixos em tecidos saudaveis,
mas sua atividade é frequentemente aumentada em processos inflamatérios e
tumorais, tais como os tumores colorretais, hepaticos, pancreaticos, mamarios,

pulmonares, vesicais, primarios ou metastaticos em humanos. Altas expressdes de
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COX-2 estdo associadas a resisténcia a apoptose, a angiogénese e invasao tecidual
pelo tumor (WOLFESBERGER et al., 2006, PANA et al., 2020).

A complexagdo do Mel & metais de transicdo podem aumentar sua eficiéncia
devido a seus efeitos combinados. Além disso, a jungdo do mecanismo inflamatorio e
o cancer foi estabelecido ha muito tempo, pois envolvem simultaneamente inflamacéao
cronica e proliferacdo celular (SAMRA et al., 2019).

O Mel foi utilizado em estudos de caso/controle como um quimioprofilatico para
melanoma cutadneo humano (JOOSSE et al., 2009), como também, em associacdo a
guimioterapia antineoplasica para osteossarcoma canino (WOLFESBERGER et al.,
2006), o que reforca o interesse em utilizd-lo como ligante para a complexacédo dos

metalofarmacos que este trabalho se prop&e a analisa-los.

1.5.2 Tenoxicam

Os AINES da familia “oxicam” mostraram ser agentes capazes de quelar varios
ions metalicos divalentes do “bloco-d” da tabela periédica como a prata e o cobre,
através do atomo de oxigénio amida e atomos de nitrogénio dos anéis piridil ou tiazolil
(DEFAZIO; CINI, 2003).

O tenoxicam (Ten) é um agente terapéutico pertencente ao grupo dos AINES e
é utilizado para o tratamento de uma variedade de inflamacgbes. Sabe-se que o
processo inflamatério esta associado a doencas crénicas como o cancer e doencas
cardiovasculares. Com isso, citocinas pré-inflamatérias tais como o Fator de Necrose
Tumoral-a (TNF-a) desempenha importante papel nas reacdes inflamatdrias agudas.
O tenoxicam mostrou-se eficiente na dimunuicdo do TNF-a quando complexado a
diferentes metais de transicdo (MUSLU et al., 2021).

Esse medicamento forma complexo com ions de metais atuando como ligante
monoanibnico através do oxigénio. Em um estudo, obteve-se cristais de cobre que
foram quelados com a acdo do Ten tornando-o um complexo estavel e promovendo
reducdo dos efeitos nocivos conhecidos pelo AINES e aumentando sua acao anti-
inflamatdria (MOYA-HERNANDEZ et al., 2003).

Com isso, torna-se muito interessante a sua utilizacdo para os complexos
metalicos que serdo sintetizados, caracterizados e posteriormente testados como um

possivel agente antiproliferativo em células tumorais, haja visto que o cancer € uma
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doenca que cursa com processo inflamatério ativo, desencadeando a promocao da

doenca e a invasao tumoral.

1.5.3 Biotina

A biotina (Bio), também conhecida como vitamina B7 ou vitamina H, € uma
vitamina hidrossoluvel essencial para vérias fun¢cdes metabdlicas no organismo. Ela
atua como coenzima em reacdes de carboxilacdo, essenciais para 0 metabolismo de
carboidratos, gorduras e proteinas (ZEMPLENI et al, 2009).

Estudos demonstraram que a Bio tem sido estudada por seu potencial uso
terapéutico no tratamento do céancer e mostram propriedades promissoras na
oncologia (MAHESHWARI et al, 2012; MAITI et al, 2017; YUAN et al, 2017; MASCI et
al, 2020).

A Bio tem sido explorada no campo da oncologia devido a sua capacidade de
se ligar a receptores de biotina que estao frequentemente superexpressos em células
cancerosas, incluindo células de melanoma, mama, pulméo e cervical. Ela é captada
pelas células através do transportador de biotina dependente de soédio (SMVT) (PEI
et al, 2020).

Além disso, participa do processo de biotinilacdo das histonas, que € o
processo poés-traducional que envolve a adi¢cao da biotina as histonas, proteinas que
participam da regulacdo e estruturacdo do DNA. Esse processo desempenha um
papel essencial da regulacdo da expressdo génica, estabilidade do genoma e
resposta aos danos do DNA (STEVEN STANLEY; GRIFFIN; ZEMPLENI, 2001).

Como a Bio é uma substancia que atua diretamente na regulacdo do DNA e
gue pode acarretar em alteracbes epigenéticas importantes (STEVEN STANLEY;
GRIFFIN; ZEMPLENI, 2001), torna-se um ligante bioativo muito interessante para este
projeto, pois além de ser uma vitamina essencial para o organismo, € esperado que

ela facilite a interacdo dos metalofarmacos sintetizados com a célula tumoral.

O intuito deste projeto € testar e avaliar os efeitos antiproliferativos dos
complexos de prata (I) e cobre (II) associados a ligantes bioativos através da aplicacao
da eletroporacdo em células tumorais de melanoma cutdneo humano (B16) in vitro.

Espera-se que com esse experimento, possamos encontrar novos agentes
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farmacoldgicos capazes de impedir a progressdo tumoral, na expectativa de,
futuramente, realizar os mesmos testes em células tumorais de melanomas de caes

e gatos.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

O presente trabalho de pesquisa teve como objetivo a sintese e caracterizagédo

de complexos metalicos de Ag(l) e Cu(ll) com os ligantes bioativos meloxicam,

tenoxicam e biotina, e avaliar, comparativamente, os efeitos antiproliferativos dos

complexos metélicos com ligantes bioativos in vitro em linhagens de células tumorais

expostas ao fendmeno da eletroporacao.

2.2 Objetivos especificos

Sintetizar complexos de Cu(ll), Ag(l) com os ligantes bioativos meloxicam,
tenoxicam e biotina;

Otimizar técnicas de sintese em relacdo aos valores de pH ideais,
concentracOes, temperatura, tempo de reagéo, e propor¢cao metal-ligante;
Caracterizar os novos complexos obtidos por varias técnicas instrumentais,
como, analise elementar, analise termogravimétrica (TGA) e espectroscopia na
regido do infravermelho transformada de Fourier (FTIR);

Determinar a capacidade de inibicado de crescimento bacteriano sobre bactérias
Gram-positivas, Gram-negativas e bactérias resistentes e produtoras de -
lactamases e biofilmes por difusdo em discos, pelos complexos metalicos
obtidos;

Avaliar as atividades antiproliferativas e citotoxicas dos complexos metalicos
sobre células tumorais, in vitro;

Avaliar a atividade antiproliferativa sobre células tumorais expostas aos
complexos metélicos de prata (Ag-Mel, Ag-Ten e Ag-Bio) a partir da aplicacéo
da eletroporacéo;

Determinar se houve permeacado in vitro ap0s a exposicdo aos agentes

sintetizados e aplicacdo da eletroporacéo, utilizando célula de Franz.
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1 Materiais
3.1.1 Reagentes para sintese dos complexos

Os ligantes meloxicam e tenoxicam foram adquiridos por uma farmacia de
manipulacdo Farmagna no municipio de Araraquara - SP, provenientes dos
laboratorio Fagron Personalizin Medicine® e Infinity Pharma® respectivamente,
ambos pertencentes ao Grupo Fagron®. Ja o ligante biotina, foi adquirido diretamente
pelo laboratério SM Empreendimentos Farmacéuticos LTDA. O nitrato de prata
(AgNO3), adquirido pelo laboratério Labsynth® e o cloreto de cobre (CuClz.2H20), pelo
laboratorio Dinamica®. O Hidroxido de Potassio (KOH) (85%) foi adquirido pela Sigma
Aldrich®.

3.1.2 Reagentes utilizados na composi¢cdo dos meios de cultivo celular e

dos ensaios de citotoxicidade

Estreptomicina e tripsina adquiridas pela empresa Inlab®. Meios de cultivo
DMEM - Low Glucose e soro fetal bovino, adquiridos pela Nova Biotecnologia®.
Dimetilsulfoxido (DMSO) adquirido pela Synthy®. Cloreto de sddio, fosfato de potassio
bibasico e cloreto de potassio, adquiridos pela Synth®, como também, fosfato de sédio

dibasico, adquirido pela Vetec® para a producédo do tampéo fostato-salino (PBS).
3.1.3 Cepas Bacterianas ATCC

E. coli (ATCC 25922), P. aeruginosa (ATCC 27853), S. aureus (ATCC 25923)
e B. cereus (ATCC 14579), utilizadas nos ensaios de atividade antimicrobiana, foram
obtidas da Colecéo de Culturas da Fundacédo André Tosello. As bactérias produtoras
de B-lactamase de espectro estendido (ESBL) E. coli EC958 foram gentilmente
cedidas pelo pesquisador colaborador Prof. Dr. Cristiano Gallina Moreira, da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade Estadual Paulista Julio de
Mesquita Filho (UNESP), Araraquara, Brasil.
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3.1.4 Células

O ensaio de citotoxidade foi conduzido utilizando linhagens de células
tumorais humanas: B16 (melanoma cutaneo humano), fornecidas pela Prof2 Dr2 Flavia
Ap. Resende Nogueira e pelo Prof. Dr. André Capaldo Amaral, obtidas pelos
laboratorios de Mutagénese e Toxicidade (LAMUT) e Laboratorio de Ensaios
Celulares e Engenharia Regenerativa (LECER), ambos da Universidade de
Araraquara e, U-87MG (glioma humano) obtidas pelo Prof. Dr. Fernando Rogério
Pavan, docente e pesquisador da Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita
Filho (UNESP), Araraquara, Brasil.

3.2 Métodos
3.2.1 Sintese dos complexos metélicos

Os metalofarmacos a base de prata Ag(l) e Cu(ll) foram sintetizados como
descrito por Lustri e colaboradores (LUSTRI et al., 2023). A sintese foi realizada pela
reacao de uma solucéo aguosa ou alcodlica contendo 1,0 mmol dos ligantes bioativos,
adicionados por gotejamento e sob agitacdo de uma solugdo de KOH (hidréxido de
potassio) até atingir o pH ideal, visando a solubilidade, a desprotonacao dos ligantes
e a reprodutibilidade do processo. A seguir, foram realizadas as reacdes de sintese
dos complexos, a temperatura ambiente, adicionando por gotejamento, os ligantes
nas respectivas solucfes aquosas dos sais de partida, sob agitacdo constante, por 30
minutos. A seguir, os sélidos obtidos foram separados por filtracao, lavados com agua
destilada e secos em estufa ventilada entre 35 °C e 37 °C. Os complexos obtidos
foram avaliados quanto o rendimento de sintese e armazenados em tubo de
microcentrifuga estéril, envolto em papel aluminio e estocado ao abrigo da luz até o

momento do uso (Figura 1).
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Figura 1 Esquema metodoldgico da sintese dos complexos metalicos. Fonte: Proprio autor

3.2.2 Sintese do complexo Ag-Mel

A massa de 0,3514 g (1 mmol) do ligante Mel foi diluido em 20 mL de CH3OH.
Apés, foi realizado o ajuste do pH para 13 com KOH (0,5M) para total solubiliza¢éo no
solvente e desprotonacéo. A seguir, foi iniciada a rea¢do com 0,1698 g (Lmmol) do
sal de partida Ag-NOs, diluido em 20 mL de H204. A sintese foi realizada sob agitacéo
constante com o auxilio de agitador magnético, em temperatura ambiente e ao abrigo
da luz. Apés 30 minutos de reacao, um precipitado de coloracéo esverdeado foi obtido
e separado por filtracdo utilizando papel filtro e armazenado por 24 horas em estufa

com temperatura entre 35 °C e 37 °C e ao abrigo de luz.
3.2.3 Sintese do complexo Ag-Ten

A massa de 0,3374 g do ligante Ten foi diluido em 20 mL de CH3OH. Apds, foi
realizado o ajuste do pH para 8 com KOH (0,5M) para total solubilizacéo no solvente
e desprotonacéo. A seguir, foi iniciada a reacdo com 0,1698 g (1 mmol) do sal de
partida AgNOs, diluido em 20 mL de H204. A sintese foi realizada sob agitacdo
constante com o auxilio de agitador magnético em temperatura ambiente a ao abrigo
de luz. Apds 30 minutos de reacdo, um precipitado de coloracdo amarelada foi obtido
e separado por filtracdo utilizando papel filtro e armazenado por 24 horas em estufa

com temperatura entre 35 °C e 37 °C e ao abrigo de luz.
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3.2.4 Sintese do complexo Ag-Bio

A massa de 0,2443 g do ligante Bio foi diluido em 20 mL de H204. Apés, foi
realizado o ajuste do pH para 12 com KOH (0,5M) para total solubilizagdo no solvente
e desprotonacéo. A seguir, foi iniciada a reacdo com 0,1698 g (1 mmol) do sal de
partida AgNOs, diluido em 20 mL de H204. A sintese foi realizada sob agitagao
constante com o auxilio de agitador magnético em temperatura ambiente a ao abrigo
de luz. Apés 30 minutos de reagdo, um precipitado de coloragéo branca foi obtido e
separado por filtrac&o utilizando papel filtro e armazenado por 24 horas em estufa com

temperatura entre 35 °C e 37 °C e ao abrigo de luz.
3.2.5 Sintese do complexo Cu-Mel

A massa de 0,3514 g (1 mmol) do ligante Mel foi diluido em 20 mL de CHsOH.
Apés, foi realizado o ajuste do pH para 13 com KOH (0,5M) para total solubiliza¢éo no
solvente e desprotonacéo. A seguir, foi iniciada a rea¢do com 0,1704 g (Lmmol) do
sal de partida CuCl2.2H20, diluido em 20 mL de H204. A sintese foi realizada sob
agitacdo constante com o auxilio de agitador magnético, em temperatura ambiente e
ao abrigo da luz. Ap6s 30 minutos de reagdo, um precipitado de coloracao amarelo
esverdeado foi obtido e separado por filtracao utilizando papel filtro e armazenado por

24 horas em estufa com temperatura entre 35 °C e 37 °C e ao abrigo de luz.

3.2.6 Sintese do complexo Cu-Ten

A massa de 0,3374 g do ligante Ten foi diluido em 20 mL de CH3OH. Apds, foi
realizado o ajuste do pH para 8 com KOH (0,5M) para total solubilizacdo no solvente
e desprotonacdo. A seguir, foi iniciada a reacdo com 0,1704 g (1 mmol) do sal de
partida CuCl2.2H20, diluido em 20 mL de H204. A sintese foi realizada sob agitacao
constante com o auxilio de agitador magnético em temperatura ambiente a ao abrigo
de luz. Ap6s 30 minutos de reacdo, um precipitado de coloracdo amarelo esverdeado
foi obtido e separado por filtragdo utilizando papel filtro e armazenado por 24 horas

em estufa com temperatura entre 35 °C e 37 °C e ao abrigo de luz.
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3.2.7 Sintese do complexo Cu-Bio

A massa de 0,2443 g do ligante Bio foi diluido em 20 mL de H204. ApGs, foi
realizado o ajuste do pH para 12 com KOH (0,5M) para total solubilizacdo no solvente
e desprotonacdo. A seguir, foi iniciada a reacdo com 0,1704 g (1 mmol) do sal de
partida CuCl2.2H20, diluido em 20 mL de H204. A sintese foi realizada sob agitacéo
constante com o auxilio de agitador magnético em temperatura ambiente a ao abrigo
de luz. Apés 30 minutos de reacdo, um precipitado de coloracédo branca foi obtido e
separado por filtracéo utilizando papel filtro e armazenado por 24 horas em estufa com

temperatura entre 35 °C e 37 °C e ao abrigo de luz.

3.2.8 Caracterizacdo fisico-quimicas dos novos complexos metalicos

sintetizados

A caracterizacdo dos novos complexos obtidos foi realizada por técnicas
instrumentais de andlise elementar, espectroscopia na regido do infravermelho

transformada de Fourier (FTIR) e analise térmica (TGA).

3.2.9 Anélise Elementar

As analises elementares de carbono, hidrogénio e nitrogénio dos complexos
sintetizados foram realizadas em um equipamento Perkin-Elmer 2400 CHNS/O pela
Sala de Instrumentos Cientificos do Instituto de Quimica, localizado na Universidade
de Campinas (UNICAMP), sob coordenacéo do Prof. Dr. Pedro Paulo Corbi.

3.2.10 Espectroscopiavibracional de absorcao naregido do infravermelho
(FTIR)

Para a obtencéo dos resultados de absorcdo na regido do infravermelho dos
complexos metélicos sintetizados neste trabalho, foram analisadas em um aparelho
espectofotbmetro FTIR Cary 630 Agilent, pertencento ao laboratorio de Celulose
Bacteriana e Quimica Medicinal — CBQUIM da Universidade de Araraguara —
UNIARA, utilizando o acessorio EasiDiff (Pike Technology) com reflectancia difusa em
faixa de 4000 — 650 cm™ com resolugéo de 4 cm™?
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3.2.11 Analise Termogravimeétrica

Os resultados por andlise termogravimétrica (TGA) foram obtidos através de
um termoanalisador TGA SDT Q600 da TA Instruments. A metodologia empregada foi
de fluxo de ar de 50 cm® mint em atmosfera de oxigénio e taxa de aguecimento de
10°C min't, em uma faixa de 25 °C a 900 °C. As curvas termogravimétricas foram
analisadas com o software CurTiPot 3.6.1. Esses estudos foram realizados em
parceria com o laboratério de Biopolimeros e Biomateriais — BioPolMat da
Universidade de Araraquara — UNIARA, e coordenado pelo Prof. Dr. Hernane da Silva
Barud.

3.2.12 Teste da atividade antibacteriana dos complexos metélicos, por

difusdo em discos

Cultivos em fase logaritmica das cepas bacterianas ATCC 27853
(Pseudomonas aeruginosa), 25923 (Staphylococcus aureus), 14579 (Bacillus cereus)
e E. coli EC958 foram diluidos em meio de cultivo estéril Brain Heart Infusion (BHI),
para a escala nefelométrica 0,5 de McFarland (1,5x108 UFC/mL) e semeadas em
diferentes placas de Petri contendo Agar Muller-Hinton (MH). Ap6s secagem da
superficie do agar, discos de papel de filtro estéreis (Whatman 3 - 10mm de diametro)
foram impregnados com 1mg dos complexos metélicos e depositados sobre a
superficie da placa com agar contendo os microrganismos. As placas foram incubadas
por 18-24 horas, a 37 °C, em estufa bacterioldégica. A atividade antimicrobiana dos
compostos foi analisada mediante presenca ou auséncia de halo de inibicdo de

crescimento (em mm). Os testes foram realizados em triplicata.

3.2.13 Testes da atividade antiproliferativa e citotoxica dos complexos

metalicos

Para os estudos das atividades antiproliferativas e citotoxicas dos complexos
metalicos utilizados foram utilizadas células tumorais da linhagem de melanoma
cutaneo (B16) e glioma humano (U-87MG). As linhagens celulares foram cultivadas
em 5 mL de meio DMEM - Low Glucose, suplementado com 20% de soro fetal bovino
e 1% de estreptomicina. As células foram adicionadas em placas de 96 pocos (100
uL/poco, em densidade de inoculagdo: 3,8 a 6 x 104 células mL) em triplicata,
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incubadas durante 48 h a 37 °C em estufa com 5% de CO2. A massa de 50mg dos
complexos de prata com meloxicam (Ag-Mel), tenoxicam (Ag-Ten) e biotina (Ag-Bio)
foram suspensos em uma solucao contendo 2 mL de DMSO e 13 mL de H204. Apés
a incubacdo e total confluéncia celular, foram adicionados aos pogos, de uma
microplaca de 96 pocos, os complexos metalicos nas seguintes concentragées: 3,3,
1,6, 0,83, 0,41, 0,20, 0,10 e 0,05 mg/mL. Apds 24 h foram adicionados aos pocos 20
ML de resazurina a 0,02% para posterior leitura dos resultados e finalizagéo do teste
de atividade antiproliferativa.

3.2.14 Estudo da atividade antiproliferativa sobre células tumorais

expostas aos complexos metélicos a partir da aplicacdo da eletroporacao

O estudo da atividade antiproliferativa a partir da aplicacdo da eletroporacéao
ocorreram apos o cultivo das células tumorais da linhagem B16 em 5 mL de meio
DMEM - Low Glucose, suplementado com 20% de soro fetal bovino e 1% de
estreptomicina. As células foram inoculadas em placas de cultura celular em pocos e
incubadas durante 48 h a 37 °C em estufa com 5% de CO2, até atingirem total
confluéncia.

Os testes foram realizados em triplicatas e ocorreram da seguinte maneira:
todos os pocos foram inoculados com as células tumorais. Trés pocos foram nossa
linha controle, portanto, sé haviam as células tumorais presentes em seu conteudo.
Trés pocos receberam apenas 0s agentes sintetizados no dobro da concentracao
minima do ICso encontrada nos testes realizados anteriormente. Trés pocos
receberam os agentes no dobro da concentracdo minima do ICsp, associada a
eletroporacéao, no qual foi aplicado um campo elétrico de 1.300 Voltz/cm abrangendo
toda extensdo do poco, na frequéncia de 5.000 Hz, o que promoveu uma carga de 8

pulsos por segundo e, por fim, trés pocos receberam apenas a eletroporacdo na

voltagem, frequéncia e quantidade de pulsos descritos acima (Figura 2).
; : v 3 IH‘ : : bl

Figura 2 Aplicacdo da eletroporacdo em placa de cultura celular em pocos. Fonte: Proprio autor, 2024
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O aparelho eletroporador utilizado foi o0 VetCP 125 (Implastic®), que possui um
eletrodo formado por seis agulhas metéalicas finas de 2,5 cm de comprimento,
formando 3 pares equidistantes e separadas por 0,5 cm entre elas.

ApOs a realizacdo desses testes, foram observados se houve aumento da
atividade antiproliferativa das células expostas aos complexos metalicos em
associacdo a eletroporacdo em comparacdo aquelas que receberam sé o agente
sintetizado ou s6 a eletroporagdo nos seguintes momentos: imediatamente apés a
aplicacdo da eletroporacdo; apos 90 minutos da eletroporacéo; apos a lavagem e
limpeza dos pocos com PBS e, por fim, apds 24 horas da realizacdo do experimento
com 0s pocos supridos com 500 puL de meio de cultura DMEM - Low Glucose e 100

HL de resazurina em cada poco.

3.2.15 Estudo da permeacéo in vitro, utilizando célula de Franz apés a

exposicao aos agentes sintetizados e aplicacdo da eletroporacéo

O estudo da permeacéo in vitro foi realizado utilizando o difusor transdérmico
para estudo da permeabilizacéo cutanea por células de Franz. Para isso, sera utilizada
a derme de orelha suina, de animal recentemente abatido em frigorifico. Esse material
biolégico sera tratado seguindo os seguintes passos: retirada da cartilagem com o
auxilio de pinca e bisturi, seguido da remocéao do tecido subcutaneo adjacente, sendo,

a seguir, seccionadas, processadas e congeladas para posterior utilizagdo (Figura 3).

Figura 3 A) Par de orelha suina. B) Divulséo da pele e remocéo do tecido subcutaneo adjacente. C) Pele suina preparada.
D) Corte da suina pele em discos. E) Discos de pele suina armazenadas em placas de Petri para posterior congelamento.
Fonte: Préprio autor, 2024.
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Os metalofarmacos de prata obtidos foram administrados no material bioldgico
previamente tratado realizando a aplicacao topica do agente na apresentacédo em gel.
Os complexos de Ag (Ag-Mel, Ag-Ten e Ag-Bio) foram diluidos em uma concentracao
de 50 mg em 100 pL de C3HsOs (glicerol) e 0,5 mL de gel ultrassonogréfico. Apos esse
processo, foi incidida a aplicacdo da eletroporacéo (Figura 4) em uma voltagem de
1.300 Voltz, na frequéncia de 5.000 Hz, o que promoveu uma carga de 8 pulsos por
segundo. Em seguida, esses materiais foram acoplados ao difusor transdérmico
(Figura 5).

3532&“ s 807k F o WA G N b iyt G &&'n\:.t- L)
Figura 4 Aplicagdo da eletroquimioterapia em pele de orelha suina expostas aos complexos metalicos para teste de
permeacdo in vitro utilizando célula de Franz. Fonte: Préprio autor, 2024.
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Figura 5 Teste de permeacao in vitro em célula de Franz. Fonte: Proprio autor, 2024.
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Amostras de 3mL, da solucdo contida no compartimento receptor da célula,
foram coletadas e submetidas a determinacdo da DO em UV-Vis 340nm e 298nm, a
cada 90 minutos, durante 6 horas. A cada andlise, o contetado retirado do
compartimento receptor foi integralmente devolvido ao compartimento receptor.

Foram realizados também, as curvas padrbes dos complexos metalicos de Ag
a partir de amostras iniciadas em concentracbes de 50 mg/mL, sequencialmente
diluidas, até sua deteccéo pelo espectrofotometro UV-Vis, no intuito de determinarmos
a partir do teste de permeacdo in vitro em célula de Franz, se houve, ou ndo, a
permeacado dos agentes apos a aplicacdo da eletroporacéo.

A média do grupo controle, ou seja, das solucdes coletadas da pele de orelha
suina que receberam em sua superficie apenas o gel ultrassonogréafico e o CsHsOs, e
expostas a eletroporacdo, também foram calculadas no intuito de avaliarmos
comparativamente os resultados obtidos daqueles que receberam o tratamento

proposto.
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4. RESULTADOS
4.1 Rendimento e caracterizacdo dos complexos

4.1.1 Rendimento do complexo Ag-Mel

O rendimento em massa obtido ap6s a secagem do complexo foi de 0,3774 g.
O complexo denominado Ag-Mel foi armazenado em tubo de micro centrifuga estéril,

envolto em papel aluminio e estocado ao abrigo de luz até sua utilizacdo (Figura 6).

Figura 6 A) Filtracdo do complexo. B) Complexo apds a secagem armazenado em tubo de microcentrifuga. Fonte: Proprio
autor, 2024

4.1.2 Anélise Elementar do complexo Ag-Mel

Os resultados da andlise elementar possibilitaram a determinagéo da proporcao
1:1 metal:ligante. Andlise elementar: Anal. Cal. [Ag(C14H12N304S2)].H20, (%): C,
35,31; H, 2,96; N, 8,82. Encontrado (%) C, 35,92; H, 2,25; N, 8,81.

4.1.3 Espectroscopiavibracional de absorgéo naregiao do infravermelho
(FTIR) do complexo Ag-Mel

As leituras dos padrdes de banda do grafico da Figura 7 possibilitou observar
que houve provavel coordenagdo do metal a estrutura do ligante bioativo. O padrédo
da linha demonstrada em coloragéo azul refere-se ao meloxicam isolado. Ja o padrao
em linha roxa, refere-se ao complexo Ag-Mel. A estabilidade conferida na regido de
3288.324 cm do complexo Ag-Mel em comparacédo ao deslocamento observado no
meloxicam isolado, indica possivel coordenagdo do complexo na regido do grupo

carboxilico (O-H) ou do grupo das aminas (N-H).
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Figura 7 Andlise por FTIR do ligante meloxicam e do complexo metélico Ag-Mel

4.1.4 Anélise termogravimétrica do complexo Ag-Mel

A curva termogravimétrica € mostrada na Figura 8. De acordo com os dados
experimentais, a composi¢cédo do complexo, formulado como [Ag(C14H12N304S2)].H20
foi confirmada. O ligante é perdido nas temperaturas de 245 °C a 630 °C. A
porcentagem calculada para a perda do ligante foi de 73,19%. O residuo final &

consistente com a formacéo de prata metélica calculado para AgP (%): 26,81%.
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Figura 8 Curva termogravimétrica do complexo Ag-Mel
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4.1.5 Rendimento do complexo Ag-Ten

O rendimento em massa obtido apds a secagem do complexo foi de 0,3922 g.
O complexo denominado Ag-Ten foi armazenado em tubo de micro centrifuga estéril,

envolto em papel aluminio e estocado ao abrigo de luz até sua utilizagdo (Figura 9).

KfA AGTADOR MAGNETICO 03..0";;] B

Figura 9 A) Agitacdo do complexo. B) Complexo ap0s a secagem armazenado em tubo de microcentrifuga. Fonte: Proprio
autor, 2024

4.1.6 Andlise elementar do complexo Ag-Ten

Os resultados da analise elementar possibilitaram a determinacéo da proporcao
1:1 metal:ligante. Andlise elementar: Anal. Cal. [Ag(C13H10N304S2)].H20, (%): C,
33,78; H, 2,62; N, 9,09. Encontrado (%) C, 34,74; H, 1,93; N, 9,37.

4.1.7 Espectroscopiavibracional de absorgé&o naregido do infravermelho
(FTIR) do complexo Ag-Ten
As leituras dos padrbées de banda do grafico da Figura 10 possibilitou observar
gue houve provavel coordenacdo do metal a estrutura do ligante bioativo. O padréao
da linha demonstrada em coloracao azul refere-se ao ligante tenoxicam isolado. Ja o
padrdao em linha roxa, refere-se ao complexo Ag-Ten. A estabilidade conferida na
regido de 3102.246 cm™ do complexo Ag-Ten em comparacdo ao deslocamento
observado no tenoxicam isolado, indica possivel coordenac¢do do complexo na regiéo

do grupo carboxilico (O-H) ou no grupo das aminas (N-H).
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Figura 10 Andlise por FTIR do ligante tenoxicam e do complexo metéalico Ag-Ten

4.1.8 Andlise termogravimétrica do complexo Ag-Ten

A curva termogravimétrica € mostrada na Figura 11. De acordo com os dados
experimentais, a composicao do complexo, formulado como [Ag(C13H10N304S2)].H20
foi confirmada. O ligante é perdido nas temperaturas de 165 °C a 613 °C. A
porcentagem calculada para a perda do ligante foi de 65,12%. O residuo final é
consistente com a formacao de prata metalica calculado para Ag° (%): 34,88%.
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Figura 11 Curva termogravimétrica do complexo Ag-Ten
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4.1.9 Rendimento do complexo Ag-Bio

O rendimento em massa obtido apos a secagem do complexo foi de 0,3404 g.
O complexo denominado Ag-Bio foi armazenado em tubo de micro centrifuga estéril,

envolto em papel aluminio e estocado ao abrigo de luz até sua utilizacdo (Figura 12).

Figura 12 A) Agitacdo do complexo. B) Complexo ap0ds a secagem armazenado em tubo de microcentrifuga. Fonte: Prdprio
autor, 2024

4.1.10 Anédlise elementar do complexo Ag-Bio

Os resultados da andlise elementar possibilitaram a determinagéo da propor¢ao
1:1 metal:ligante. Andalise elementar: Anal. Cal. [Ag(C10H15N203S)].2H20, (%): C,
31,10; H, 4,70; N, 7,25. Encontrado (%) C, 30,38; H, 4,64; N, 7,08.

4.1.11 Espectroscopia vibracional de absorgé&o naregido do infravermelho
(FTIR) do complexo Ag-Bio
As leituras dos padrées de banda do grafico da Figura 13 possibilitou observar
gue houve provavel coordenacdo do metal a estrutura do ligante bioativo. O padréao
da linha demonstrada em coloracdo azul refere-se ao ligante biotina isolado. J& o
padrdo em linha roxa, refere-se ao complexo Ag-Bio. A diferenga encontrada nos
deslocamentos entre o ligante isolado em 3301.396 cm™ e do complexo Ag-Bio em
3225.579 cm, assim como nas regides de 2450 cm? e 1600 cm, evidenciam
possivel coordenacédo do complexo na regiao do grupo carboxilico (O-H), ou no grupo

das aminas primarias e secundarias (N-H).
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Figura 13 Anélise por FTIR do ligante biotina e do complexo metalico Ag-Bio

4.1.12 Anélise Termogravimétrica do complexo Ag-Bio

A curva termogravimétrica é mostrada na Figura 14. De acordo com os dados
experimentais, a composi¢ao do complexo, formulado como [Ag(C10H15N203S)].2H20
foi confirmada. O ligante é perdido nas temperaturas de 28 °C a 590 °C. A
porcentagem calculada para a perda do ligante foi de 67,76%. O residuo final é

consistente com a formacéo de prata metélica calculado para AgP (%): 32,24%.
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Figura 14 Curva termogravimétrica do complexo Ag-Bio
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4.1.13 Rendimento do Complexo Cu-Mel

O rendimento em massa obtido apds a secagem do complexo foi de 0,3805 g.
O complexo denominado Cu-Mel foi armazenado em tubo de micro centrifuga estéril,

envolto em papel aluminio e estocado ao abrigo de luz até sua utilizagcdo (Figura 15).

Figura 15 A) Agitacdo do complexo. B) Complexo apds a secagem armazenado em tubo de microcentrifuga. Fonte: Prdprio
autor, 2024

4.1.14 Espectroscopia vibracional de absor¢cdo na regido do
infravermelho (FTIR) do complexo Cu-Mel
As leituras dos padrées de banda do grafico da Figura 16 possibilitou observar
que houve provavel coordenacédo do metal a estrutura do ligante bioativo. O padrédo
da linha demonstrada em coloracao azul refere-se ao ligante meloxicam isolado. Ja o
padrdo em linha roxa, refere-se ao complexo Cu-Mel. A diferenca encontrada nos
deslocamentos entre o ligante isolado em 3288.324 cm™ e do complexo Cu-Mel em
3364.141 cm, evidencia possivel coordenagédo do complexo na regido do grupo

carboxilico (O-H) e no grupo das aminas (N-H).
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Figura 16 Andlise por FTIR do ligante meloxicam e do complexo metélico Cu-Mel

4.1.15 Cu-Mel

— Anédlise Termogravimétrica

A curva termogravimétrica € mostrada na Figura 17. O ligante do complexo

formulado como [Cu(C14H12N304S2)].H20 € perdido nas temperaturas de 40 °C a 540
°C. A porcentagem calculada para a perda do ligante foi de 76,27%. O residuo final é

consistente com a formacéo de cobre metalico calculado para Cu® (%): 23,73%.
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Figura 17 Curva termogravimétrica do complexo Cu-Mel
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4.1.16 Rendimento do complexo Cu-Ten

O rendimento em massa obtido apos a secagem do complexo foi de 0,3470 g.
O complexo denominado Cu-Ten foi armazenado em tubo de micro centrifuga estéril,

envolto em papel aluminio e estocado ao abrigo de luz até sua utilizacdo (Figura 18).

Figura 18 A) Agitacdo do complexo. B) Complexo apos a secagem armazenado em tubo de microcentrifuga. Fonte: Proprio
autor, 2024

4.1.17 Espectroscopia vibracional de absor¢do na regido do
infravermelho (FTIR) do complexo Cu-Ten
As leituras dos padrbdes de banda do gréafico da Figura 19 possibilitou observar
gue houve provavel coordenacdo do metal a estrutura do ligante bioativo. O padréao
da linha demonstrada em coloracéo azul refere-se ao ligante tenoxicam isolado. Ja o
padrao em linha roxa, refere-se ao complexo Cu-Ten. A diferenca encontrada nos
deslocamentos entre o ligante isolado em 3102.246 cm e do complexo Cu-Ten em
3334.002 cm™, evidencia possivel coordenacdo do complexo na regido do grupo

carboxilico (O-H) e no grupo das aminas (N-H).
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4.1.18 Anélise Termogravimétrica do complexo Cu-Ten
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A curva termogravimétrica € mostrada na Figura 20. O ligante do complexo

formulado como [Cu(C13H10N304S2)].H20 € perdido nas temperaturas de 62 °C a 548

°C. A porcentagem calculada para a perda do ligante foi de 86,91%. O residuo final &

consistente com a formacé&o de cobre metalico calculado para Cu® (%): 13,09%.
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Figura 20 Curva termogravimétrica do complexo Cu-Ten
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4.1.19 Rendimento do complexo Cu-Bio

O rendimento em massa obtido ap6s a secagem do complexo foi de 0,2548 g.
O complexo denominado Cu-Bio foi armazenado em tubo de micro centrifuga estéril,

envolto em papel aluminio e estocado ao abrigo de luz até sua utilizacao (Figura 21).

Figura 21 A) Agitacdo do complexo. B) Complexo apds a secagem armazenado em tubo de microcentrifuga. Fonte: Proprio
autor, 2024

4.1.20 Anélise elementar do complexo Cu-Bio

Os resultados da analise elementar possibilitaram a determinacao da proporcéo
1:1 metal:ligante. Analise elementar: Anal. Cal. [Cu(C10H15N203S)].H20, (%): C, 36,97;
H, 5,27; N, 8,62. Encontrado (%) C, 37,26; H, 5,08; N, 8,62.

4.1.21 Espectroscopia vibracional de absor¢cdo na regido do
infravermelho (FTIR) do complexo Cu-Bio
As leituras dos padrdes de banda do gréafico da Figura 22 possibilitou observar
gue houve provavel coordenacdo do metal a estrutura do ligante bioativo. O padréao
da linha demonstrada em coloragdo azul refere-se ao ligante biotina isolado. Ja o
padrdao em linha roxa, refere-se ao complexo Cu-Bio. A diferenca encontrada nos
deslocamentos entre o ligante isolado em 3296.167 cm™ e do complexo Cu-Bio em
3212.507 cm, assim como nas regides entre 1950cm™? e 1620cm™, evidenciam
possivel coordenacdo do complexo na regido do grupo carboxilico (O-H), ou grupo

das aminas primarias e secundarias (N-H).
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Figura 22 Anélise por FTIR do ligante biotina e do complexo metélico Cu-Bio

4.1.22 Anélise termogravimétrica do complexo Cu-Bio
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A curva termogravimétrica € mostrada na Figura 23. O ligante do complexo

formulado como [Cu(C10H14N303S)].H20 é perdido nas temperaturas de 52 °C a 546

°C. A porcentagem calculada para a perda do ligante foi de 80,19%. O residuo final é

consistente com a formacao de cobre metélico calculado para Cu® (%): 19,81%.
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Figura 23 Curva termogravimétrica do complexo Cu-Bio
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4.2 Teste da atividade antibacteriana dos complexos metdlicos, por
difusdo em discos

Apos a incubacéo das placas de Agar Muller-Hinton (MH) com microrganismos

em sua superficie e a impregnacao dos discos Ag-Mel, Ag-Ten, Ag-Bio, Cu-Mel, Cu-

Ten, e Cu-Bio na estufa bacteriologica, foi analisado a presenca ou a auséncia do halo

de inibicdo. Os testes foram realizados em triplicata.

4.2.1 Discos de Prata (Ag)

Foi analisado a presenca de halo de inibicdo em todos os discos com esse
metal, ou seja, Ag-Mel, Ag-Ten e Ag-Bio. Portanto, pode concluir que provavelmente
esses complexos obtiveram atividade antibacteriana sobre Staphylococcus aureus
(ATCC 25923), E. coli EC958, Bacillus cereus (ATCC 14579) e Pseudomonas
aeruginosa (ATCC 27853) (Tabela 1 e Figura 24).

Tabela 1 Atividade bioldgica de inibigdo de crescimento dos microrganismos S. aureus, E. coli, B. cereus, P. aeruginosa dos
complexos metélicos Ag-Mel, Ag-Ten e Ag-Bio

Halos de Inibicdo em Milimetros

Microrganismos S. aureus E. coli B. cereus P. aeruginosa
ATCC 25923 EC958 ATCC 14579 ATCC 27853
Compostos
Ag-Mel 1,2 1,2 14 1,6
Ag-Ten 1,4 1,3 14 1,8
Ag-Bio 1,3 1,3 14 1,8

AgBio lAgBio ] AgTenox |
R

Figura 24 Observagdo da atividade bioldgica de inibicéo de crescimento dos microrganismos S. aureus, E. coli, B. cereus e
P. aeruginosa dos complexos metalicos Ag-Mel, Ag-Ten e Ag-Bio. Fonte: Préprio autor, 2024
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4.2.2 Discos de Cobre (Cu)

Foi analisado a auséncia de halo de inibicho em todos os discos com
complexos: Cu-Mel, Cu-Ten e Cu-Bio. Portanto, pode concluir que provavelmente
esses complexos nao tiveram atividade antibacteriana sobre Staphylococcus aureus
(ATCC 25923), E. coli EC958, Bacillus cereus (ATCC 14579) e Pseudomonas
aeruginosa (ATCC 27853) (Tabela 2 e Figura 25).

Tabela 2 Atividade bioldgica de inibigdo de crescimento dos microrganismos S. aureus, E. coli, B. cereus, P. aeruginosa dos
complexos metalicos Cu-Mel, Cu-Ten e Cu-Bio

Halos de Inibicdo em Milimetros

Microrganismos S. aureus E. coli B. cereus P. aeruginosa
ATCC 25923 EC958 ATCC 14579 ATCC 27853
Composto
Cu-Mel R R R R
Cu-Ten R R R R
Cu-Bio R R R R

(R): Microrganismo Resistente

CuTenox CuTenox CuTenox

CuTenox

S. aureus E.coli 958

Figura 25 Observacgdo da atividade biolgica de inibicdo de crescimento dos microrganismos S. aureus, E. coli, B. cereus e
P. aeruginosa dos complexos metalicos Cu-Mel, Cu-Ten e Cu-Bio. Fonte: Proprio autor, 2024

4.3 Testes da atividade antiproliferativa e citotéxica dos complexos
metalicos

Para os estudos das atividades antiproliferativas e citotéxicas dos complexos
metalicos foram utilizadas células tumorais da linhagem de melanoma cutaneo (B16)
e glioma humano (U-87MG). Foram realizados ensaios de avaliacdo da viabilidade
celular determinando a atividade antiproliferativa in vitro determinando o ICso, ou seja,
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concentracdo minima que inibe 50% de crescimento celular ou efeito citostatico. As
células foram adicionadas em placas de 96 pocos (100 pL/poco, em densidade de
inoculagédo: 3,8 a 6 x 10* células mL) em triplicata, incubadas durante 48 h a 37 °C em
estufa com 5% de CO2. Para esses testes foram elegidos apenas os complexos
metalicos de prata, haja visto que os complexos de cobre nédo apresentaram atividade
antimicrobiana que era esperado para nossos experimentos. Os complexos de prata
(Ag-Mel, Ag-Ten e Ag-Bio) foram adicionados aos pog¢os nas seguintes
concentragbes: 3,3, 1,6, 0,83, 0,41, 0,20, 0,10 e 0,05 mg/mL. Apés 24 h foram
adicionados aos pocos 20 uL de resazurina a 0,02% e realizada a leitura das placas
gue continham as células da linhagem B16 e U-87MG apds 24 e 72 horas,

respectivamente (Figura 26).
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Figura 26 A) Observacdo da placa da linhagem celular U-87MG ap6s 72 horas. B) Observagdo da placa da linhagem celular
B16 apos 24 horas. Fonte: Proprio autor, 2024

Os resultados ap6s a leitura da placa contendo as células da linhagem B16
evidenciou que a concentracdo de 0,2 mg/mL foi a concentracdo minima para atingir
0 ICso em todos os complexos de prata testados, resultando em uma concentracéo
minima de 0,43 mmol-L! para o complexo Ag-Mel; 0,45 mmol-L* no Ag-Ten e, por

fim, 0,56 mmol-L* para o complexo Ag-Bio (Figura 27 e Tabela 3).

Figura 27 A) Fotomicrografia apds inoculagdo das células B16. B) Fotomicrografia da confluéncia celular apds 24h. C)
Fotomicrografia do I1Cso do Ag-Mel. D) Fotomicrografia do 1Cso do Ag-Ten. E) Fotomicrografia do 1Cso do Ag-Bio. Fonte:
Proprio autor, 2024
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A leitura da placa que continham as células da linhagem U-87MG evidenciou
gue a concentracdo de 0,1 mg/mL foi a concentracdo minima necessaria para atingir
0 ICso dos trés complexos de prata testados. Foi observado que a concentracao
minima para o complexo de Ag-Mel foi de 0,21 mmol-L*; enquanto que do Ag-Ten e
do Ag-Bio foi de 0,22 e 0,28 mmol-L%, respectivamente (Figura 28 e Tabela 3).

Figura 28 A) Fotomicrografia apds inoculagdo das células U-87MG. B) Fotomicrografia da confluéncia celular ap6s 24h.
C) Fotomicrografia do IC50 do Ag-Mel. D) Fotomicrografia do IC50 do Ag-Ten. E) Fotomicrografia do IC50 do Ag-Bio.
Fonte: Préprio autor, 2024

Tabela 3 Andlise da atividade antiproliferativa dos complexos metalicos Ag-Mel, Ag-Ten e Ag-Bio em mmol-L™ sobre as
linhagens tumorais B16 e U-87MG

Células tumorais ICso ICso
B16 U-87MG
Compostos
Ag-Mel 0,43 0,21
Ag-Ten 0,45 0,22
Ag-Bio 0,56 0,28

ICs0: concentragdo que inibe o crescimento celular de 50% ou efeito citostatico apds exposi¢do. Linhagens

celulares de tumores humano: B16 (melanoma cutaneo) e U-87MG (glioma)

4.4 Teste da atividade antiproliferativa sobre células tumorais expostas
aos complexos metalicos de prata (Ag-Mel, Ag-Ten e Ag-Bio) a partir
da aplicacéao da eletroporacéao

Os testes de atividade antiproliferativa foram realizados sobre células tumorais
de melanoma cutaneo (B16) e expostas aos complexos de prata Ag-Mel, Ag-Ten e
Ag-Bio, associados, ou néo, a eletroporagéo.

Os testes ocorreram em triplicata ap0s a inoculagédo das células tumorais em

placas de cultivo em pocos e total confluéncia celular e foram subdivididos da seguinte
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maneira: Trés pocos foram nossa linha controle, portanto, sé continham as células
tumorais presentes em seu conteudo. Trés pocos receberam apenas 0s agentes
sintetizados no dobro da concentragdo minima do ICspo encontrada nos testes
realizados anteriormente, portanto, 0,4 mg/mL. Trés pocos receberam os complexos
de prata na concentracdo de 0,4 mg/mL, associada a eletroporacdo, no qual foi
incidida uma média de voltagem de 1.300 Voltz (1.228 a 1372 Voltz), abrangendo toda
a extensao do poco, na frequéncia de 5.000 Hz, o que promove uma carga de 8 pulsos
por segundo e, por fim, trés pocos receberam apenas a eletroporagao na voltagem,
frequéncia e quantidade de pulsos descritos acima.

A avaliacdo da resposta ao tratamento proposto ocorreu sobre a analise dos
pocos através da observacdo microscopica e registro das fotomicrografias nos
seguintes momentos: basal, imediatamente apds a eletroporacdo, noventa minutos
apos a eletroporacéo, imediatamente apds a lavagem e limpeza dos pogcos com PBS
e, 24 horas apés a eletroporacdo com 0s poc¢os supridos com 500 pL de meio de
cultura DMEM — Low Glucose e 100 pL resazurina.

Na imagem abaixo, podemos observar as fotomicrografias do grupo controle,
ou seja, dos poc¢os que receberam em seu conteddo apenas a inoculagéo das células
tumorais da linhagem B16. Pela observacdo microscépica, ndo houve diferenca
significativa na morfologia celular, na quantidade celular, nem na disposicdo dessas
células nos pocos observados, independentemente dos momentos em que foram

avaliadas, até a total finalizag&do do experimento (Figura 29).
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Grupo Controle
Placa 1 Placa 2 Placa 3

-
C

-
F

Figura 29 Fotomicrografias do grupo controle. A, B e C) Confluéncia celular e a aderéncia observada em cada placa de cultivo
no inicio do experimento. D, E e F) Imediatamente apds o inicio experimento. G, H e 1) Apds 90 minutos do inicio do
experimento. J, K e L) Ap6s a lavagem e limpeza dos pocos com PBS. Fonte: prdprio autor, 2024
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Ja nas fotomicrografias do grupo complexo metélico (Figura 30), podemos
observar que imediatamente apés a introducdo dos complexos de Ag (Ag-Mel, Ag-Ten
e Ag-Bio) nas concentracdes de 0,4 mg/mL, é possivel observar o conteudo dos
complexos metalicos dispersos pelos pocos (pontos mais enegrecidos das imagens),
acima do manto celular aderido a placa de cultivo, porém, ndo ha nenhuma mudanca
na confluéncia celular, nem em sua morfologia apés a introducao dos agentes.

Na segunda observagdo, aos noventa minutos apés a introducdo dos
complexos, ndo é mais possivel observar o manto celular aderido ao fundo da placa,
evidenciando que apenas o agente isolado foi eficaz para causar a morte das células
tumorais nos trés complexos de Ag testados.

Apés a lavagem dos pocos, foi possivel observar que no poco referente ao
complexo Ag-Mel, nota-se algumas células isoladas que ainda estavam aderidas na
placa, mostrando que este complexo foi eficaz na morte de mais de 90% das células.
Entretanto, nos trés complexos de Ag testados isoladamente, ndo houve nenhuma
atividade celular ap6s 24h do inicio do experimento, como serd observado mais
adiante neste trabalho.

Na avaliacdo microscépica do grupo complexo metélico associado a
eletroporacéao (Figura 31), observa-se grande diferenca na fase imediata apés o inicio
do experimento se comparado ao grupo dos complexos metalicos. Podemos avaliar
que apos a aplicacao da eletroporacdo, houve diminui¢cdo importante no manto celular
gue estava aderido ao fundo da placa de cultivo, ocorrendo a morte celular em mais
de 90% das células presentes imediatamente apds a aplicacdo da técnica, mostrando
atividade antitumoral superior em comparacdo aos complexos metélicos isolados.

Na observacdo microscopica apis noventa minutos, notam-se algumas células
isoladas, mostrando resposta semelhante ao grupo anteriormente avaliado. Apos a
lavagem dos pocos com PBS, no poco representante do complexo Ag-Mel (G),
observa-se a presenca de alguns grupos de células tumorais dispostas pelo poco,
assim como foi observado no grupo Ag-Mel isolado. Porém, como referido na anélise
do grupo dos complexos isolados, ap6s 24 horas do experimento, houve 100% de

morte celular.
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Grupo Complexo Metalico

Ag-Mel Ag-Ten Ag-Bio

Figura 30 Fotomicrografias do grupo complexo metélico. A, B e C) Imediatamente apos a introdugdo dos complexos de Ag.
D, E e F) Ap6s 90 minutos do inicio do experimento. G, H e I) Ap6s a lavagem e limpeza dos pogos com PBS. Fonte: Prdprio
autor, 2024
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Grupo Complexo Metalico + Eletroquimioterapia

Ag-Mel + EQT Ag-Ten + EQT Ag-Bio + EQT

.
C

Figura 31 Fotomicrografias do grupo complexo metalico associado a eletroporacdo. A, B e C) Imediatamente apds a introdugéo
dos complexos de Ag e aplicacdo da eletroporacédo. D, E e F) Ap6s 90 minutos do inicio do experimento. G, H e I) Apos a
lavagem e limpeza dos pogos com PBS. Fonte: Proprio autor, 2024.
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Na avaliacdo do grupo submetido a eletroporacédo isolada (Figura 32), foi
possivel observar que imediatamente apos a aplicacdo da eletroporacéo, as células
sofreram alteragcdo na morfologia celular, ocorrendo um processo de citomegalia
(aumento no tamanho da célula). Provavelmente, a despermeabilizacdo da membrana
plasmatica permitiu a passagem de solutos e solventes contidos no meio de cultivo
para 0 meio intracitoplasmatico. Aos 90 minutos, as células recuperaram sua

morfologia inicial.

Grupo Eletroporacéao Isolada

Placa 1 Placa 2 Placa 3

Figura 32 Fotomicrografias do grupo eletroporagdo isolada. A, B, C) Imediatamente apds a eletroporacéo. D, E e F) Ap6s 90
minutos do inicio do experimento. G, H e I) Ap6s a lavagem e limpeza dos pogos com PBS. Fonte: Préprio autor, 2024
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Apos a lavagem dos pocos com o PBS, notam-se que as células ainda estavam
presentes nos pocos, evidenciando que a aplicacéo isolada da eletroporacdo nas
células tumorais ndo é suficiente para causar a morte dessas células, como também,
nao diminui sua capacidade de proliferacao celular.

ApoOs 24 horas o experimento foi encerrado e foi realizado a andlise das placas
de cultura com os pocos supridos com 500 puL de meio DMEM Low — Glucose e 100
UL de resazurina.

A avaliacédo visual das placas determinou que ap0s 24 horas, 0s po¢os do grupo
controle e da eletroporacéo isolada apresentavam atividade celular, ou seja, as células
mantinham seu metabolismo ativo. Ja a avaliacdo dos po¢os nos grupos complexos
metélicos e complexos metalicos associados a eletroporagéo, ndo foram observados
atividade celular, uma vez que néo houve alteragéo na coloracdo do meio de cultura
supridos com a resazurina, evidenciando total eficacia ao tratamento realizado (Figura
33).
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Figura 33 Linha superior: Grupo controle. Segunda linha: Grupo complexo metélico. Terceira linha: Grupo complexo metélico
associado a eletroporagdo. Linha inferior: Grupo eletroporacéo isolada. A) Avaliacdo da placa de cultura em pogos apés 24
horas do inicio do experimento do complexo Ag-Mel. B)Avaliagdo da placa de cultura em pocos ap6s 24 horas do inicio do
experimento dos complexos Ag-Ten e Ag-Bio. Fonte: Préprio autor, 2024

4.5 Teste da permeacdo in vitro, utilizando célula de Franz apos a
exposicao aos complexos metalicos de prata (Ag-Mel, Ag-Ten e Ag-
Bio) e aplicac&o da eletroporacéo

Os testes de permeacéo in vitro de célula de Franz utilizando os complexos de
Ag (Ag-Mel, Ag-Ten e Ag-Bio) determinaram que ndo houve a permeacao dos agentes

apos a exposicdo da eletroporacdo. Para determinar esses resultados foram
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realizados dois processos: (1) as meédias de absorbancia do grupo controle nas
amostras que receberam apenas a eletroporacdo contendo sobre a superficie da pele
de orelha suina o gel ultrassonografico e o C3HsOs, utilizados para a diluicdo dos
complexos; (2) as curvas padrbes de cada metalofdrmaco isolado, em diluicBes
seriadas, para posterior avaliacdo das amostras analisadas por espectrofotdmetro
apos a aplicacdo da técnica da eletroporacdo na pele suina, exposta aos agentes
sintetizados em uma concentracdo de 50 mg/mL, por um periodo total de 6 horas
(Figuras 34, 35 e 36).

A média das concentracBes de absorbancia do grupo controle, realizadas e
coletadas em triplicata foram: 0,005 nos primeiros 90 minutos; 0,005 ap6s 180
minutos; 0,006 apos 270 minutos e, por fim, 0,012 apds 360 minutos.

Os resultados obtidos das amostras que receberam o0s agentes sintetizados
associados a eletroporacdo foram submetidos a Lei de Lambert Beer para que
chegassemos a concentracgao final obtida.

A curva padrdo do complexo metélico Ag-Mel (Figura 34) foi realizada por
espectrofotometro UV-Vis. A concentracao inicial avaliada foi a mesma utilizada na
forma topica impregnada a pele suina antes da eletroporacdo, de 50 mg/mL. Porém,
s6 foi possivel determinar a concentracdo de absorbancia, em solucdes a partir das
diluicdes de 0,78 mg/mL e finalizadas na diluicdo de 0,02 mg/mL.

O coeficiente de determinacéo da regressao linear (R?) foi de 0,97. O coeficiente
angular é de 1,0526 e o coeficiente linear de 0,06453. Com a realizagéo da curva
padrdo do complexo Ag-Mel e avaliacdo em triplicata da absorbancia das solucdes
avaliadas na célula de Franz, determinou-se que ndo houve a absorbancia do agente

apos a aplicacao da eletroporacao (Tabela 4).
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Figura 34 Curva padréo do complexo Ag-Mel analisado por espectrofotdmetro UV-Vis.

Tabela 4 Concentragéo de absorbancia das amostras analisadas do complexo Ag-Mel.
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Ag-Mel Férmula ‘ y=ax+b ‘
Coeficiente
Linear (b) 0,06453
Coeficiente
Angular (a) 1,0526
Ag-Mel
Amostra Abs Média Concentragao Concgntragao
(y) (x) final
1 0,008 0,006 | 0,005 |0,00633333|-0,055288492 0
2 0,004 0 0 |0,00133333|-0,060038634 0
3 0,001 0,008 | 0,011 |0,00666667 |-0,054971816 0
4 0,005 0,029 |0,031|0,02166667 |-0,040721388 0

A curva padrdao do complexo metalico Ag-Ten (Figura 35) foi realizada por
espectrofotometro UV-Vis. A concentracao inicial avaliada foi a mesma utilizada na
forma topica impregnada a pele suina antes da eletroporacdo, de 50 mg/mL. Porém,
so6 foi possivel determinar a concentragéo de absorbéancia, em solucdes a partir das

diluigbes de 0,39 mg/mL e finalizadas na diluicdo de 0,02 mg/mL.
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O coeficiente de determinacdo da regressdo linear (R?) foi de 0,9976. O
coeficiente angular é de 1,76832 e o coeficiente linear de 0,27583. Com a realizacao
da curva padrdao do complexo Ag-Ten e avaliacdo em triplicata da absorbancia das
solugBes avaliadas na célula de Franz, determinou-se que ndo houve a absorbancia

do agente apoés a aplicacdo da eletroporacao (Tabela 5).
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Figura 35 Curva padrdo do complexo Ag-Ten analisado por espectrofotbmetro UV-Vis

Tabela 5 Concentracdo de absorbancia das amostras analisadas do complexo Ag-Ten

Ag-Ten Férmula y=ax+b ‘
Coeficiente
27
Linear (b) 0,27583
Coeficiente
1,76832
Angular (a) | 7 683
Ag-Ten
Amostra Abs Média Concentragao Concejntragao
(y) (x) final
1 0,007 0,01 0,02 |0,01233333|-0,149009606 0
2 0,033 0,02 |0,052 0,035 -0,136191413 0
3 0,078 0,048 |0,072 0,066 -0,11866065 0
4 0,11 0,073 | 0,096 0,093 -0,10339192 0
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A curva padrdo do complexo metalico Ag-Bio (Figura 36) foi realizada por
espectrofotometro UV-Vis. A concentracao inicial avaliada foi a mesma utilizada na
forma topica impregnada a pele suina antes da eletroporacao, de 50 mg/mL. Porém,
s6 foi possivel determinar a concentragdo de absorbéancia, em solucdes a partir das
diluicdes de 0,39 mg/mL e finalizadas na diluicdo de 0,02 mg/mL.

O coeficiente de determinacdo da regressdo linear (R?) foi de 0,9965. O
coeficiente angular é de 2,11282 e o coeficiente linear de 0,16293. Com a realizacao
da curva padrdo do complexo Ag-Bio e avaliacdo em triplicata da absorbéancia das
solucdes avaliadas na célula de Franz, determinou-se que ndo houve a absorbancia

do agente apoés a aplicacdo da eletroporacao (Tabela 6).
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Figura 36 Curva padréo do complexo Ag-Bio analisado por espectrofotdmetro UV-Vis

Tabela 6 Concentracdo de absorbancia das amostras analisadas do complexo Ag-Bio

Ag-Bio Férmula y=ax+b ‘
Coeficiente
162
Linear (b) 0,16233
Coeficiente
2,11282
Angular (a) | 8
Ag-Bio
Amostra Abs Média Concentragao Concejntragao
(y) (x) final
1 0,009 0,018 | 0,021 0,016 -0,069542129 0
2 0,011 0,049 | 0,053 |0,03766667 |-0,059287272 0
3 0,017 0,083 | 0,08 0,06 -0,048716881 0
4 0,046 0,113 | 0,112 |0,09033333 |-0,034360081 0
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5. CONCLUSOES

Foram obtidos trés complexos metélicos de Ag(l) com meloxicam, tenoxicam e
biotina, denominados Ag-Mel, Ag-Ten e Ag-Bio, como também, trés complexos
metalicos de Cu(ll) com meloxicam, tenoxicam e biotina, nomeados como Cu-Mel, Cu-
Ten e Cu-Bio.

O complexo Ag-Mel AgC14H12N304S2.H20 apresentou estequiometria 1:1, Ag-
Ten AgCi3Hi0N304S2.H2O 1:1, Ag-Bio AgCioH15N203S.2H0 1:1, Cu-Mel
CuC14H12N304S2.H2O  1:1, Cu-Ten CuCi3H1oN304S2.H2O 1:1 e Cu-Bio
CuCi10H15N203S.H20 1:1.

Os complexos Ag-Mel, Ag-Ten e Ag-Bio apresentaram ac¢dao inibitéria, in vitro,
sobre as cepas de microrganismos S. aureus, E. coli, B. cereus, P. aeruginosa,
evidenciando seu potencial terapéutico para o tratamento de infec¢des bacterianas.

Os complexos Cu-Mel, Cu-Ten e Cu-Bio ndo apresentaram acao inibitoria, in
vitro, sobre as cepas de microrganismos citadas acima. Portanto, foram excluidos dos
testes de atividade antiproliferativa em células tumorais e demais testes programados
até o final do projeto de pesquisa.

Os complexos Ag-Mel, Ag-Ten e Ag-Bio apresentaram atividade antiproliferativa
sobre células tumorais humanas das linhagens B16 (melanoma cutaneo) e U-87MG
(glioma), demonstrando resultados promissores para futura ampliacdo de agentes
antineoplasicos.

Os complexos de prata (Ag-Mel, Ag-Ten e Ag-Bio) associados a eletroporacao
in vitro, demonstraram atividade antiproliferativa em células tumorais da linhagem B16
em um menor espaco de tempo se comparados a atividade antiproliferativa observada
nas células expostas apenas aos metalofarmacos isolados, evidenciando que a
eletroporacédo € um fendmeno que associada aos agentes antitumorais sintetizados,
promoveram resposta superior aos agentes isolados.

Nas células da linhagem B16 expostas ao fendmeno da eletroporacgéo isolada,
nao foi observado nenhuma resposta antiproliferativa, evidenciando que a técnica
aplicada isoladamente, ndo é capaz de promover efeitos antiproliferativos ou induzir a
apoptose das células tumorais.

Os testes de permeacdo in vitro realizados a partir da célula de Franz
demonstraram que ndo houve absorcéo dos complexos de Ag (Ag-Mel, Ag-Ten e Ag-

Bio) apds a realizagédo da eletroporacao.
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6. PERSPECTIVAS

Espera-se que com essa pesquisa, possamos ir além dos resultados ja obtidos
neste trabalho, extrapolando os testes aqui realizados in vitro, para pesquisas in vivo.
Para isso, tem-se como objetivos realizar outros testes de caracterizacao dos agentes
sintetizados, tais como: RMN de C, H e N; espectro de massas de alta resolucao;
obtencéo de cristais para analise de difratometria de RX e; docking molecular para
avaliacdo de mecanismo molecular de acdo. Também, iniciar os testes de toxicidade
dos agentes sintetizados em tenébrios; realizar a implantacdo tumoral de células
tumorais (B16) em camundongos, e ap0s o crescimento tumoral, realizar o tratamento
empregado neste trabalho nos animais acometidos e; iniciar oS mesmos testes
antiproliferativos realizados nessa pesquisa com células tumorais humanas, em
células tumorais de neoplasias cutaneas caninas e felinas.

Com isso, espera-se que possamos aumentar o arsenal terapéutico contra
neoplasias cutaneas em humanos e animais, para que, futuramente, elas possam ser

testadas in vivo, tanto nos animais de companhia, como em seres humanos.
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