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1. INTRODUCAO

Artemia salina é um crustaceo da ordem Anostraca (sem carapaca) que vive em lagos de agua
salgada e salinas de todo o mundo, estando adaptada para sobrevivéncia em corpos de agua que
sofrem grandes variagdes sazonai s, podendo tolerar salinidades que flutuam de 3,5 a 70 %eo.

Por ser amplamente utilizada como alimento vivo para peixes e outros crustaceos, seus ovos
podem ser encontrados com facilidade em lojas de aguaristas. Além disso, os ovos ndo eclodidos
sdo metabolicamente inativos, e podem ser conservados por longos periodos se mantidos
desidratados e de preferéncia em vacuo e a baixas temperaturas (IPIMAR). Quando re-hidratos os
ovos de Artemia salina eclodem em cerca de 24 horas, se em condi¢des ambientais adequadas,
chegando & fase adulta com 20 a 30 dias de vida. Esse ciclo de vida relativamente curto favorece
Seu uso em testes de toxicidade aguda e cronica.

O ensaio de toxicidade aguda com Artemia salina é um teste rapido, de baixo custo, eficiente e
gue requer uma pequena quantidade de amostra (2 — 20 mg). A simplicidade desse teste, que néo
requer métodos assépticos, nem equipamentos especiais, favorece sua utilizacao rotineira, podendo
ser desenvolvido no proprio laboratério (Siqueiraet a., 1998).

McLaughlin e a. (1998) relatam que esse ensaio tem boa correlacdo com atividade citotoxica
em a guns tumores humanos sélidos e levou a descoberta dos Annonaceous acetogenins como nova
classe de agentes antitumorais ativos. Os mesmos autores observaram que os valores de EDs
encontrados para citotoxicidade, em geral eram 1/10 dos valores de LCsy encontrados nos testes
realizados com Artemia salina, sugerindo que tal teste pode ser utilizado como uma primeira analise
do potencial citotdxico de novos compostos.

Nesse trabalho utilizamos Artemia salina para verificar o potencia citotoxico de 2-
piridinoformamida tiossemicarbazonas e de seus complexos de Fe(l11).

As tiossemicarbazonas e seus complexos metdlicos apresentam um amplo perfil farmacol 6gico
e constituem uma importante classe de compostos cujas propriedades tém sido extensivamente
estudadas na Quimica Medicinal e, especificamente, na Quimica Medicinal Inorgéanica, em razéo de
sua capacidade quelante e do papel da coordenacdo no seu mecanismo de acgdo. As
tiossemicarbazonas sdo hoje a segunda classe mais importante de compostos antitumorais depois
dos derivados do cisdiaminodicloroplatina(ll), o cisplatina (Beraldo et al.,2004).
Tiossemicarbazonas derivadas de 2-formil, 2-acetil e 2-benzoilpiridina e seus complexos de
cobre(ll) possuem atividade in vitro contra vérias linhagens de células tumorais humanas. No
entanto, por tratar-se de compostos insolUveis em agua, essas tiossemicarbazonas e seus complexos
S80 menos promissores para testes in vivo (West et al., 1999). Com o objetivo de melhorar a
solubilidade em a&agua, sintetizamos tiossemicarbazonas derivadas de 2-piridinoformamida

(H2Am4R, Figura 1), nas quais um grupo amino substitui um aquil ou aril em C(7), e seus
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complexos de Fe(lll), a partir de FeCl3.6H,0O. Os complexos obtidos sdo octaedricos, sollveis em
agua, do tipo [Fe(2AmM4DH),]Cl (1), [Fe(2Am4Me),]Cl (2) e [Fe(2Am4EL),]Cl (3) (Figura 2).

Figura 1 - Estrutura de 2-piridinoformamida tiossemicarbazonas. R=H (H2Am4DH), R=CHj;
(H2Am4Me) ou R = CH3CH, (H2AmM4Et)
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Figura 2 - Estrutura dos complexos de Fe(l11) de 2-piridinoformamida tiossemicarbazonas (R=H,
CHsou CH3CH2)

2. MATERIAISE METODOS
A metodologia utilizada para os ensai os de toxicidade utilizando Artemia salina foi baseada
em Meyer et al.(1982), em Nascimento et a. (1999) e nas normas da CETESB-SP (1991).

I ncubacao

Em um recipiente retangular de 13,0 x 8,0 x 7,0 cm, com uma divisoria contendo furos de
aproximadamente 0,02 cm de espessura espacados por 0,5 cm e distribuidos uniformemente, foram
adicionados 350 mL de solucdo de sal marinho sintético (Tropic Marin). O recipiente foi colocado
dentro de uma incubadora iluminada por uma lampada fluorescente. Em um dos lados desse
recipiente, adicionou-se cerca de 46 mg de cistos de Artemia salina, tomando-se o cuidado para que
0S mesmos nado ultrapassassem a divisoria. A parte do sistema contendo os cistos de Artemia salina

foi coberto com papel aluminio, para que os organismos, ao nascerem, fossem atraidos pela luz do
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outro lado do sistema, forgando-os a atravessar a divisoria. Ta procedimento visa uma
homogeneizacdo das condicdes fisicas dos organismos-teste. A incubacdo foi feita por um periodo

de 48 horas. Durante todo o ensaio atemperatura foi monitorada.

Exposicéo

Apos o periodo de incubacdo, os organismos-testes (nauplios de Artemia) foram expostos as
drogas de interesse por 48 horas, utilizando-se tubos de ensaio graduados, cada um contendo 10
nauplios de Artemia salina, previamente selecionados. Os testes foram feitos em triplicata para cada
concentracdo de cada composto. Além disso, cada droga foi testada, no minimo, trés vezes,
totalizando um minimo de 9 ensaios por concentracéo do composto.

Determinou-se a faixa de concentragdo a ser testada, buscando sempre a maior concentracdo
em que se observasse 0% de mortalidade e a menor concentracdo em que se deflagrasse 100% de
mortalidade. As demais concentracfes foram distribuidas dentro desse limite (Veiga et a., 1989),
de modo a obter aDL 5 (dose letal para 50% da populacéo) do composto testado.

As solugbes dos compostos a serem testadas foram preparadas em 1% de DMSO
(dimetilsulfoxido) e avolumadas com solugdo salina. Os teste para o controle também foram
realizados em triplicata, utilizando-se uma solucdo de DM SO 1% diluido em solucéo salina.

Os controles foram utilizados também para se ter certeza de que a mortalidade observada
nos nauplios de Artemia salina fora resultante da toxicidade aos compostos e ndo devido a falta de
alimentacéo (Carballo et al., 2002).

Contagem

Apobs 48 horas de exposicdo, foi feita a contagem de nauplios vivos e mortos, sendo
considerados vivos todos aqueles que apresentassem qualquer tipo de movimento quando
observados proximos a uma fonte luminosa. S6 foram considerados validos os testes nos quais o
controle apresentou uma mortalidade igual ou inferior a 10 % da populacdo. Os resultados foram

submetidos a tratamento estatistico utilizando o PROBIT, o qual forneceu os valores de DL 5.

3. RESULTADOS

A Tabela 1 mostra, para as 2-piridinoformamida tiossemicarbazonas e seus complexos de
Fe(111), os valores de DLgp e os limites de confianca obtidos da média das triplicatas para cada
ensaio de toxicidade, assim como, a média dos valores de DL, , 0 desvio padrdo, a covariancia (%)

obtidos em cada composto.



Observa-se que, em gera, ndo houve grandes variagbes nos valores de DLsy entre as
replicatas de um mesmo composto. Os coeficientes de variagdo entre as replicatas variaram entre
6,40 e 20,16%.

Sabe-se pela literatura que os resultados dos testes de toxicidade variam consideravel mente.
Em trabalho desenvolvido com Lytechinus variegatos (Nipper et a., 1993) foi encontrado um
coeficiente de variacdo de 40,3% entre testes de toxicidade realizados com embrides. Outros autores
relatam indices de variacdo em torno de 30%. Portanto, os indices de variacdo obtidos nesse
trabalho sdo considerados aceitaveis, indicando que a metodologia utilizada forneceu dados que
podem ser considerados repetitiveis.

Tabelal - DL50 para as 2-piridinoformamida tiossemi carbazonas e seus complexos de Fe(l11)

Composto DLso(mgL™)  Limitede confianca

H2Am4DH 8,93 476 <DL < 17,09
6,92 573<DL <774
5,60 3,46 <DL <6,61
5,60 3,42<DL <6,61
7,35 4,14 <DL < 9,05

MédiaDLsyx DP 6,88 £ 1,39

CV (%) 20,16 %

H2Am4Me 5,01 3,66 <DL <6,23
6,59 596 <DL <757
4,70 3,61<DL <5,67
5,55 4,08 <DL < 6,66

MédiaDLsgx DP 5,46+ 0,83

CV (%) 15,18 %

H2AmM4Et 7,88 6,49 <DL <9,15
7,13 6,03<DL <8,34
6,37 510<DL <734

MédiaDLsgx DP 7,12+ 0,76

CV (%) 10,61 %

[Fe(2AmM4DH),]Cl (1) 13,81 11,73< DL < 21,62
15,52 13,63 <DL < 18,02



14,06 12,24 <DL <16,41
MédiaDLsy+ DP 14,46 + 0,93

CV (%) 6,40 %

[Fe(2Am4Me);]Cl (2) 6,71 4,89<DL < 7,94
7,70 6,40 < DL < 8,93
7,09 5,62 <DL <8,28

MédiaDLsgx DP 7,17 £ 0,50

CV (%) 6,94 %

DLy, = dose letal para 50% da populacdo, DP= desvio padrdo, CV=covariancia

A Tabela 2 resume os resultados mostrando o valor médio de DLsy para 0S compostos
estudados. Os ligantes H2AmM4DH, H2Am4Me e H2AmM4Et mostraram-se toxicos nas
concentracdes de 6,88 mg L™ 5,46 mg L™ e 7,12 mg L™, respectivamente. Os complexos (1) e (2)
apresentaram toxicidade nas concentraces de 14,46 mg L™ e 7,17 mg L™, respectivamente. O
complexo (3) ndo apresentou toxicidade até a concentracéo de 48 mg L™

Quanto menor o valor de DLsp, mais téxico € o composto frente a um organismo-teste, e maior

€ sua atividade citotoxica, sugerindo maior potencial como antitumoral.

Tabela 2 - DLsp (valor médio) para as 2-piridinoformamida tiossemicarbazonas e seus complexos
de Fe(I11)

Composto DLso (mg L™)*
H2Am4DH 6,88
[Fe(2AmM4DH),]Cl (1) 14.46
H2Am4Me 5,46
[Fe(2AmAMe),] Cl (2) 7,17
H2AmM4Et 7,12
[Fe(2AmMA4EL),] Cl (3) > 48

DLso = dose letal para 50 % da popul acdo

*valor médio

Os compostos estudados, com excecao do complexo (3), apresentam significativa toxicidade
aguda frente a Artemia salina, em baixas concentracfes, quando comparados ao Lapachol que é a
droga de referéncia (DLso = 68 mg L™) (Santos Pimenta et al.,2003). Os ligantes mostram menores

valores de DLso que os complexos, sendo que, H2Am4Me é o mais ativo com DLsp = 5,46 mg L ™.
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Pela complexacdo os valores de DLsp aumentam, indicando menor citotoxicidade. Dentre os trés
complexos, [Fe(2Am4Me),]Cl (2) é o mais promissor (LDsp = 7,17 mg L™Y).

Embora os ligantes tenham mostrado maior toxicidade que seus respectivos complexos de
Fe(l11), esses apresentam a vantagem de serem solUveis em &gua o que permitira que essas drogas
segjam testadas in vivo futuramente.

Como dito anteriormente, o complexo (3) foi o Unico que ndo apresentou toxicidade até a
concentracdo de 48 mg L™. Uma possivel explicacso seria a presenca de um grupo mais volumoso
no nitrogénio terminal (ver Figuras 1 e 2) que poderia dificultar a penetracéo da droga na célula do
organismo-teste.

4. CONCLUSAO
Testes utilizando Artemia salina indicam que as 2-piridinoformamida tiossemicarbazonas e seus
complexos de Fe(l11) tém atividade citotdxica, sugerindo que poderiam igual mente apresentar agao

antitumoral.
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