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Resumo

Garcia, Luciene Stivanin; Rey, Nicolds Adrian. Complexos de Au(l11), Cu(ll) e
Bi(lll) de fluorquinolonas: sinteses, caracterizacéo fisico-quimica e atividade
bioldgica. Rio de Janeiro, 2012. 122 p. Tese de Doutorado - Departamento de
Quimica - Pontificia Universidade Catélica do Rio de Janeiro.

As fluorquinolonas constituem uma importante classe de agentes
antimicrobianos sintéticos utilizados clinicamente por mais de 30 anos. Além da
atividade antibacteriana, algumas fluorquinolonas, assim como seus complexos
metalicos, mostraram ter atividade citotdxica, sendo, portanto, promissores como
agentes antitumorais. Neste trabalho, obtivemos complexos de Au(lll), Cu(ll) e
Bi(lll) com as seguintes fluorquinolonas: norfloxacina, levofloxacina e
esparfloxacina. Esses novos complexos foram caracterizados por diversas
técnicas, tais como: analise elementar, condutimetria, espectroscopia na regido do
infravermelho, ressonancia paramagnética eletrébnica (RPE), ressonancia
magnética nuclear (RMN) de 'H e 3C, espectroscopia UV-Vis, fluorescéncia
estacionaria e resolvida no tempo. Atividades bioldgicas foram realizadas para
todos os complexos. Usualmente, as fluorquinolonas coordenam-se aos ions
metélicos de modo bidentado, através da carbonila do acido carboxilico e da
carbonila cetonica. Esta coordenagéo foi confirmada para os complexos de Cu(ll),
entretanto, para os complexos de Au(lll) e Bi(lll), os resultados de infravermelho
e do RMN de 'H e *C mostraram que a coordenagdo foi feita através dos
nitrogénios do anel piperazina, uma coordena¢do ndo encontrada usualmente para
as fluorquinolonas. Os complexos de Au(lll) mostraram ser ativos frente as
linhagens tumorais A20 (Linfoma murino), B16-F10 (Melanoma murino) e K562
(Leucemia miel6ide humana). Os complexos de Cu(ll) mostraram significativa
atividade antiparasitaria, enquanto os complexos de Bi(lll), mostraram atividade

antibacteriana.

Palavras-chave
Fluorquinolonas; complexos metalicos; atividade bioldgica; estudos por

fluorescéncia estacionaria; estudos por fluorescéncia resolvida no tempo.
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Abstract

Garcia, Luciene Stivanin; Rey, Nicolds Adrian. Au(lll), Cu(ll) and Bi(lll)
complexes of fluoroquinolones: syntheses, characterization and biological
activity. Rio de Janeiro, 2012. 122 p. DSc. Thesis - Departamento de Quimica,
Pontificia Universidade Catdlica do Rio de Janeiro.

The fluoroquinolones are an important class of synthetic antimicrobial
agents clinically used for over 30 years. In addition to antibacterial activity, some
fluoroquinolones, as well as their metal complexes, presented cytotoxic activity
and are therefore promising as antitumor agents. In order to obtain new complexes
of Au (Il1) and other metal ions that have biological activity, this work had the
objective to synthesize new complexes using ligands of the group of
fluoroquinolones. These new complexes were characterized by various techniques
such as elemental analysis, conductometry, infrared spectroscopy, electron
paramagnetic resonance (EPR), nuclear magnetic resonance (NMR) of *H and **C
NMR, UV-Vis, stead state and time-resolved fluorimetry studies. Biological
activities were analized for all complexes. Usually, the fluoroquinolones
coordinate to the metal ions as bidentate through the carbonyl and carboxylic acid
ketonic carbonyl group. This was confirmed Cu(ll) complex, however, for Au(lll)
and Bi (111) complexes, the results of IR and *H and **C NMR showed that the
coordination was trough the nitrogen using the piperazine ring, a coordination not
usually found for fluoroquinolones. The complexes of Au(lll) shown to be active
against the A20 tumor cell lines (murine lymphoma), B16-F10 (murine
melanoma) and K562 (human myeloid leukemia). Complexes of Cu(ll) showed
significant antiparasitic activity, whereas complexes of Bi(lll) have shown

antibacterial activity.

Keywords

Fluorquinolones; metalic complexes; biological activity; stead state

and time-resolved fluorimetry studies.
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Introducao

A descoberta dos antibioticos representou o maior avango na
farmacoterapia nos ultimos 50 anos, ja& que possibilitou o controle efetivo de
muitos micrébios patogénicos que causam incapacitacao prolongada ou a morte
de seres humanos. A era da quimioterapia antimicrobiana inicia-se em 1936 com
a introdugéo, na clinica, das sulfonamidas. Em 1941, a introdugdo da penicilina
tornou-se um marco histérico na medicina por revolucionar os principios
terapéuticos até entdo usados nas doencas infecciosas. Sdo conhecidos,
atualmente, centenas de antibiéticos e todos os anos esta lista aumenta.*

Os farmacos da familia das quinolonas séo classificados em geracdes. A
primeira geragéo, por exemplo, acido nalidixico, &cido piromidico, cinoxacina, e
rosoxacina, possui agdo sobre as enterobactérias, sem atividade
antipseudomonas ou Gram-positivos, com uso limitado ao trato urinario. A
segunda geracdo, norfloxacina e &cido pipemidico, amplia o campo de acgdo
contra Pseudomas, com atividade limitada para trato urinario e intestinal. A
terceira geracdo, levofloxacina, ciprofloxacina, pefloxacina, ofloxacina,
lomefloxacina, fleroxacina, enoxacina e difloxacina, atua contra Gran-negativos —
incluindo Pseudomonas e Estafilococos, estendendo sua aplicacdo para
tratamentos sistémicos. Com a descoberta das quinolonas da quarta geracgéo,
esparfloxacina, temafloxacina, tosufloxacina e clinafloxacina, o campo de acédo
compreende Estreptococos hemoliticos, Pneumococos e anaerobios.

Como pode ser observado, a cada nova geracao de quinolonas, uma maior
acao antimicrobiana, maior poténcia bactericida e maior nimero de propriedades
farmacologicas é encontrada. As quinolonas possuem excelente distribuicdo nos
varios tecidos e fluidos corporais. A atividade bactericida das quinolonas inibe a
acao das subunidades A da DNA-girase, enzima responsavel pela divisdo da
dupla cadeia do DNA cromossdmico. Estes antibidticos sdo comumente
utilizados no tratamento clinico de varias infec¢fes, tais como infec¢des
urinarias, infecgbes do tecido liso, infec¢des respiratérias, infecgbes de junta
0ssea, infecgBes recorrentes ou crénicas por Pseudomonas na fibrose cistica,
otite média, meningite, prostatite, sinusite e outras. Além disso, também sao
aplicados no tratamento e prevencdo de doencas veterinarias e producdo de

alimentos para animais.’
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Fluorquinolonas sdo membros da terceira geracdo dos antibidticos com a
presenca de flior. O comportamento in vivo destes farmacos é fortemente
afetado por suas propriedades fisico-quimicas, em particular suas propriedades
acido-base e sua capacidade para formar complexos com ions metalicos.® De
fato, € bem conhecido que as fluoroquinolonas sdo capazes de formar
complexos com certos cations multicarregados, e muitos autores tém pesquisado
a interacdo entre quinolonas e cétions, tais como Al(Ill), Mg(ll), Fe(lll), Ca(ll) e
Cu(ll). O principal objetivo destes estudos é o de compreender 0 mecanismo de
acdo destes complexos. Esta presenca de centros carregados em muitos
farmacos pode ser essencial para a sua atividade biolégica e sua passagem
através de membranas celulares.”

Elementos metdlicos estdo presentes em todos 0s organismos e suas
fungbes farmacologicas nos processos biolégicos ndo podem ser
negligenciadas.” Os metais desenvolvem um papel muito importante em
processos como divisdo celular, sintese de proteinas e atividade de enzimas.
Neste sentido, o estudo de complexos de elementos metalicos com farmacos e
da interacdo destes complexos com albumina e com membranas se apresenta
como uma necessidade fundamental na prevencéo e tratamento de doencas.®

Além da atividade antimicrobiana, as quinolonas sdo conhecidas por
atividades antitumorais. Entdo, como identificacdo e um pré-screening destes
novos complexos candidatos a novos farmacos, se faz necessaria uma avaliagdo
in vitro das fluorquinolonas livres e seus respectivos complexos em alguns testes
de atividade biologica, ndo somente para entender a influéncia dos metais e
seus mecanismos de acdo, mas principalmente, aumentar a atividade biolégica,
diminuindo o tempo de administracdo do farmaco e, dessa forma, reduzindo
possiveis efeitos colaterais durante o tratamento.

O objetivo geral deste trabalho foi estudar a influéncia da associacéo
metal-fluorquinolona para a atividade biolégica. Este objetivo foi alcancado
através dos seguintes objetivos especificos:

1. Sintese de novos complexos, utilizando Au(lll), Cu(ll) e Bi(lll) e os
ligantes  Norfloxacina (NOR), Levofloxacina (LEVO) e
Esparfloxacina (ESPAR), do grupo das fluorquinolonas;

2. Caracterizagdo dos compostos obtidos através de diversas técnicas
analiticas, tais como: andlise elementar, condutimetria,
espectroscopia na regido média do infravermelho, ressonéncia

paramagnética eletronica (RPE), ressonancia magnética nuclear
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(RMN) de hidrogénio e carbono (*H e *2C), fluorescéncia
estacionaria e resolvida no tempo;

3. Teste de atividade biolégica dos novos complexos de Cu(ll) e dos
seus respectivos ligantes, contendo fenantrolina como co-ligante,
frente a Artemia sp. como um pré-screening para a atividade
antitumoral e teste de atividade sobre o Trypanosoma cruzi, pela
andlise do efeito direto sobre as formas tripomastigotas e
amastigotas do parasito;

4. Teste de atividade biolégica com os complexos de Bi(lll) e seus
respectivos ligantes sobre cepas sensiveis de Staphylococcus
aureus e Pseudomonas aeruginosa;

5. Avaliagdo da citotoxicidade dos complexos de ouro frente as
linhagens tumorais estabelecidas A20 (Linfoma murino), B16-F10

(Melanoma murino) e K562 (Leucemia mieldide humana).

Com este trabalho, esperamos poder contribuir para uma melhor
compreensdo da quimica, das propriedades estruturais e farmacolégicas destas

importantes classes de compostos.


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 0812617/CB


PUC-RIo - Certificacdo Digital N° 0812617/CB

23

2

Fluorquinolonas

2.1.

Historico

A origem das fluorgquinolonas esté intrinsecamente relacionada com a das
gquinolonas. O acido nalidixico (Figura 1) foi a primeira quinolona a apresentar
atividade antibacteriana, tendo sido sintetizada e patenteada por Lescher e

colaboradores em 1962."

i
5 4 _COOH
T
7 — 2
H,c” N7 N7
8 1
H3C)

Figura 1. Estrutura do acido nalidixico.

O primeiro composto com um atomo de fldor em posicdo C-6 foi a
flumequina, (Figura 2) patenteada em 1973, a qual apresentou importantes
indicacbes de que esta classe poderia ser utilizada no combate a infeccbes

bacterianas®.

i
F\6/5\ 4\3/COOH
| I
7 2
Ng N/

Figura 2. Estrutura da flumequina.

No entanto, o grande avanco da quimioterapia antibacteriana das

fluorquinolonas ocorreu no final da década de 1970, quando a introducao de um
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atomo de flior em posicdo C-6 e um grupo piperazina em posicao C-7, conferiu
um amplo e potente espectro de atividade antimicrobiana, obtendo-se, assim, a
norfloxacina (Figura 3), patenteada em 1978, sendo a primeira fluorquinolona a
apresentar potente atividade bacteriana. *'®

i
P ;- COOH
| I
7 — 2
K\N/ ~g |}|/
HN\)
H3C)

Figura 3. Estrutura da norfloxacina.

Apoés a descoberta da atividade antibacteriana da norfloxacina, inGmeros
analogos foram sintetizados, identificando-se, assim, posicdes e grupos

farmacoféricos e toxicoféricos (Figura 4).

Grupo como NHy ou um dtomo de F
conferem atividade bioldgica C=S ou O conduzem a perda de atividade
l bioldgica.

Grupos como NO,, NH; e principalmente Importante para a atividade

um dtomo de F conferem atividade biols- biologica.
gica, \ Ry 0
Py
. - H
A3 S \“\\: - 1\“\. -~ coy
6 ‘ l/ ' H 3
. . . L / = S, 1_ 7 "
Grupos como piperazila, pirrolidinas substituidas g 7 "N~ -~ Atomos como C ou O conduzem a perda da atividade
ou nio, conferem atividade biolGgica / | biolGgica
R \__\ -

Grupos como ciclopropil,  terc=butil,
O dtomo de N confere atividade bioldgica etil, m-fluorhenzeno, 2.4-difluorbenzeno,
OCH;5, NCIH; conferem alividade biolégica

Atomos como H, Cl, F ou OMe conferem atividade
hioldgica.

Anel Quinolinico

Figura 4. Relagéo estrutura-atividade para as quinolonas (extraido da referéncia 1).

Varias substituicbes tém sido realizadas em diferentes posi¢cdes do anel
quinolénico, no entanto, as posic¢des criticas para a atividade biologica séo a C-6
(contendo um atomo de fltor), C-7 (contendo grupos piperazina e pirrolidinila) e
N-1 (contendo grupos etila, ciclopropila, ter-butila e arilas fluorados). Existem
também algumas fluorquinolonas que possuem modificacdes em posicées C-5

e/ou C-8 com potente atividade bactericida como, por exemplo, BMY-40062,8
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2 F
F. COzH COoH
| N
(\ N N
RN \) FIN
R=H - Ciproflaxacina R = CHj - Difloxacina Tosufloxacina
CHj - Danofloxacina H - Sarafloxacina
Et - Enrofloxacina

COH COzH F.

| | o
N N N Y\N N
/]< HaCN F R HN \% F %
BMY-40062 R =CH;CHj; - Perfloxacina CHg Sparfloxacina
CH;CH,F = Fleroxacina

COgH

COLH

Figura 5. Fluorquinolonas com atividade antibacteriana (extraido da referéncia 1).

2.2.

Classificagao das Fluorquinolonas

25

Um grande numero de fluorquinolonas ja foi sintetizado, sendo essas

classificadas em grupos ou geracbes seguindo, normalmente, a ordem

cronolégica das sinteses, pois o grau de eficacia e o espectro de atividade foram

sendo aprimorados e ampliados com o passar dos anos.

A classificacdo apresenta algumas variagbes entre autores, sendo

apresentada na Tabela 1 as principais fluorquinolonas de cada geracdo e as

respectivas indicacdes clinicas. °
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Tabela 1. Principais fluorquinolonas de cada geracdo e cada indicacao clinica.

Geracéo Fluorquinolona Indicac@es clinicas
o Acido nalidixico ~ o
Primeira ) ] Infecc¢des no trato urinario

Cinoxacina

) Infec¢des no trato urinario, infeccdes
Norfloxacina o . ) o
) ) respiratorias, infecgbes gastro-intestinais,
Ciprofloxacina . o
. inflamacéo nos rins, infeccdes
Segunda Ofloxacina . o
] ginecologicas, doencas sexualmente
Levofloxacina o . ) .
i transmissiveis, prostatites, infec¢cdes
Pefloxacina
oculares e na pele

i Esparfloxacina ) ) .
Terceira _ _ Pneumonia e bronquite crénica
Gatifloxacina

Moxifloxacina o )
Quarta T i _ Todas as indicacdes anteriores
rovafloxacina

2.3.
Mecanismo de Acao

As fluorquinolonas podem combater as infec¢des bacterianas, ja que séo
capazes de inibir a DNA girase, uma enzima essencial envolvida na replicagéo,
transcricéo e reparacdo do DNA bacteriano.™

Nas bactérias, uma enzima usada para manipular o DNA ¢é a
topoisomerase do tipo Il (DNA-girase), que converte a hélice numa forma super-
helicoidal negativa para preparar a separacdo dos filamentos. A forma priméria
desta enzima existe como um tetramero, composto de duas subunidades A e
duas subunidades B, codificadas como gyrA e gyrB, respectivamente. Ambas as
subunidades contém uma regido especifica que liga a enzima ao DNA, como
pode ser observado na Figura 6 (a). As fluorquinolonas capturam a enzima DNA-
girase do cromossomo bacteriano, criando um complexo medicamento-enzima-
DNA com rupturas num anico filamento, o que impede a passagem continua do
DNA pelo mecanismo de replicacao, Figura 6 (b). Neste estagio, a acdo do
farmaco é reversivel. Entretanto, na presenca de acdes medicamentosas mais

altas, aparecem rupturas nos dois filamentos e a bactéria morre.™*
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(b)
Figura 6. llustracdo do modo de ligacdo da FQ a DNA-girase. (a) Representacdo de
guatro moléculas de fluorquinolonas (retangulos) numa cavidade do DNA anexado a
DNA-girase. (b) Representacdo da ligacdo de quatro moléculas de fluorquinolonas

através de ligacOes de hidrogénio a parte interna do DNA. 1
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2.4.

Mecanismo de Resisténcia

A bactéria pode resistir & acdo das quinolonas de diversas maneiras,
dependendo do medicamento e do organismo. No caso dos agentes mais
recentes, parece necessario mais de um mecanismo para o desenvolvimento de
resisténcia clinicamente significativa.

Um mecanismo comum de resisténcia ao farmaco é a modificacdo do alvo
do medicamento. A mutacdo do gene gyrA pode tornar a subunidade A da DNA
girase impropria para a ligacéo ao farmaco.*

AlteragBes ou caracteristicas naturais da superficie bacteriana que
reduzam a penetracdo ou que causem o efluxo rédpido do farmaco constituem
outro mecanismo importante de resisténcia.

ApOs o uso do &cido nalidixico em 1962, houve um rapido desenvolvimento
de resisténcia deste composto pelas bactérias. Os fatores que predisporiam esta
resisténcia incluem a terapia com concentragées subinibitérias da droga, terapia

prolongada, uso inapropriado de antibiéticos e interrupgéo do tratamento.**
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3

Complexacgéo de fluorquinolonas a metais

Muitas drogas possuem propriedades farmacoldgicas e toxicolégicas
diferentes quando administradas na forma de complexos metélicos.
Provavelmente, o cétion mundialmente mais estudado sobre este assunto € o
cobre(ll), uma vez que € um candidato de baixo peso molecular, os seus
complexos tém sido provados benéficos contra varias doencas, tais como a
tuberculose, artrite, Glceras géstricas e canceres. '°''® Tem havido um
enorme crescimento de drogas a partir da familia de quinolona, que se iniciou
com a descoberta do acido nalidixico. Desde entdo, o crescimento exponencial
desta familia tem produzido mais de dez mil analogos. *°

Antibioticos quinoldnicos podem participar na formacdo de complexos,
coordenando-se de varios modos.?® % 2% .24 Ng caso das drogas isoladas, em
meio acido, estdo individualmente e/ou duplamente protonadas, sendo
incapazes de se ligarem aos ions metalicos e, nestes casos, s6 existem
interacdes eletrostaticas entre o farmaco e os ions metéalicos.” % Quando estdo
em meio neutro, as quinolonas encontram-se no estado zwiteribnico e sdo
capazes de formar complexos bidentados.? 2> As quinolonas também podem
atuar como ligantes em ponte e assim sdo capazes de formar complexos
polinucleares. 2% ?°

Sabe-se que a complexacdo com metais pode levar a uma significativa
reducdo da resisténcia celular e a um aumento da atividade das fluorquinolonas,
provavelmente devido a um aumento da lipofilia, que leva a uma maior
acumulacdo intracelular. Véarios estudos sobre a interagcdo entre as

fluorquinolonas e cations metéalicos vém sendo relatados na literatura.

3.1
Ouro(lll)

Drogas contendo ouro tém demonstrado eficacia no tratamento de artrite
reumatéide e asma brénquica. Apesar dos 70 anos de uso clinico, os seus
mecanismos de acdo ainda sdo mal compreendidos. Isto resulta, em parte,
porque o ouro é amplamente dispersado pelo corpo. Ao longo dos anos, muitos

diferentes mecanismos de acao tém sido propostos. Dois que estdo recebendo a
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devida atencdo sdo a formacdo de Aurocianida, o que aponta determinadas
células imunolédgicas envolvidas na resposta inflamatéria e o mecanismo da
geracdo de ouro (lll) in vivo. Estes tém sido descritos por Graham et al.”® e
Gleichmann et al.*"%,

Apesar da falta de um mecanismo terapéutico amplamente aceito, a
guimica bioinorgéanica do ouro foi definida pela investigagdo de um numero de
laboratérios de quimica e farmécia. As transformac¢des dos complexos de ouro,
as quais ocorrem in vivo, foram delineadas e metabdlitos identificados e
estudados. Continuando a investigacdo dos metabdlitos e a sua capacidade para
influenciar processos biolégicos irdo ajudar a testar o ouro (lll) e a hipétese da
Aurocianida.

Desde o inicio desta pesquisa até o presente momento, apenas um artigo
envolvendo um antibiético do grupo das fluorquinolonas e ouro(lll) foi
encontrado. ?° Neste trabalho, do ano de 2007, é proposta uma estrutura onde
dois ligantes (norfloxacina) estdo ligados ao ouro de modo monodentado,

através dos nitrogénios da piperazina, como pode ser observado na Figura 7.

e

KauClh
‘\&wl\!m, /HL O
_
0. =9

'\T/

| 0

//(W/E‘“

Figura 7. Estrutura do complexo [Au(NOR),(H,0),]Cls. *°
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3.2.
Cobre(ll)

O estudo de complexos ternarios de ions metélicos e dois diferentes tipos
de ligantes € um topico de interesse, devido a sua presenga em sistemas
biolégicos. Em particular, complexos de cobre (Il) sdo conhecidos por ter um
importante papel, tanto em sistemas naturais biolégicos, quanto como agentes
farmacolégicos. ¥

O papel biolégico do cobre(l)** e sua atividade sinergética com drogas
tém sido o sujeito de grande nimero de pesquisas e estudos. % As propriedades
antifingicas e antibacterianas de muitos complexos de cobre(ll) tém sido
aprimoradas contra muitos fungos e bactérias patogénicos. ¥ **

Complexos de cobre(ll) com drogas sdo muito mais ativos na presenca
de um ligante heterogéneo ciclico com nitrogénio como atomo doador, tais como
2,2’ bipiridina, 1,10-fenantrolina, 2,2’-dipiridilamina. % %

Até o momento, muitas pesquisas ja foram desenvolvidas utilizando o sal
dicloro (1,10-fenantrolina) de cobre(ll), porém com ligantes e rotas de sintese

diferentes dos realizados neste trabalho. 7 38 39 40. 41. 42

3.3.
Bismuto(lll)

No ano 1984, a bactéria Helicobacter pylori (H. pylori) foi descoberta. *®
Essa bactéria vive sob a mucosa gastrica protegida por muco gastrico.
Atualmente, a H. pylori tem sido aceita como agente de 90% das Ulceras
gastricas e duodenais. Tratamentos utilizando como Unico agente de terapias
com diversos compostos, 0 bismuto, com eritromicina, fluoroquinolonas e
doxiciclina ndo foram bem sucedidos. ** * “® As possiveis razdes podem ser o
efeito do pH variando sobre estes antibidticos e o desenvolvimento da
resisténcia em estirpes de H. pylori. Mesmo se a erradicacdo desta bactéria for
bem sucedida, como por exemplo, com amoxicilina e sais de bismuto, uma
recaida é sempre comum. Resultados melhores e mais duradouros foram
alcancados com a terapia dupla e tripla. * A combinacdo de uma droga anti-
Ulcera e dois antibiéticos pode ter um efeito aditivo e também diminuir a

aquisicdo de resisténcia microbiana. *® O uso de sais de bismuto em tais
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combinacfes parece vantajoso: a atividade antibacteriana e efeito citoprotetores
sugeridos estimulam a sintese endégena de prostaglandinas. ***°

Sem duvida, o bismuto e seus compostos tém aplicacdes medicinais®® no
tratamento de uma variedade de distarbios gastrointestinais, incluindo Ulceras

52

duodenais e gastricas, dispepsia, diarréia e colite® e tém um efeito

53, 54, 55 pra.

antibacteriano direto sobre a gastrite crénica e Ulcera péptica
tratamento com complexos de bismuto impedem efeitos colaterais toxicos de
drogas anticancerigenas, como a cisplatina, sem comprometer a sua atividade
antitumoral. *°

Por todos estes motivos, os sais de bismuto tornaram-se candidatos
atraentes para pesquisas em novas sinteses, pois une seu efeito antibacteriano
com as propriedades das fluorquinolonas escolhidas neste trabalho.

Trabalhos com bismuto e fluorquinolonas ja foram realizados, porém com
metodologias diferentes. *” % Turel*® relata a sintese em meio &cido, para que as
fluorquinolonas interajam apenas ionicamente com o metal, resultando em um
composto final mais soluvel e assim possa alcangcar um melhor resultado na

eficacia do tratamento.
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4

Sinteses dos Complexos

As fluorquinolonas levofloxacina, norfloxacina e esparfloxacina utilizadas
nas sinteses deste trabalho sdo de procedéncia Sigma. Os sais cloreto de
ouro(liNtrihidratado, dicloro(1,10-fenatrolina)cobre(ll) e cloreto de bismuto(lll) sdo
de procedéncia Sigma-Aldrich. Os solventes utilizados nas sinteses séo de
procedéncia Merck, Vetec ou Synth.

4.1.
Sinteses dos Complexos de Au(lll) de Levofloxacina, Norfloxacina e

Esparfloxacina

Os complexos de Au(lll) foram obtidos dissolvendo-se 0,25 mmol dos
ligantes levofloxacina (LEVO), norfloxacina (NOR) ou esparfloxacina (ESPAR),
em aproximadamente 40 mL de metanol. Ap6s a dissolucdo dos ligantes,
adicionou-se 0,25 mmol de HAuUCI,, previamente dissolvido em metanol. A
mistura permaneceu sob refluxo e agitagdo por aproximadamente 24 horas. Os
precipitados formados foram filtrados a vacuo e secos. Trés novos complexos
foram obtidos: [AuCI,(LEVO)]CI (1), [AuCIl,(NOR)]CI (2), [AuCIL,(ESPAR)]CI (3).

Os complexos foram caracterizados por seus pontos de fusdo, medidas de
condutividade, analise elementar, espectros na regidao média do infravermelho,
ressonancia magnética nuclear de hidrogénio e carbono (RMN 'H e **C),
fluorescéncia estacionaria e resolvida no tempo. A Tabela 2 apresenta cor e
rendimento da reacdo para o0s complexos de Au(lll) de levofloxacina,
norfloxacina e esparfloxacina. As Figuras 8, 9 e 10 mostram as equacdes de

obtengéo dos complexos.

Tabela 2. Cor e rendimento da reacdo para os complexos de Au(lll) de

levofloxacina, norfloxacina e esparfloxacina.

Composto Rendimento (%) Cor
[AuCIy(LEVO)]CIH,0 (1) 97 Bege escuro
[AuCI,(NOR)]CIH,O (2) 91 Marrom claro

[AuCIx(ESPAR)] 'H,0 (3) 74 Marrom escuro
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Cl + HCI

Figura 8. Equacao de obtencéo do complexo de Au(lll) de levofloxacina (LEVO).

CHj

+ HAuCl, —

OH

Cl

+ HCI

Figura 9. Equacgéo de obtengédo do complexo de Au(lll) de norfloxacina (NOR).

CHy

HN)\
A

H,C
F

NH,

Y
+HAuCly —>
OH
.

Xy

Cl + HCI

Figura 10. Equacéo de obtencao do complexo de Au(lll) de esparfloxacina (ESPAR).
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4.2.
Sintese de complexos de Cu(ll) de levofloxacina, norfloxacina e
esparfloxacina contendo 1,10-fenantrolina

Os complexos de Cu(ll) foram obtidos dissolvendo-se 0,31 mmol dos
ligantes levofloxacina (LEVO), norfloxacina (NOR) ou esparfloxacina (ESPAR),
em aproximadamente 40 mL de acetona, com excec¢do da levofloxacina que foi
solubilizada em metanol. Apdés a dissolucdo dos ligantes, 0,31 mmol de
dicloro(1,10-fenatrolina)cobre(ll), CuCly(fen), foram adicionados, previamente
dissolvidos em metanol. A mistura permaneceu sob refluxo e agitacdo por
aproximadamente 24 horas. Os precipitados formados foram filtrados a vacuo,
lavados com éter etilico e secos. Trés novos complexos foram obtidos:
[CuCl,(fen)(LEVO)]'3H,0 (4), [CuCl,(fen)(NOR)]3H,0 (5) e
[CuCl,(fen)(ESPAR)]'3H,0 (6).

Os complexos foram caracterizados por seus pontos de fusdo, medidas de
condutividade, andlise elementar, espectros na regido do infravermelho e
ressonancia paramagnética eletrénica. A Tabela 3 apresenta cor e rendimento
para os complexos de Cobre (ll) - fenantrolina de LEVO, NOR e ESPAR. As
Figuras 11, 12 e 13 mostram as equag¢des de obtencéo dos complexos.

Tabela 3. Cor e rendimento da reacdo para os complexos de Cu(ll) - fenantrolina
de LEVO, NOR e ESPAR.

Composto Rendimento (%) Cor
[CuCl,(fen)(LEVO)]'3H,0 (4) 76 Verde
[CUCl,(fen)(NOR)]'3H,O (5) 72 Verde

[CuCl,(fen)(ESPAR)]'3H,0 (6) 85 Verde
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Figura 11. Equacdo de obtencdo do complexo de Cu(ll) de levofloxacina (LEVO)

contendo 1,10-fenantrolina.

Figura 12. Equacdo de obtencdo do complexo de Cobre (ll) de norfloxacina (NOR)

contendo 1,10-fenantrolina.

Figura 13. Equacao de obtencdo do complexo de Cobre (II) de esparfloxacina (ESPAR)

contendo 1,10-fenantrolina.
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4.3.
Sintese dos complexos de Bi(lll) de levofloxacina, norfloxacina e

esparfloxacina

Os complexos de Bi(lll) foram obtidos dissolvendo-se 0,31 mmol dos
ligantes levofloxacina (LEVO), norfloxacina (NOR) ou esparfloxacina (ESPAR),
em aproximadamente 40 mL de acetona. Apds a dissolucdo dos ligantes, 0,31
mmol de cloreto de bismuto(lll), BiCl;, foram adicionados, previamente
dissolvidos em etanol. A mistura permaneceu sob refluxo e agitacdo por
aproximadamente 12 horas. Os precipitados formados foram filtrados a vacuo e
secos. Trés novos complexos foram obtidos: [BiCls(LEVO)], (7), [BICls3(NOR)],
(8) e [BICI3(ESPAR)], (9).

Os complexos foram caracterizados por seus pontos de fusdo, medidas de
condutividade, andlise elementar, espectros na regido do infravermelho e
ressonancia magnética nuclear. A Tabela 4 apresenta cor e rendimento da
reacdo para os complexos de Bi(lll) de levofloxacina, norfloxacina e
esparfloxacina. As Figuras 14, 15 e 16 mostram as equacfes de obtencdo dos

complexos.

Tabela 4. Cor e rendimento da reagdo para os complexos de Bi(lll) de LEVO,
NOR e ESPAR.

Composto Rendimento (%) Cor
[BiCl3(LEVO)], (7) 70 Branco
[BiCI3(NOR)], (8) 76 Branco

[BiCl3(ESPAR)], (9) 67 Amarelo
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Figura 14. Equacéo de obtencdo do complexo de Bi(lll) de levofloxacina (LEVO).
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Figura 15. Equacéo de obtencdo do complexo de Bi(lll) de norfloxacina (NOR).
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Figura 16. Equacéo de obtencdo do complexo de Bi(lll) de esparfloxacina (ESPAR).
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5

Caracterizacdes fisico-quimicas dos complexos

As técnicas analiticas relacionadas a seguir foram utilizadas para

caracterizar 0s novos complexos.

5.1.

Analise elementar

Utilizou-se um Analisador Elementar (CHNS-O), modelo EA 1110, da CE
Instruments. As amostras foram pesadas (2 — 2,5 mg) em balanca analitica com
precisdo de 10™ g em cépsulas de estanho. Os elementos carbono, hidrogénio e
nitrogénio foram analisados simultaneamente, mediante curva de calibragéo
obtida com padrbes secos e de alta pureza, com tempo de queima de 600
segundos, sob temperatura de 1000° C e fluxo de gas hélio. As analises foram
realizadas em duplicatas. Em cada andlise obtiveram-se os valores percentuais

de carbono, hidrogénio e nitrogénio presente em cada composto.

5.2.

Espectroscopia naregido do Infravermelho

Utilizou-se um espectrébmetro de absor¢do na regido do infravermelho,
modelo 2000 Ft-IR da Perkin Elmer, coletando os dados em intervalos de 0,5
cm™. Foram preparadas pastihas de brometo de potassio (KBr) com as
amostras a serem analisadas.

Através dos deslocamentos observados nas bandas dos compostos
formados, em comparagdo com as dos materiais de partida, pode-se verificar
gque havia realmente ocorrido a formacgédo dos complexos. Os resultados obtidos
com as demais técnicas, associados as informacdes fornecidas pelas bandas de
infravermelho, permitiram a proposta de algumas estruturas para os complexos

formados.
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5.3.

Espectroscopia Raman

A andlise dos complexos por espectroscopia Raman foi realizada num
equipamento Perkin Elmer, modelo Raman Station 400. Os espectros foram
coletados com laser monocromético, comprimento de onda de 875 nm, poténcia
de 65 mW, intensidade de 100%, namero de scans igual a 36 e resolucéo de 8

cm™, faixa de numero de onda: 3600 — 30 cm ™.

5.4.
Medidas de Condutividade

As medidas de condutividade foram efetuadas utilizando-se um aparelho
da Tecnopon, modelo mCA-150, a temperatura ambiente. As solucbes dos
comlexos formados foram preparadas nos respectivos solventes, na
concentracéo de 1,0 x 102 mol L™,

Os resultados forneceram informagfes que permitiram verificar se as
estruturas dos complexos formados eram neutras ou tratava-se de moléculas

com presenga de contra-ions, mantendo o equilibrio de cargas.

5.5.

Ressonancia Paramagnética Eletrénica

Os espectros de ressonancia paramagnética eletrénica (RPE) foram
obtidos no Centro Brasileiro de Pesquisas Fisicas (CBPF) em colaboracdo com a
Profa. Eliane Wajnberg. Utilizou-se um espectrébmetro da Bruker ESP300E,
com frequéncia de modulagdo de 100 kHz operando em 1,1 mT. As amostras, no
estado solido e em solugédo congelada, foram medidas utilizando-se tubos de

quartzo de didmetro interno de 3 mm, em temperatura de nitrogénio liquido.

5.6.

Ressonancia Magnética Nuclear

Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear de hidrogénio (*H) e
carbono (**C) foram obtidos no Departamento de Quimica da UFRJ, em

colaboracdo com a Prof. Rosane San Gil, utilizando-se os espectrémetros
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Brucker DPX-200 (200 MHz) e Brucker DRX-400 Avance (400 MHz) e

tetrametilsilano (TMS 6 = 0) como referéncia interna.

5.7.
Espectroscopia de absorcdo UV-Vis, fluorescéncia estacionaria e

resolvida no tempo

Os estudos de luminescéncia foram realizados com a Profa. Sénia R.
Louro, Departamento de Fisica da PUC-Rio.

No primeiro passo da pesquisa, em parceria com um mebro de nossa
equipe, Fabricio Casarejos Lopes, a norfloxacina livre e seu complexo de Au(lll)
de norfloxacina foram estudados a partir da fluorescéncia estacionaria e
fluorescéncia resolvida no tempo. Os tempos de vida e as constantes de
ionizacdo foram determinados. Foi estudado e discutido também como as
propriedades espectrais de fluorescéncia se alteram em func¢do da variacdo do
pH. Expressdes para os fatores pré-exponenciais e as intensidades associadas
aos tempos de vida de fluorescéncia em fungdo do pH, para obtencdo da
constante equilibrio da transi¢&o acido-base foi desenvolvida. A mesma pesquisa
foi realizada com a levofloxacina livre e seu complexo de Au(lll), sendo o
segundo passo da pesquisa. A esparfloxacina tem fluorescéncia desprezivel e,
portanto, estudos de fluorescéncia ndo foram realizados. A metodologia das
andlises, a descricdo dos equipamentos bem como andlises dos resultados
prévios e os cdlculos das constantes foram descritos didadicamente nesta fase
inicial de trabalho. ®® Em paralelo, um estudo de caracterizagéo das propriedades
fotofisicas da norfloxacina foi realizado em diversos solventes, buscando
relacionar as variagfes destas aos efeitos gerais e especificos de cada solvente
através de metodologia ja existente na literatura por outro membro da nossa
equipe, Luis S. Goes Filho. **

A utilizacédo do fluorimetro resolvido no tempo no Departamento de Fisica
da PUC-Rio foi inaugurada com estas parcerias.

A partir da compreensao destes resultados, avancamos para o0 segundo
passo da pesquisa, desenvolvido neste trabalho, com o estudo de complexacao
do Au(lll) a norfloxacina. Para tal, as solu¢des cationica, zwitteribnica e anibnica
da NOR, em pH de 4,0, 7,5 e 10,6, respectivamente, foram preparadas e

tituladas com &cido cloroaurico (lll), HAuCl, em diferentes concentragbes. Os
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espectros de absorcdo no UV-visivel, emissdo de fluorescéncia em estado
estacionario e decaimentos da fluorescéncia foram medidos. ®
A complexacado do Cu(ll)fen a norfloxacina também foi realizado a partir da

supresséo da fluorescéncia. *


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 0812617/CB


PUC-RIo - Certificacdo Digital N° 0812617/CB

44

6

Testes de Atividade dos Complexos

6.1.

Toxicidade frente a Artemia sp.

Os testes de toxicidade frente a Artemia sp. foram realizados no
Laboratério de Estudos Ambientais (LEA) do Departamento de Quimica da PUC-
Rio, em colaboracdo com a Profa. Roberta L. Ziolli. Foram testadas as
fluorquinolonas Nor, Levo e Espar e seus complexos metalicos de cobre(ll)-
fenantrolina. Esse teste permite fazer uma boa correlacdo com a atividade
citotoxica em alguns tumores humanos sdlidos, levando a descoberta dos
Annonaceous acetogenins (acetogeninas anonacias) como nova classe de
agentes antitumorais ativos. Valores de EDs, encontrados para citotoxicidade,
em geral, eram 1/10 dos valores de LCs, encontrados nos testes realizados com
Artemia sp., sugerindo que tal teste pode ser utilizado como uma primeira
anélise do potencial citotoxico de novos compostos. *

A metodologia utilizada para os ensaios de toxicidade utilizando Artemia
sp. foi baseada em Meyer e colaboradores®, Nascimento e colaboradores® e
nas normas da CETESB-SP?’.

6.2.

Atividade antibacteriana

Foram realizados testes de atividade de inibicAo do crescimento de
Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa sensiveis as
fluorquinolonas, in vitro, para a levofloxacina, norfloxacina e a esparfloxacina e
de seus complexos de Bi(lll). Os testes foram realizados no Departamento de
Quimica da UFMG, em colaboragdo com a Profa. Heloisa Beraldo. Os testes
foram feitos de acordo com as normas do Clinical and Laboratory Standards
Institute/NCCLS. *°

Previamente, os microorganismos foram cultivados em tubos de ensaio
contendo o meio apropriado para o seu crescimento (Agar Muller-Hinton), por um

periodo de 16 - 18 horas, a uma temperatura de incubacao de 35 + 2 °C.
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Em seguida, os microrganismos tiveram suas concentracbes medidas
através da escala de Mc. Farland, utilizando um espectrofotdmetro para ajuste
das Unidades Formadoras de Colénia (UFC). De acordo com esta escala
guando a absorvancia, em dois comprimentos de onda fixos (A = 530 e 625 nm),
esta entre 0,08 e 0,1, podemos afirmar que temos 10° UFC. ®®

O caldo de Mueller-Hinton foi utilizado como meio de primeira escolha para
os testes de sensibilidade destes microrganismos de crescimento rapido. Este
caldo apresenta uma boa reprodutibilidade entre lotes nos testes de
sensibilidade, possui baixos teores de inibidores de sulfonamida, trimetoprim e
tetraciclina e produz crescimento satisfatério da maioria dos patdégenos. Além
disso, hd um grande acervo de dados e experiéncias sobre testes realizados
com esse meio.

As massas apropriadas de cada composto foram pesadas, sendo
dissolvidos em 3,0 mL de DMSO. A partir desta solugédo foram obtidas solugbes
de concentragdes entre 0,10 pg mL™ a 100 pg mL™, mediante diluicdo com caldo
a um volume final de 2,0 mL em cada tubo. As solu¢cbes dos compostos foram
testadas, em triplicata, em séries de 10 diluicbes para cada um.

Para os ligantes, apenas uma série com 10 dilui¢cdes foi realizada uma vez
que o NCCLS® ja disponibiliza as concentragdes minimas inibitérias de
referéncia.

Seguidamente, os microrganismos foram colocados nas diferentes
solugBes de cada composto e nos controles e colocados na estufa, sendo
incubados a 37 °C em ar ambiente por um periodo de 12 horas. Verificou-se a
inibicdo do crescimento das colénias dos microorganismos pela turvacdo das
solucdes contidas nos tubos. A inibicdo foi entdo medida através do tubo de
maior concentragdo anterior ao qual houve turvagédo e comparado aos tubos dos

ligantes que foram usados como controles.

6.3.

Testes de atividade anti-T.cruzi

Os ensaios de toxicidade frente a T-cruzi, foram realizados no Laboratdrio
de Biologia Celular da FIOCRUZ, em colaboragdo com a Profa. Maria de
Nazaré Correia Soeiro. Os testes in vitro objetivaram verificar a agdo das
fluorquinolonas e seus complexos sobre as formas evolutivas relevantes para a

infeccdo humana (formas tripomastigotas sanguineas e amastigotas
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intracelulares da cepa Y). A metodologia dos testes, bem como todos os
materiais utilizados na preparacdo e obtencdo das solucdes estoque dos
complexos, formas tripomastigotas dos parasitas, ensaios sobre as células
mamarias e de toxicidade podem ser encontrados no trabalho j& publicado por
nosso grupo de pesquisa. ®

6.4.

Toxicidade frente a algumas linhagens tumorais

Os ensaios de atividade antitumoral foram realizados, em colaboracao,
com a Profa. Elisangela de Paula Silveira Lacerda do Instituto de Ciéncias
Biolégicas da Universidade Federal de Goias. Para o0s ensaios de citotoxicidade
foram utilizadas as linhagens tumorais estabelecidas A20 (Linfoma murino),
B16-F10 (Melanoma murino), K562 (Leucemia miel6ide humana) e como células
normais (controle), utilizou a linhagem estabelecida MCR-5 (fibroblasto de
pulméo humano) e L919 (Fibroblasto de pulm&o murino).

Maiores informagfes sobre os materiais e métodos deste ensaio, tais
como: linhagens celulares e manutengao do cultivo celular; ensaio de viabilidade
celular por ensaio de MTT,; citometria de fluxo: avaliagdo das fases do ciclo
celular e eletroforese em gel de agarose e andlise estatistica podem ser

encontradas de forma detalhada no artigo ja publicado. *°
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7
Complexos de Au(lll) de antibidticos da classe das
fluorquinolonas: sinteses, estudos espectroscopicos e

testes de atividade citotoxica

Nesse capitulo, inicialmente, descrevemos as caracterizagfes feitas para
os trés novos complexos de ouro(lll) contendo levofloxacina (LEVO),
norfloxacina (NOR) ou esparfloxacina (ESPAR) obtidos no presente trabalho. Em
seguida, sdo relatados os resultados de estudos de absorcao 6tica, fluorescéncia
estacionaria e fluorescéncia resolvida no tempo para a norfloxacina e seu

complexo de Au(lll).

7.1.

Dados de microanalises e condutividade

Os dados de microandlises, sugerem que em todos os complexos a
relacdo metal:ligante é de 1:1 e que na estrutura ha trés atomos de cloro. As
medidas de condutividade em dimetilformamida (DMF) indicam que os
complexos obtidos sdo eletrdlitos 1:1. Portanto, podemos sugerir que 0S
complexos sao do tipo [AuClI,(L)]CI, onde L representa o ligante levofloxacina
(LEVO), norfloxacina (NOR) ou esparfloxacina (ESPAR) coordenado de forma
neutra ao ouro. Os dados de microanalises, de condutividade e faixa de

decomposicdo séo listados na Tabela 5.

Tabela 5. Dados de microanalises (valores calculados entre parénteses),
condutividade (A, uS cm™) e faixa de decomposicdo (° C) para os complexos de

Au(lll) de levofloxacina, norfloxacina e esparfloxacina.

Faixa de
%C %H %N A*x decomposicéo

(0

[AUCL(LEVO)ICIH,O 3105 (31,6) 2,95(3,2) 596(6,1) 89 190 - 210
[AUCI,(NOR)]CI'H,O 29,02 (30,0) 3,14 (3,1) 6,16 (6,5) 102 150 — 200
[AUCL,(ESPAR)ICIH.O 3099 (31,9) 3,07(3,3) 7,51(7,8) 94 330*

*Condutividade (1 x 10”° mol L™) medida em DMF; **N&o foi observada mudanca na cor

pois 0 complexo é muito escuro.
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7.2

Espectroscopia naregido do infravermelho

Nos espectros de infravermelho das fluorquinolonas livres, as bandas
observadas na regido entre 1719 e 1731 cm™, foram atribuidas ao estiramento
do &cido carboxilico livre. > ™ Essa banda ndo foi significativamente deslocada
nos espectros dos complexos, indicando que o acido carboxilico ndo deve estar
coordenado ao Au(lll). O modo vibracional v(C=0), observado entre 1616 e 1634

1

cm®, no espectro das fluorquinolonas livres™ ™

também ndo foi deslocado
significativamente nos espectros de seus respectivos complexos de ouro,
indicando que esse grupo também néo estaria participando da coordenacao.

A Tabela 6 lista as atribuicbes das principais bandas do espectro de
infravermelho das fluorquinolonas e de seus complexos de Au(lll) e as Figuras
17, 18 e 19 mostram 0s espectros obtidos.

Tabela 6. Principais bandas do espectro de infravermelho das fluorquinolonas e
de seus complexos de Au(lll).

Compostos v(COOH) v(C=0)
Levofloxacina 1727 F 1620 F
[AuCl,(LEVO)]CIH,0 1693 F 1618 F
Norfloxacina 1731 F 1616 F
[AuCI,(NOR)]CIH,0 1705F 1624 F
Esparfloxacina 1719F 1634 F
[AuCIl,(ESPAR)]CIH,0 1676 F 1624 F

Legenda: F: forte; m: média; f: fraca.
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Figura 17. Espectros de IV (a) da levofloxacina e (b) de seu complexo de Au(lll). Os

circulos vermelhos destacam o estiramento v(COOH).
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Figura 18. Espectros de IV (a) da norfloxacina e (b) de seu complexo de Au(lll).
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Figura 19. Espectros de IV (a) da esparfloxacina e (b) de seu complexo de Au(lll).

Usualmente, as fluorquinolonas coordenam-se aos ions metdlicos, de
modo bidentado, através da carbonila do acido carboxilico e da carbonila
cetdnica. **** Outros membros de nosso grupo obtiveram complexos de Mn(ll) e
Co(ll) de norfloxacina e esparfloxacina, do tipo [MCIy(NOR)(H,0),] e
[MCI,(ESPAR)(H20),], nos quais M = Mn(ll) ou Co(l) e NOR e ESPAR

representam os ligantes norfloxacina e esparfloxacina coordenados aos ions
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metéalicos de forma neutra. "> Nesses casos, a auséncia da banda atribuida ao
estiramento v(COOH) nos espectros de infravermelho dos complexos, indica
qgque as fluorquinolonas estdo coordenadas aos ions metalicos de modo
bidentado através do grupo carboxilato e da carbonila cetdnica. "* "* A Figura 20
mostra, como exemplo, os espectros de infravermelho da norfloxacina e de seu
complexo de Mn(ll). No entanto, no presente trabalho, tudo indica que a
coordenagcdo das fluorquinolonas ao Au(lll) deu-se de outro modo,

possivelmente através dos nitrogénios do anel piperazina.

T T T T T T T T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Figura 20. Espectros de IV da norfloxacina (—) e do complexo [MnCIl,(NOR)(H,0),] (—).

O circulo vermelho destaca o estiramento v(COOH) em 1732 cm™. *

7.3.
Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio e Carbono (RMN de
'He ¥C)

Na Tabela 7 estdo listados os sinais dos espectros de RMN de 'H e *C e
atribuicdes para a levofloxacina e seu complexo de Au(lll). Todas as atribuicbes
foram confirmadas através de simulacdo dos espectros, utilizando o programa
ACD/Labs NMR Predictors, dados ndo mostrados.
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Tabela 7. Sinais dos espectros de RMN de 'H e *C para a levofloxacina e seu

complexo de Au(lll) (DMSO-d®).

0 O
F 9 11 g23
No TN 0/ \12/ \OH
I | Il 26
16 TN 5 18
A
N 20 o3
Hoe” 197 27 NCH,
25 14
8 )
Tipo Tipo
Levofloxacina | [AuClz(LEVO)]CI Levofloxacina | [AuClx(LEVO)]CI
DeH DeC
H2 4,35(d) 4,41 (d) C2 68,61 68,29
H2 4,58 (d) 4,61 (d) C3 55,38 55,38
H3 4,91 (q) 4,94 (q) C5 125,36 124,69
H9 7,53 (d*) 7,59 (d*) C6 140,69 140,67
H13 8,94 (s) 8,98 (s) C7 132,64 130,28
H14 1,45 (d) 1,47 (t) C8 156,03 155,32
H17,H19
~2,45 (m) ~3,2 (M) C9 103,85 103,20
H16,H20
H17,H19
~3,3 (m) ~3,5 (M) C10 120,16 120,65
H16,H20
H25 2,22 (s) 2,88 (s) Cl1=0 176,93 176,32
H26 ~15 (s) 10,1 (s) C12 107,21 106,83
C13 146,71 146,32
Cl4 18,48 17,92
C16,C20 55,85 53,98
C17,c19 50,63/50,71 47,53
C23=0 166,61 165,86
C25 46,62 42,42

(*)acoplamento do hidrogénio com o fltor (°J).

No espectro de RMN de 'H da levofloxacina livre, o sinal dos hidrogénios
do anel piperazina, H16,H20 e H17,H19, sdo observados em 62,45 e 63,3. O
singleto em 38,94 foi atribuido a H13. O dubleto em 7,53 foi atribuido a H9. O
dubleto em 61,45 a H14 e o quarteto em 64,91 a H3. Os sinais de COOH foram

atribuido em ~15ppm. No espectro do complexo de Au(lll), observa-se um

pequeno deslocamento dos hidrogénios do anel piperazina, H16,H20 e H17,H19,

com relacdo a levofloxacina livre.


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 0812617/CB


PUC-RIo - Certificacdo Digital N° 0812617/CB

54

No espectro de RMN de **C da levofloxacina livre, os carbonos do anel
piperazina C16,C17,C19 e C20 estao localizados na faixa entre 650,63 e 655,85.
Os sinais das carbonilas C11=0 e C23=0 sdo observados em 8176,93 e
8166,61, respectivamente, e o sinal de C7 em 8132,64. Pela complexacdo, 0s
sinais dos carbonos ligados aos nitrogénios (C16,C17,C19 e C20) deslocam-se
para menores frequéncias, com diferencas de aproximadamente 2 ppm, no caso
de C16,C20 e de 3 ppm para C17 e C19. Por outro lado, as carbonilas ceténica
(C11=0) e carboxilica (C23=0) nao sdo afetadas pela coordenacéo.

Esses resultados reforcam aqueles obtidos por infravermelho, de que as
carbonilas cetdnica e carboxilica ndo participam da coordenacao e sugerem que
a coordenacao do Au(lll) & levofloxacina ocorre pelos dois nitrogénios do grupo
piperazina.

Na Tabela 8 estdo listados os sinais dos espectros de RMN de 'H e **C e
atribuicdes para a norfloxacina e seu complexo de Au(lll). Todas as atribuicbes
foram confirmadas através de simulacdo dos espectros, utilizando o programa
ACD/Labs NMR Predictors, dados ndo mostrados.
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Tabela 8. Sinais dos espectros de RMN de *H e *C para a norfloxacina e seu
complexo de Au(lll) (DMSO-d®).

[
F 9 11 19
N X107 127 SoH
L A L
NN ~5 SN
| 1 1
HN 6 CH
a5 H3C/ 21
22
Tipo Tipo
Norfloxacina | [AuCly(NOR)]CI Norfloxacina | [AuClz(NOR)]CI
deH deC
50,71
H2,H6 2,89 333 C2,C6 46,47
' 50,80 46,56
H3,H5 3,22 3,54 C3,C5 45,35 42,70
HO 7,86(d)’ 7,91(d)’ c7 146,00 144,30
H13 8,92 (s) 8,93 (s) c8 152,88 152,68
H16 7,12 (d) 7,23 (d) C9 111,07 111,35
H21 4,57 () 4,60 (q) C10 118,95 119,93
H22 1,41 () 1,42 (1) C11=0 176,09 176,08
N-H4 C12 107,00 107,14
COOH C13 148,37 148,59
Ci15 137,20 137,05
Cile6 105,46 106,43
C19=0 166,11 165,97
c21 49,00 49,10
Cc22 14,29 14,46

*acoplamento do hidrogénio com o fltor (°J)

No espectro de RMN de 'H da norfloxacina livre o sinal dos hidrogénios
do anel piperazina, H2,H6 e H3,H5, sdo observados em 52,89 e 83,22,
respectivamente. Os dubletos em 67,86 e 67,12 foram atribuidos,
respectivamente, a H9 e H16. O singleto em 88,29 foi atribuido a H13, o tripleto
em 81,41 a H22 e o quarteto em 64,57 a H21. Os sinais de N-H4 e COOH néo
puderam ser atribuidos. No espectro do complexo de Au(lll) observa-se um
pequeno deslocamento dos hidrogénios do anel piperazina, H2,H6 e H3,H5, com
relacéo a norfloxacina livre.

No espectro de RMN de *3C da norfloxacina livre os carbonos do anel

piperazina C2,C3,C5 e C6 estdo localizados na faixa entre 645,35 e 650,80. Os
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sinais das carbonilas C11=0 e C19=0 sao observados em 5176,09 e 166,11,
respectivamente, e o sinal de C7 em 8146,00. Pela complexacao, os sinais dos
carbonos ligados aos nitrogénios (C2,C3,C5,C6 e C7) deslocam-se para
menores frequéncias, com diferencas de aproximadamente 2 ppm, no caso de
C3,C5 e C7 e de 3 ppm para C2 e C6. Por outro lado, as carbonilas cetbnica
(C11=0) e carboxilica (C19=0) nao sdo afetadas pela coordenacéo.

Esses resultados reforcam aqueles obtidos por infravermelho, de que as
carbonilas cetdnica e carboxilica ndo participam da coordenacao e sugerem que
a coordenacdo do Au(lll) a norfloxacina ocorre pelos dois nitrogénios do grupo
piperazina’®.

Na Tabela 9 estdo listados os sinais dos espectros de RMN de *H e *C e
atribuicdbes para a esparfloxacina e seu complexo de Au(lll). Todas as
atribuicdes foram confirmadas através de simulagdo dos espectros, utilizando o

programa ACD/Labs NMR Predictors, dados ndo mostrados.
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Tabela 9. Sinais dos espectros de RMN de *H e *C para a esparfloxacina e seu

complexo de Au(lll) (DMSO-d®).

NH, 0
209|) ul /||\22
N X107 120 oH
) s b
HsC 2 (O
1 i 14
| |1 F
HN\S P 24
4
| 26 25
CH,4
18
5 5
T' .
PO ) Tipo Esparfloxacina
Esparfloxacina | [AuCIl,(ESPAR)]CI . [AuCI,(ESPAR)]CI
H2,H6 2,69 (t) 3,16 (t) C2, C6 57,59 53,07(?)
2,83 (1) 3,5(m) 50,90 51,73 (?
H3,H5 3.23 (d) C3,C5 : 73 (?)
H4#|;|§O' 7,22 (s) ~7.3 (sinal largo) c7 136,36 135,75
128,26/128,3 130,28
H13 8,47 (s) 8,47(s) cs 8
H17,H18  0,96/0,99 (d) 1,24/1,27 (d) C9 ? 136,33 (?)

105,03/105,6

105,81/105,65

H24 4,0 (alarg.) 3,98 (alarg.) C10 4
?)
H25,H26 1,06(m) 1,11 (m) C11=0 165,67 165,30
C11=0 179,64
c12
C13 ?)
C15 132,53
140,83/141,7 137,09
C16 2
?)
C17,C18 19,20 15,56
C22=0 150,17 150,07
C24 N.OBS. 40,60
C25,C26  8,53/8,68 8,49/8,65

* Espectro com muito ruido (baixissima qualidade).

No espectro de RMN de 'H da esparfloxacina livre, os sinais dos
hidrogénios do anel piperazina, H2,H6 e H3,H5, sdo observados em 62,69, 52,83

e 63,23, respectivamente. O singleto em 68,47 foi atribuido a H13. O multipleto
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em 51,06 foi atribuido aos H25 e H26 e o alargamento em 64,00 a H24. Os sinais
de N-H4, N-H,20 e COOH foram atribuidos em §7,22.

No espectro do complexo de Au(lll) observa-se um pequeno deslocamento
dos hidrogénios do anel piperazina, H2,H6 e H3,H5 com relacdo a
esparfloxacina livre.

No espectro de RMN de *3C da esparfloxacina livre, os carbonos do anel
piperazina C2,C3,C5 e C6 estéo localizados na faixa entre 650,90 e 657,59. Os
sinais das carbonilas C11=0 e C22=0 s&o observados em 5165,67 e 5150,17,
respectivamente, e o sinal de C7 em 8136,36. Pela complexacao, os sinais dos
carbonos ligados aos nitrogénios (C2,C3,C5,C6 e C7) deslocam-se para
menores frequéncias, com diferencas de aproximadamente 1 ppm, no caso de
C3,C5 e C7 e de 4,5 ppm para C2 e C6. Por outro lado, as carbonilas cetbnica
(C11=0) e carboxilica (C22=0) nao sao afetadas pela coordenacéo.

Os resultados de RMN para os ligantes livres e seus complexos,
apresentados nas tabelas 7, 8 e 9 reforcam aqueles obtidos por infravermelho,
de que as carbonilas cetdnica e carboxilica ndo participam da coordenacgéo e
sugerem que a coordenacdo do Au(lll) & esparfloxacina ocorre pelos dois
nitrogénios do grupo piperazina, nos trés casos.

Por outro lado, esses resultados sdo doferentes daqueles obtidos por
Refat. ° Nos complexos obtidos neste trabalho, o ouro se coordena através dos
dois nitrogénios da piperazina a um Unico ligante, enquanto a pesquisa citada
mostra o ouro se coordenando a dois ligantes (NOR) através de um nitrogénio
da piperazina de cada norfloxacina, como pode ser observado na Figura 7. Esta
diferenca pode ser explicada pela diferengca nos sais de partida das sinteses,
utilizados em cada pesquisa. Enquanto neste trabalho optamos pelo HAuCl,; a

referéncia citada faz uso do sal KAuCl,.

7.4.

Titulagc&o da Norfloxacina com Au(lll)

As solucdes catibnica, zwitteribnica e anidnica de norfloxacina, pH de 4,0,
7,5 e 10,6, respectivamente, foram tituladas com cloreto de ouro(lll), HAuCl,. Os
espectros de absorcdo no UV-visivel, emissdo de fluorescéncia em estado

estacionario e decaimentos da fluorescéncia foram medidos.
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7.4.1.

Absorcao UV-vis da Titulagao da Norfloxacina com Au(lll)

A Figura 21 apresenta o espectro de absorcdo UV-Vis da NOR titulada
com diferentes concentragdes de HAuCl,. Na auséncia de ouro, o espectro tem
uma banda em 285 nm (regido |) e duas bandas parcialmente superpostas,
menos intensas, em 322-335 nm (regiao ). O espectro de HAuUCIl, é também
apresentado na Figura 21, representado pela linha pontilhada nos trés graficos.
Observa-se que o espectro de absorcdo resultante € muito semelhante a uma
superposicdo dos espectros da NOR e HAuUCI,, indicando que a absorcdo UV-
Vis da NOR sofre pouca modificagdo com a interagdo com o Au(lll).

No pH 7,5 e 4,0, ndo ha absorgéo na regido visivel, Figura 21 (a e b). Em
pH alcalino, contudo, em concentragbes de ouro maiores do que ~ 30 pM, a
solucao torna-se ligeiramente azul, e uma banda larga, pouco intensa, centrada
em ~ 550 nm aparece, Figura 21 (c). Isto € caracteristico de nanoparticulas de
ouro agregadas®. Geralmente, as nanoparticulas de ouro sdo produzidas em um
liquido pela reducgdo do acido (HAuCl,). O didmetro das nanoparticulas de ouro
e/ou agregados determina o comprimento de onda da luz absorvida e, portanto,
a cor das solugbes de nanoparticulas. A cor também depende do pH e forca
ibnica da solucdo. A interacdo das nanoparticulas de ouro com a NOR nao seréao

tratadas neste trabalho.
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Figura 21. Espectros de absorcdo da norfloxacina (10 yM) titulada com HAuCl, em (A)
pH 7,5, (B) pH 4,0 e (C) pH 10,6. O espectro do HAuCl, aparece nas trés figuras como
linhas pontilhadas (20 yM em A e B; 60 uM em C).
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7.4.2.

Fluorescéncia Estacionaria da Titulagcdo da Norfloxacina com Au(lll)

A norfloxacina zwitteribnica (pH 7,5) possui o pico de emissdo de
fluorescéncia em 407 nm com um rendimento quantico de 0,10%. A Figura 22
mostra o efeito da HAUCIl, sobre a emissdao de fluorescéncia da NOR
zwitteridnica. 1sso mostra que concentracdes crescentes de ouro (lll) causam
diminuicdo da fluorescéncia combinada com um pequeno deslocamento para o
vermelho, de 407 a 412 nm, com 60 uM de Au(lll). A mudanca da fluorescéncia
em 407 nm, (Fo-F), foi plotada em funcdo da concentracdo de Au(lll) (insercdo
na Figura 22) e os dados foram ajustados para a expressao exata para o modelo

de um sitio de ligac&o®, de acordo com a equacéo (1):

%

2
Fo—-F
FO_qu 1+Ci+ 1 _ 1+C_M+L _4C_M (1)
2 c. Kyc, c.  Kycp CL

onde K, é a constante de ligacéo, c_e cy sdo as concentragdes totais do ligante
(NOR) e metal (Au), respectivamente; F, é a intensidade da fluorescéncia do
ligante no auséncia de metal, F é a intensidade da fluorescéncia do ligante a

uma dada concentrac@o de metal, F_ é a intensidade da fluorescéncia do ligante

com cy >> ¢, respectivamente.

407 .
2,0x101 PH 7.5 3
Au (uM) <10
— 0 NaX
. — 33 oy
S 1,5x10] 6.7 The K, = (1.740.2) x 10° M
(0 — 10
TU’ 17 0,0
‘O — 23 0 10 20 30 40 50 60
c q 30 c,, (uM)
<8 l,OXlO 40 Au
0
(O]
S
o
= 4
LL 5,0x10
0,0

350 400 450 500
Comprimento de onda (nm)

Figura 22. Espectro de fluorescéncia da norfloxacina (10 yM), em pH 7,5 titulado com
HAuCl,. A seta representa 0 aumento das concentracdes de ouro. Insercao:
fluorescéncia desloca de 407 nm em funcdo da concentragdo de Au(lll). Ajuste de um
sitio de ligag&o, com K, = 1,7 (+ 0.2) x 10° M™.
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O ajuste nao-linear foi de Ky, = 1,7 x 10° M™ (linha sélida na insercédo da
Figura 22), onde zw se refere & NOR zwitteridnica.

A Norfloxacina cationica (pH 4,0) tem um pico de emisséo de fluorescéncia
em 442 nm com um rendimento quantico de 0,12%'. A titulacdo da NOR com
HAuCl,; em pH 4,0 produziu uma diminuigdo da fluorescéncia muito menor do
que no pH 7,5, além disso o pico nédo sofreu deslocamento (Figura 23).

E impossivel estimar F.. a partir dos dados na Figura 23 mas € possivel
estimar a constante de ligacdo, em pH 4,0, usando a equagéo de Stern-Volmer,
equagao (2), para ajustar os dados de supressado de fluorescéncia, a partir do

gréafico de Stern-Volmer.

Fo/lF=1+ Ksy [Q] (2

Na supressao estética, a constante de supressdo de Stern-Volmer (Ksy) €,
na realidade, a propria constante de ligacéo K.

A insercao na Figura 23 mostra o grafico de Stern-Volmer para a NOR, em
pH 4,0, e o ajuste linear usando a Eq. (2), resultando numa Ksy de 2,4 x 10° M2,
E interessante notar que a Eq. (1) também ajustou os dados com K, = 2,4 x
10°® M, quando assumimos completa supressdo em altas concentracbes de
Au(lll), isto é, Foo = 0.

qd pH40 442
2,5x10] Ay (uM) - 02
— o0 “
o 5 I
2,0x10 15 Y o4
© —25 Ty .
e 35 od Kg=24x10° M
@ 15x101 — 55 0 20 40 60 80 100
3 —75 M
o —95 €y, (kM)
e
=S 1,0x10
T

5,0x10

0,0

400 450 500 550
Comprimento de onda (nm)

Figura 23. Espectros de fluorescéncia da norfloxacina (10 yM) em pH 4,0 titulada com
HAuUCI,. A seta indica aumento na concentragdo de Au. Insercdo: Grafico de Stern-
Volmer para a fluorescéncia em 442 nm, e ajuste linear com a constante de Stern-Volmer
Ksy = 2,4 x10° M™,
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A constante de ligacdo do Au(lll) com NOR catiénica (pH 4,0) é, portanto,
cerca de 70 vezes menor do que com a NOR zwitteribnica (pH 7,5). Sabendo
gue a amina N4 estd protonada nos dois pH’s (4,0 e 7,5), esta ndo pode ser
responsavel pelas diferentes constantes de ligagdo do Au(lll). Isto sugere que o
jon Au(lll) coordena com o ion carboxilato da NOR zwitteribnica para formar o
complexo. A associacdo constante a este sitio é 1,7 (+ 0,2) x 10° M™.

Finalmente, a NOR foi titulada com HAuCl,; em pH 10,6. Os resultados de
fluorescéncia sdo apresentados na Figura 24. NOR em pH 10,6 é quase néo-
fluorescente na auséncia de ions Au(lll). O rendimento quantico da fluorescéncia
da NOR é insignificante quando a amina N4 esta desprotonada e a intensidade

pequena de fluorescéncia é devido, provavelmente, a pequena fragdo de

moléculas com amina catiénica em pH 10,6 (~ 1%).

pH 10.6

a
0 b Au (1M)

30

20

Fluorescéncia (a.u.)

10

200 450 500 400 250 500
Comprimento de onda (nm) Comprimento de onda (nm)

44 d

30

420

15

Fluorescéncia (a.u.)

400 450 500 0 2

. 040 ®0_ 80 100
Comprimento de onda (nm) [Au® ] (umol L™

Figura 24. Espectros de fluorescéncia da NOR em pH 10,6 e com diferentes
concentracbes de HAUCI;: (A) 0 - 13 uM; (B) 13 - 47 uM; (C) 47 - 90 uM. As setas
indicam o aumento da concentracdo de Au(lll). (D) grafico da intensidade da

fluorescéncia, em 420 nm x concentracdo de Au(lll).

Neste pH 10,6 foram detectadas trés fases com o aumento da

concentragdo de Au(lll) (Figura 24). Em concentragbes menores que a
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concentracdo de NOR, o pico de fluorescéncia, em 420 nm, aumenta quase
linearmente (a). A segunda fase é caracterizada por uma diminuicdo de
fluorescéncia combinada com um deslocamento para o azul, para 407 nm (b).
Finalmente, em concentracbes de ouro superiores a 50 yM, é notado um
pequeno aumento acompanhado um deslocamento adicional azul (c).

A Figura 24 (d) mostra o grafico da intensidade de fluorescéncia em fungéo
da concentracdo de Au(lll), no qual aparecem claramente as trés fases. A
Figura 25 mostra a primeira fase e a curva correspondente ao ajuste com a
expressdo para um sitio de ligac&o, Eq (1), com K, =5 x 10’ M™.

A partir do aumento no rendimento de fluorescéncia, concluimos que o
local de maior afinidade para Au(lll) envolve a amina N4 da piperazina, que
nesse pH encontra-se desprotonada. A NOR recupera, em parte, a fluorescéncia
ap6s a complexacdo com Au(lll) nesta posi¢do. O rendimento quantico do
complexo, no entanto, é cerca de cinco vezes menor do que no pH 7,5. Como a
N4 da NOR permanece desprotonada em solventes apolares, pode-se concluir
também que, na maioria dos solventes organicos, o ouro se coordena a

piperazina, de acordo com o local proposto por Refat®.

40 Nor + Au pH 11

30

Ajuste para um sitio de ligagao
K.=5x 10" M" >>[Nor]
[Nor] =12.4 uM

10

0 5 10 15 20
[AU™] (uM)

Figura 25. Mudanca na fluorescéncia da NOR, 420 nm em pH 10,6, apds titulagdo com
HAuUCI,. A linha representa o ajuste da expresséo de ligagdo a um Unico sitio, usando a
Eq. (1) com Ky =5 x10° M™" e [NOR] = 12,4 uM.

E importante observar que, quando a afinidade é grande (ou seja,
Ky,.C >>1), a constante K, determinada através do ajuste pela Eqg. (1) sera
imprecisa, pois a curva de titulagdo serd composta de dois segmentos de linha

reta. Este é, justamente, o caso dos dados na Figura 25, onde o elevado valor de
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Ky deve ser considerado apenas um limite inferior para a constante de ligacao de
Au(lll) com o grupo piperazinil desprotonado da NOR.

A segunda fase observada na Figura 24 (b), associada a uma diminuicao
da fluorescéncia, estd em acordo com a ligacdo de Au(lll) a um segundo sitio.
Esse é, provavelmente, o sitio contendo o &nion carboxilato, ja que a diminuigdo
da fluorescéncia ocorreu na mesma faixa de concentracdo de ouro que, em pH
7,5, correspondeu a ligacao ao carboxilato.

A Ultima fase ocorre apos a ligagdo de dois ions Au(lll) com uma molécula
de NOR. As modificacdes da fluorescéncia sdo muito pequenas. Esta fase esta
fora do escopo deste trabalho, pois diz respeito a formacao de nanoparticulas de

ouro, Figura 24 (c).

7.4.3.
Fluorescéncia resolvida no tempo da titulacdo da norfloxacina com
Au(ll

Decaimentos de intensidade de fluorescéncia de norfloxacina foram
medidos utilizando o método de contagem de fétons. Decaimentos de
intensidade no pH 7,5, 4,0 e 10,6 sdo apresentadas na Figura 26. Os tempos de

vida obtidos a partir de ajustes exponenciais sdo apresentados na Tabela 10.

100009

1000

Counts

100

Tempo (ns)

Figura 26. Decaimento da intensidade da norfloxacina, em pH 7,5, 4,0, e 10,6 (dados
TCSPC). Excitacdo em 330 nm. Emiss&o em 407 nm (pH 7,5 e 10,6) e 440 nm (pH 4.0).
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O decaimento em pH 7,5 foi ajustado utilizando uma Unica exponencial
com uma constante de tempo t; = 1, = 1,15 ns. O decaimento em pH 4,0 foi
ajustado com uma expressao bi-exponencial. O tempo de vida principal t; = Tcq

= 1,58 ns (contribuicdo fracionaria, Fcat = 91%) é devido a NOR catibnica.

Tabela 10. Tempo de vida t; e 1, da fluorescéncia da norfloxacina. Fatores f; e f,

sao contribui¢des fraciondrias no comprimento de onda de emisséo.

pH tu(s) fi twns)

4,0 1,58 91 0,55 9
7,5 1,15 100
10,6 1,15 90 4,6 10

E possivel que o menor tempo de vida (0,55 ns) seja devido a uma
pequena propor¢cdo de outras espécies, uma vez que dois outros atomos de
nitrogénio da NOR podem se protonar neste pH. Finalmente, em pH 10,6, uma
expressao bi-exponencial também foi necessaria para ajustar o decaimento. O
tempo de vida principal foi t ,, = 1,15 ns, devido a pequena quantidade de NOR
Zwitteridnica presente neste pH, uma vez que a NOR anibnica tem fluorescéncia
insignificante. O outro tempo de vida (4,6 ns, com a contribuicdo fracionéaria de
10%) aparece por causa do longo tempo de aquisicao devido a fluorescéncia
muito baixa neste pH.

O efeito de Au(lll) sobre o decaimento da NOR também foi dependente do
pH. Em pH 7,5 uma analise global foi realizada utilizando uma expressao bi-
exponencial, com um tempo de vida fixo t,, = 1,15 ns. A contribuicdo do
segundo tempo de vida, 1, = 2,42 ns, aumenta com 0 aumento da concentracéo
de ouro (Tabela 11). Este tempo de vida é devido ao complexo formado pelo

Au(lll) coordenado ao carboxilato da NOR zwitteribnica.
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Tabela 11. Tempos de vida da fluorescéncia da norfloxacina titulada com Au(lll) no pH
7,5 obtidos por analise global. t = 1,15 ns fixo; 1, = 2,53 ns. a; and a, sdo os fatores pré
exponentiais; f; e f, sdo as contribuicdes fracionarias no comprimento de onda de

emissao.

[Au] ay az f1(%) f2(%)
0 0,995 0,005 99,0 1,0
5 0,991 0,009 98,0 2,0
10 0,986 0,014 97,0 3,0
20 0,981 0,019 95,8 4,2
30 0,971 0,029 93,9 6,1
50 0,964 0,036 92,5 7,6
100 0,941 0,059 87,8 12,2

O efeito do Au(lll) no decaimento da NOR, em pH 4,0, também foi
analisado utilizando andlise global, mas uma expresséo de trés exponenciais foi
necessaria: dois tempos de vidas foram fixados, t; = 1,58 ns e 1, = 0,55 ns (os
gquais apareceram na auséncia de ouro), e 13 = 6,07 ns foi ajustado aos
decaimentos (Tabela 12). A contribuicdo deste terceiro tempo de vida é muito

pequena, mas aumenta com o aumento da concentracdo de Au(lll).

Tabela 12. Tempos de vida da fluorescéncia da norfloxacina titulada com Au(lll) no pH
4,0 obtidos por analise global. t; = 1,58 ns fixado; 1, = 0,55 ns fixado, t3 = 6,07 ns. ; sao
os fatores pré exponentiais; f; séo as contribui¢cdes fracionarias no comprimento de onda

de emissdo,comi=1,2,3efi=q;.7.

[Au] of} o} O3 f fa fs
0 0,885 0,114 0,000 960 38 0,2
1.7 0,866 0,132 0,001 945 50 05
4.5 0,866 0,132 0,002 942 48 10
15 0,864 0,133 0,003 938 50 12
25 0,864 0,132 0,005 932 49 19
35 0,860 0,133 0,007 922 50 28
45 0,859 0,132 0,009 916 48 36
65 0,857 0,132 0,011 905 49 46
85 0,841 0,41 0,018 879 50 71
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O decaimento de fluorescéncia da NOR titulada com ouro, em pH 10,6
correspondente a primeira fase, Figura 27, a ligagdo a amina da N4, sdo todos
muito semelhantes. Um ajuste global omitindo o prompt resultou num unico
tempo de vida 1w = 1,52 ns. Assim, este € o tempo de vida do complexo
Au(lIN(NOR") com o ouro ligado no anel piperazinil. Este tempo de vida nao
muda em concentracdes mais altas de ouro (segunda fase) sugerindo supressao
estatica de fluorescéncia ao se ligar ao segundo ion Au(lll) no sitio envolvendo o

3-carboxi- e 4 oxo &tomos de oxigénio.

10000

1000

pH 10.6
NOR+AU’*

F tons

Tempo (ns)

Figura 27. Decaimento da fluorescéncia: Au(ll)NOR, em pH 10,6 (simbolo vazado,
vermelho) comparado com o decaimento da NOR pura em pH 7,5 e 4,0.Concentracéo
[Au(lID]J/[NOR] = 1,3. Excitacdo em 330 nm; emissdo em 420 nm (pH 10,6), 407 nm (pH
7,5), e 440 nm (pH 4,0).

7.5.
Toxicidade dos complexos de Au(lll) frente a algumas linhagens

antitumorais

A maior busca da quimica medicinal na terapia anticAncer é a sintese de
novos compostos que interagem com o acido desoxirribonucléico (ADN). Como
ja exposto anteriormente, algumas fluorquinolonas e varios complexos de Au(lll)
sdo agentes inibidores de diferentes células tumorais. A associacdo das
fluoroquinolonas e do ion metalico Au(lll) pode ser uma boa estratégia para a

sintese de novos agentes citotoxicos.
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Nesse trabalho, a atividade citotéxica das fluorquinolonas livres (NOR,
LEVO, ESPAR) e dos complexos de Au(lll) foi testada frente as linhagens
tumorais estabelecidas A20 (Linfoma murino), B16-F10 (Melanoma murino),
K562 (Leucemia mieléide humana) e, como células normais (controle), utilizou-
se a linhagem estabelecida MCR-5 (fibroblasto de pulmdo humano) e L919
(Fibroblasto de pulm&o murino).

A Tabela 13 lista os valores de ICs, (umol L™) obtidos para os complexos
de Au(lll) frente as linhagens tumorais A20, B16-F10 e K562 e as linhagens
sadias MCR-5 e L919.

Tabela 13. Concentracdo inibitéria (ICsy) dos complexos de Au(lll) frente a

linhagens tumorais e sadia.

Compostos ICso (umol L)
Células ndo tumorais Células tumorais
MRC-5 L919 B16-F10 A20 K562

[AUCI,(LEVO)ICIH,O (1) 53+13 106+21 29+9 49+8 50+10
[AUCL(NOR)]CI'H,O (2) 65 + 13 45+4  27+15 25+8 55+10

[AUC,(ESPAR)ICIH,0O (3) 126+18  65+4 45+7 48+03 61+4

Os testes citotdxicos com as linhagens tumorais mostram que nenhum dos
ligantes livres apresentou atividade significativa (>200 umol L™), sendo que se
observa que a associacdo do Au(lll) as fluoroquinolonas aumentam
significativamente a atividade.

O complexo (1) apresentou valores de ICs, de 106 e 53 pmol L%,
respectivamente, para as linhagens sadias L919 e MRC-5. Para a linhagem B16-
F10, a concentragdo inibitéria (ICs) foi de 29 umol L™, ou seja, quase duas
vezes menor que a da MRC-5. Para as linhagens K562 e A20, as concentracbes
inibitérias foram de 50 e 49 pmol L, respectivamente. Estes valores ndo s&o
estatisticamente significativos, quando comparados com a linhagem sadia MRC-
5. No entanto, para a linhagem L919, os valores de I1Cs, SG0 menores que o da
linhagem sadia.

Para as linhagens sadias L919 e MRC-5, o complexo (2) apresentou
valores de ICs, de 45 e 65 pmol L™*, respectivamente. Frente as linhagens
tumorais B16-F10 e A20, observou-se, para esse complexo, que foram
necessarias concentragfes inibitérias menores que a metade, quando

comparadas as linhagens sadias (ICs, de 27 e 25 pmol L™). Para a linhagem


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 0812617/CB


PUC-RIo - Certificacdo Digital N° 0812617/CB

70

K562, a ICs, foi da mesma ordem de grandeza das linhagens controle (55umol L
1)_

Para as linhagens sadias L919 e MRC-5, o complexo (3) apresentou
valores de ICs, de 65 e 126 umol L™*, respectivamente. J& para as linhagens
tumorais, o composto apresentou uma maior atividade inibitéria frente as
linhagens B16-F10 e A20, com concentragdes inibitérias de 45 e 48 pmol L™,
respectivamente.

Dos trés complexos analisados no teste de MTT, o mais promissor foi 0
[AUCI,(LEVO)]CI e com ele fez-se outros testes para caracterizar a acdo de
mecanismo de morte e ciclo celular do composto.

O Ciclo celular é um processo fundamental para compreender os
mecanismos de do crescimento do tumor. Os resultados obtidos a partir de
testes do ciclo celular mostra que o composto [AuCI2 (LEVO)] CI (2) interferiu
com a cinética celular, levando a um aumento do nimero de células na fase GO /
Gl e diminuu o numero de células na fase G2/M quando
comparado com o controlo negativo.

Além disso, um aumento do nimero de células na fase sub-G1 também foi
observado e é um indicativo de apoptose. A interferéncia do comlexo (1) nas
fases do ciclo das células tumorais, indica que este composto esta agindo como
droga especifica do ciclo celular.

A apoptose, ou morte celular programada, € um processo essencial para
a manutencdo dos seres vivos, uma vez que tem a funcdo de
eliminar as células defeituosas. Uma caracteristica importante do tumor
células é a resisténcia & apoptose de mecanismos naturais.

Como pode ser observado na Figura 28, o composto [AuCly(LEVO)]CI
apresenta significativa atividade apoptotica em células K562 e sua agédo é
dependente da concentracdo, levando a um aumento na apoptose a medida que
a concentracdo do complexo € aumentada.

O tratamento com o complexo na concentracdo de 50 pmol L™ provocou

um aumento de apoptose em proximadamente 53%.
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Ciclo celular

- GO/G1
907 =S
85- —G2M
80+ 223 Sub-G1
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C- (48h) (2) 25.M (48h) (2) 504M (48h) @ 75.M (48h)

Figura 28. Analise da cinética celular da célula K562 frente ao tratamento com o

complexo [AuCIl,(LEVO)]CI'H,O nas concentracdes de 25, 50 e 75 pmol L™

Eletroforese em gel de agarose

Apbs o tratamento com o complexo (1) frente a linhagem K562, pode-se
notar que ndo houve degradacdo do ADN na eletroforese em gel de agarose,
ndo demonstrando o padréo de degradacédo decorrente de apoptose (Figura 29).
Observou-se a reducéo da banda de ADN nas concentragfes de 25, 50 e 75 pM

gquando comparado com controle negativo.

Figura 29. Eletroforese em gel de agarose de ADN de células K562 tratadas com o
complexo [AUCL(LEVO)]CIH,O em comparacdo com o controle negativo. 2x10° células
foram cultivadas em diferentes concentracdes: (1) Lader, (2) Controle negativo, (3)
[AUCI,(LEVO)]JCIH,O 25 umol L™, (4) [AuCL(LEVO)JCIH,O 50 umol L* e (5)
[AUCI,(LEVO)]CI'H,O 75 pmol L™
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Os dados obtidos mostram que os complexos de Au(lll) estudados tém
atividade citotéxica superior as fluorquinolonas livres frente as linhagens
tumorais A20, B16-F10 e K562 e as linhagens sadias MCR-5 e L919, em
especial, o complexo de Au(lll) com a LEVO. Portanto, a associacdo Au-
fluorquinolona mostrou ser uma estratégia eficaz para o desenvolvimento de

novos agentes antitumorais.
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8

Complexos de Cu(ll) contendo um antibiético da classe das
fluorquinolonas e fenantrolina como co-ligante: sinteses e
ensaios de toxicidade frente a Artemia sp e o

Tripanossoma cruzi

Nessa etapa do trabalho, trés complexos de Cu(ll) contendo fenantrolina e
um antibiético da classe das fluorquinolonas (levofloxacina, norfloxacina ou
esparfloxacina) foram obtidos e caracterizados por microanalises, medidas de
condutividade, espectroscopia na regido do infravermelho e ressonancia
paramagnética eletrdnica. A toxicidade dos complexos frente a Artemia sp. foi
avaliada como um pré-screening para a atividade antitumoral. Testes de

atividade anti-T-cruzi foram igualmente feitos para os ligantes e seus complexos.

8.1.

Dados de microanalises e condutividade

Os dados de microanalises sugerem que em todos 0s casos a relagéo
Cu:fluorquinolona:fenantrolina é de 1:1:1 e que todos os complexos tém dois
atomos de cloro, além de moléculas de agua de hidratacdo. As medidas de
condutividade em dimetilformamida (DMF) indicam que os complexos obtidos
sdo eletrolitos 1:1. No entanto, como a DMF é um solvente coordenante, ela
poderia estar deslocando um atomo de cloro da esfera de coordenacdo do
Cu(ll). Desse modo, procuramos repetir as medidas de condutividade em
diclorometano, mas apenas o complexo da norfloxacina mostrou-se soluvel e,
nesse caso, o valor de condutividade medido foi de 0,80 pS cm™, indicando
tratar-se de um nao-eletrolito. Sugerimos entdo que, nos trés casos, a melhor
estrutura para os complexos seria [CuCl,(fen)(L)]3H,O, onde L = levofloxaxina
(LEVO), norfloxaxina (NOR) ou esparfloxacina (ESPAR). Os dados de
microanalises, os valores de condutividade e das faixas de decomposicdo séo

listados na Tabela 14.
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Tabela 14. Dados de microandlises (valores calculados entre parénteses), condutividade

(A, uS cm'l) e faixa de decomposicéo (°C) para os complexos de Cu(ll).

Faixa de
%C %H %N A*  decomposicdo
{®)

[CuCl,(fen)(LEVO)]3H,O 47,4 (49,2) 50(50) 9,0(9,6) 69,4 178 — 187

[CuCl,(fen)(NOR)]'3H,0 48,5 (48,7) 4,7 (50) 10,1(10,2) 64,4 210 — 219

[CuCl,(fen)(ESPAR)3H,0 49,1(48,8) 4,8 (5,0) 109 (11,1) 50,8 180 — 189

*Condutividade (1 x 10”° mol L") medida em DMF

8.2.

Espectroscopia naregido do infravermelho

As bandas dos espectros do infravermelho mais Uteis na determinacéo do
modo de coordenacdo das fluorquinolonas ao centro metélico sdo mostradas na

Tabela 15 para os ligantes livres e para seus complexos de Cu(ll).

Tabela 15. Principais bandas do espectro de infravermelho dos complexos de Cu(ll) das
fluorquinolonas LEVO, NOR e ESPAR.

Compostos v(COOH) v(C=0) v,as(COO) v¢(COO)
Levofloxacina 1727 F 1620 F - -
[CuCl,(fen)(LEVO)] 3H,0 - 1584 F 1643 m 1395 m
Norfloxacina 1731 m 1616 F - -
[CuCl,(fen)(NOR)]'3H,0 - 1581 F 1629 F 1383 m
Esparfloxacina 1719 m 1634 F - -
[CuCl,(fen)(ESPAR)] 3H,0 - 1574 F 1632 F 1383 m

Legenda: F: forte; m: média; f: fraca.

Os espectros de infravermelho das fluorquinolonas livres mostram uma
absorcéo entre 1719-1731 cm™, atribuida & vibragédo de estiramento do grupo
carboxilico, v(COOH)®**®. Essas bandas estdo ausentes nos espectros dos
complexos, indicando o envolvimento do grupo carboxilico na interacdo com os
ions metalicos.

A banda atribuida ao estiramento v(C=0) aparece em 1621 e 1634 cm™

84, 85

nos espectros das fluorquinolonas livres . Nos espectros dos complexos,
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essa banda desloca-se para a regido entre 1574 - 1584 cm™, indicando a
coordenacédo da carbonila cetdnica aos ions metalicos.

As bandas entre 1629 e 1643 cm™ nos espectros dos complexos podem
ser atribuidas ao estiramento assimétrico do grupo carboxilato coordenado ao
metal v,s(COO) e as bandas em 1383 e 1395 cm™, ao estiramento simétrico do
grupo carboxilato vs(COO). % % Essas bandas ndo sdo observadas nos
espectros das fluorguinolonas livres.

A Figura 30 mostra, como exemplo, os espectros de infravermelho da

esparfloxacina e de seu complexo de Cu(ll).

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Ndmero de Onda (cm™)
Figura 30. Espectros de IV da esparfloxacina (—) e do complexo
[CuCl,(fen)(ESPAR)]'3H,0O (—). O circulo vermelho destaca o estiramento v(COOH) em
1719 cm™,

O grupo carboxilato pode coordenar-se aos ions metalicos de modo
monodentado, bidentado ou em ponte. A frequéncia de separacdo entre 0s
modos vibracionais simétrico e assimétrico desse grupo (Av = v,s(COO") -
vs(COQO’)) pode ser usada para distinguir entre os diferentes modos de

8. 8 Deacon e Phillips® investigaram as frequéncias de

coordenacéo.
estiramento simétrico e assimétrico de um grande numero de complexos
carboxilatos, cujas estruturas cristalogréficas sdo conhecidas, e concluiram que
0 modo de coordenacgéo desse grupo pode ser distinguido da seguinte forma:

(i) Av < 100 cm™, o grupo carboxilato esta coordenado de modo bidentado;
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(ii) Av ~ 150 cm™, o grupo carboxilato esta coordenado em ponte;

(i) Av > 200 cm™, o grupo carboxilato estd coordenado de modo
monodentado.

Os valores de Av observados nesse trabalho para os complexos com a
levofloxacina, norfloxacina e esparfloxacina sdo 248, 246 e 249 cm,
respectivamente, o que sugere a coordenacdo do grupo carboxilato de forma
monodentada.

Portanto, os dados dos espectros de infravermelho indicam que a
levofloxacina, a norfloxacina e a esparfloxacina estdo coordenadas aos ions
Cu(ll) na forma zwiteribnica e de modo bidentado através do grupo carboxilato e

da carbonila cetbnica.

8.3.

Ressonancia Paramagnética Eletrénica

8.3.1.
Espectros de RPE de amostras solidas dos complexos de Cu(ll) a

temperatura ambiente

A Figura 31 mostra os espectros de RPE (banda X) das amostras em pé
de CuCl,(fen) e dos seus complexos com LEVO (4), NOR (5) e ESPAR (6) a
temperatura ambiente. O espectro do precursor, CuCl,y(fen), é caracteristico de
simetria axial, com g, = 2,257 e g1 = 2,069 e nao apresenta desdobramento
hiperfino. Este desdobramento seria esperado pela interagcdo do elétron
desemparelhado com o nlcleo de cobre (I1=3/2), mas frequentemente nao é
observado em amostras solidas de complexos de Cu(ll) em que interagbes de
troca estdo presentes®®. Os espectros de 4, 5 e 6 sdo muito mais alargados,
sugerem mudltiplas microvizinhancas, e também sugerem a presenca de

complexos binucleares, principalmente em 4 e 5 (ver setas, Fig.30).
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[CuCl(fen)]
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Figura 31. Espectros de RPE (banda X) das amostras em p6 de CuCl,(fen) e dos

complexos 4, 5 e 6 a temperatura ambiente.

8.3.2.
Espectros de RPE dos complexos de Cu(ll) em solugdo aquosa e
DMSO

Os espectros de RPE de CuCly,(phen) e dos complexos 4, 5 e 6 em
solugdo aquosa e em DMSO foram obtidos a 77 K (solugbes congeladas).

Em solugcdo aquosa congelada (Figura 32), os espectros podem se
apresentar muito alargados por causa da formacdo de cristais de gelo que
segregam o0s complexos, formando agregados com forte interacdo dipolar
magnética. Esse alargamento pode ser visto especialmente em (6). Tanto o
complexo (4) quanto o complexo (5) apresentaram espectros com o dublete
caracteristico de complexos binucleares®, confirmando os indicios observados

no espectro de po. O espectro de sistemas binucleares acoplados (S=1) consiste
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em duas linhas, indicadas pelas setas na Figura 32, correspondendo as

transicdes Amg =+ 1. %

[CuCl,(fen)]

—r 1 r r 1 r r 1 °
2400 2700 3000 3300 3600
Campo magnético (gauss)

Figura 32. Espectros EPR de CuCl,(fen) e dos complexos 4, 5 e 6 em solugdo aquosa

congelada a 77 K. Concentragdo 1 mmol L™

Em DMSO, por ndo haver agregacdo apds congelamento, a identificagdo
dos diferentes componentes espectrais nos espectros dos diferentes complexos
fica bem mais nitida (Figura 33). Todos 0os complexos apresentam misturas de
complexos mono e binucleares. Nestes complexos foram identificados os sinais

mais fracos correspondentes a transigao proibida Ams= +2 (ver espectro inserido
com centro em ~1600 gauss, Fig. 33), com sete linhas hiperfinas (21+1, de | =

3/2+3/2 dos dois nucleos de cobre). Essas linhas ocorrem na metade do campo
magneético da transigdo permitida Ams= + 1 e confirmam a presencga de complexo

binuclear.
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[CuCl.(fen)] l

(6)
(4)
I D I
crrTrrTrTTTT
1200 1600 2000
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2700 3000 3300 3600

Campo magnético (gauss)

Figura 33. Espectro de RPE, banda X, para Cu(ll)fen e para os complexos (4), (5) e (6),

em DMSO, a 77 K. Concentragdo 1 mmol L. A seta indica g_L de cobre mononuclear.

Nos espectros com componentes mono e binucleares, a linha central na

forma de primeira derivada em g = 2,08 é atribuida a componente de g. de Cu(ll)

mononuclear. A componente g, dessa espécie cai na regido de g = 2,2 e espera-
se que apareca desdobrada em quatro linhas hiperfinas. Esse desdobramento,
bem visivel no espectro de Cu(ll)fen, nao fica tdo evidente nos espectros de (4),
(5) e (6) por causa dos sinais superpostos de Ami=m * 1 dos sistemas
binucleares.

A Tabela 16 mostra os paradmetros de RPE de Cu(ll)fen e dos complexos
4-6 em solucdo congelada de DMSO.

A distancia entre os dois ions de Cu(ll) nos complexos binucleares pode
ser estimada a partir do parametro D de desdobramento em campo nulo (ver Fig.
33). A distancia média r entre os dois elétrons desemparelhados acoplados pode

ser calculada pela equacdo D = 3/2 g B/ r® = 1,39 x 10* (g /r’), sendo D em
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gauss e r em Angstrom®. A distancia estimada r para o complexo binuclear 4, é
de39Ae para5e 6 éde 4,0 A em DMSO. Estas distancias s3o semelhantes as

obtidas para complexos de Cu (I1) binucleares descritos anteriormente®,

Tabela 16 - Parametros de RPE do precursor [CuCl,(fen)] e dos complexos de
Cu(ll) binucleares 4, 5 e 6 , em DMSO, a 77K.

Ay Abinucl
g 9 (gauss) ~ Jbinue D (gauss)
[CuCl,(fen)] 2074 2,292 155
[CuCl,(fen)(LEVO)] (4) 2064 488 ~90
[CuCly(fen)(NOR)] (5) 2,064 436
[CuC,(fen)(ESPAR)] (6) . ; ; 2073 455 -

Com base nos dados de andlise elementar, condutividade, infravermelho e
RPE, sugerimos estruturas para os complexos. A relacdo M:L:fen é de 1:1:1; os
atomos de cloro estdo coordenados ao Cu(ll) e as fluorquinolonas coordenam-se
de modo bidentado através dos oxigénios carboxilico e cetbnico e na forma
zwiteridnica. Quando em solucdo, os trés complexos mostraram mistura das

formas monomeérica e dimérica. As estruturas podem ser vistas na Figura 34.
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Figura 34. Estruturas propostas para os complexos (4), (5) e (6).

Complexos analogos preparados por outros membros do nosso grupo®

contendo 2,2-bipiridina, ao invés da 1,10-fenantrolina, mostraram um
comportamento diferente nos espectros de RPE. Nestes complexos, as
fluorquinolonas (NOR, LEVO ou ESPAR) coordenam-se também de modo
bidentado através dos oxigénios carboxilico e cetbnico e na forma zwiteribnica,
relagdo M:L:bipy de 1:1:1, onde um atomo de cloro esta coordenado ao Cu(ll) e
0 outro como contra-ion. Contudo o complexo [CuCl(bipy)(LEVO)]CI € puramente
dimérico e os complexos [CuCl(bipy)(NOR)]CI e [CuCl(bipy)(ESPAR)]CI tém
mistura das formas diméricas e monomeéricas, nos quais as formas diméricas
prevalecem.

Na literatura ha alguns exemplos de complexos de Cu(ll) de
fluorquinolonas. Embora alguns sejam parecidos com os que foram obtidos no
presente trabalho, nenhum complexo com a mesma estrutura foi encontrado. A
maior parte dos complexos descritos na literatura possui numero de
coordenacgédo igual a cinco. Os complexos obtidos no presente trabalho tém

namero de coordenacao seis e geometria octaédrica.
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8.4.
Associacdo de [CuCly(fen)] e norfloxacina determinada por

supressao de fluorescéncia

Os complexos metdlicos sintetizados podem se dissociar em solucdes
aguosas de modo que é importante avaliar as constantes de ligacdo metal-
ligante. Em geral, a modificacdo das propriedades espectroscépicas dos ligantes
devido a interacdo com 0s metais pode ser usada para obter parametros de
ligacdo. Varias fluorquinolonas s&o fluorescentes, incluindo norfloxacina. ions
paramagnéticos incluindo Cu(ll) sdo bem conhecidos por serem supressores de
fluorescéncia, entdo, é possivel utilizar esta supressdo de fluorescéncia para
obter informacdes sobre a interacdo entre NOR e o sal de CuCl,(fen). Neste
experimento, observamos a associagdo da NOR com o sal de CuCl,(fen) em
solugdo aquosa, em pH fisiolégico ~ 7,4, através de fluorescéncia estacionéria e
resolvida no tempo.

A Figura 35 mostra o espectro de fluorescéncia da NOR e o efeito de
titulagdo com [CuCly(fen)]. Quando aumentamos a concentracdo do sal de
cobre(ll), a intensidade de fluorescéncia diminui sem modificar a posi¢cdo do pico
e a forma do espectro. Esse comportamento é caracteristico de supresséao de

fluorescéncia.

1,2x10° =

T T T T T T
0 5 10 15 20 25
(umol L)

8,0x10° -

cCuC\Z(len)

4,0x10°

Fluorescencia (a.u.)

0,0 4

—— T "~ T -~ T "~ T "~ 1 T "~ T 1
360 380 400 420 440 460 480 500 520

Comprimento de onda (nm)

Figura 35. Espectro de fluorescéncia da NOR em solugdo aquosa (tampéo fosfato pH
7.4) e o efeito da titulagdo com CuCly(fen). Concentragdo da NOR: 10 pmol L™
Concentragdes de Cu(fen) = n x 3,3 pmol L*, comn=0, 1, ...7. Excitagdo em 330 nm. A

insercdo € o gréafico de supressao de Stern-Volmer.
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A medicdo do tempo de vida de fluorescéncia é o método mais definitivo
para distinguir supress&o estatica e dinamica. *> A supresséo dinamica fornece
uma rota de decaimento adicional levando a uma diminuicdo no tempo de vida,
enquanto supressao estatica apenas remove uma fracdo de fluoréforos, ja que
h&4 formacdo de complexo ndo fluorescente, mas deixa o tempo de vida
inalterado. Foram realizadas medigbes das curvas de decaimento de
fluorescéncia (Figura 36) e os tempos de vida foram ajustados com expresséo
mono-exponencial. O tempo de vida 1, ha auséncia do supressor foi igual a 1,2
ns, ndo se alterando com o aumento da concentracdo do mesmo. Isso indica um
processo de supressdo estética, devido a formacdo de um complexo nao

fluorescente.

Nor
10000 E Cu:Nor=1
] Cu:Nor=2.3
T=1.23+0.05ns
1000 -
%) ]
c
o
o
LL
H*

100

10 4

AMIII —

0 2 4 6 8 10 12
Tempo (ns)

Figura 36. Curvas de decaimento de fluorescéncia da NOR em solucdo aquosa (tampéo
fosfato pH 7,4) pura e com CuCly(fen) adicionado. Concentragao da NOR: 10 ymol L™t

concentracdes do sal de CuCly(fen): 0, 10 e 23 ymol L™ Excitacdo em 330 nm.

E interessante notar que o grafico de Stern-Volmer (inserc¢do da Figura 35)
deve ser linear para supressao estatica, com a constante de Stern-Volmer igual
a constante de ligacdo. * % Na verdade, seria linear, se (Fo / F — 1) fosse
plotado contra a concentracdo livre de CuCly(fen). A concentracdo livre é
geralmente considerada como a concentracao total adicionada em experimentos
de ligacao ou experimentos de supressdo estatica, mas isso € valido somente se
Kp €L <<1, 0 que ndo parece ser a presente situacdo. Neste caso, a constante de
ligacdo K, pode ser obtida a partir da variacdo da fluorescéncia (Fo-F), utilizando

a expressado exata para 0 modelo de um sitio de ligacéo®’: (Equacéo 1).
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A Figura 37 mostra o gréfico de (Fo — F) x cy e 0 ajuste por minimos
quadrados usando a Equac&o (1), o qual resultou Ky = 1,3 x 10° mol™ L. Pode-se
notar que a expressao exata se ajusta muito bem aos pontos experimentais,

mostrando a adequacéo do modelo.

1.4x10°
1.2x10° |
1.0x10° o
S 8.0x10° A
S'/ J
6.0x10°
w ]
'_ 4.0x10° H
w 5] — Modelo de um sitio de ligacao
2.0x10° K, =130 (+0.17) x 10° M™
0.0 4
T T T T T T T T T T T
0 5 10 15 20 25
c , (umol.L")

CuCI2(fen

Figura 37. Fluorescéncia da NOR em 407 nm em funcdo do total de CuCly(fen)

adicionado. Concentracao total da NOR, cyor = 10 pmol [

E interessante comparar as constantes de ligacdo do Au(lll) e do Cu(ll)
com a NOR zwitteridnica. Usando a supresséo de fluorescéncia, a constante de
ligagdo do Cu(ll) encontrada foi de 1,3 x 10° mol L™, em pH 7,4%, que é uma
ordem de grandeza maior do que a de Au(lll), mencionada neste trabalho

anteriormente.

8.5.
Toxicidade das fluorguinolonas e de seus complexos de Cu(ll) frente

a Artemia sp.

O ensaio de toxicidade aguda com Artemia sp. € um teste rapido, de baixo
custo, eficiente e que requer uma pequena quantidade de amostra (2 — 20 mg).
A simplicidade desse teste, que nao requer métodos assépticos, nem
equipamentos especiais, favorece sua utilizagcdo rotineira, podendo ser
desenvolvido no préprio laboratério. *°

Os testes foram feitos em triplicata para cada concentracdo de cada
composto. Cada droga foi testada, no minimo, trés vezes, totalizando um minimo

de trés ensaios por concentra¢do de composto.


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 0812617/CB


PUC-RIo - Certificacdo Digital N° 0812617/CB

85

As doses testadas variaram entre 30 e 200 mg L™. Nessas doses, nenhum
dos complexos apresentou toxicidade significativa frente a Artemia sp. Contudo,
como este ensaio sé tem correlacdo em alguns tipos de tumores, ndo se pode

afirmar que os complexos ndo possuem atividade citotoxica ou antitumoral.

8.6.
Testes de atividade anti-T.cruzi para as fluorquinolonas e seus

complexos de Cu(ll)

A doenca de Chagas, causada pelo protozodario Trypanosoma cruzi € uma
parasitose endémica com cerca de 12 milhdes de casos na América Latina. As
duas Unicas drogas usadas na clinica para o tratamento da doenca sdo o
Nifurtimox e a Benznidazole, introduzidos nas décadas de 1960-70. Estes
nitroderivados geram sérios efeitos colaterais, requerem longos periodos de
tratamento, além de apresentarem resultados variaveis de acordo com a fase da
doenca (sendo em especial ndo efetivos para pacientes crénicos), o periodo de
tratamento e dose empregada, a idade e a origem geogréfica dos pacientes. ®
Assim, as limitagcbes da corrente quimioterapia para esta enfermidade justificam
a busca por novos farmacos e estimulam o desenho, sintese e pesquisa de
agentes que possam ser efetivos e seletivos contra este parasito, mas que
exer¢cam baixa toxicidade e cuja producéo envolva baixo custo.

O Trypanosoma cruzi possui um ciclo biolégico complexo que envolve um
hospedeiro invertebrado e outro vertebrado, apresenta trés formas distintas:
epimastigota (forma presente no vetor e em cultura axénica), tripomastigota
(forma sanguinea circulante e infectante) e amastigota (forma de replicagéo
intracelular). *** As formas evolutivas tripomastigotas sanguineas e amastigotas

intracelulares séo as formas relevantes para a infeccdo humana, figura 38.
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Figura 38. Ciclo de vida do Trypanosoma cruzi. %

Nesse trabalho, a atividade tripanocida das fluorquinolonas livres (NOR,
LEVO, ESPAR), dos complexos de Cu(ll) {(4)-(6)}, dos sais CuCl, e [CuCl,(fen)],
da 1,10-fenantrolina livre e da droga de referéncia para doenca de Chagas, 0
Benznidazol, foi testada sob as formas tripomastigotas sanguineas do
Trypanosoma cruzi, in vitro. Para 0s compostos selecionados foram feitos
também testes sob as formas amastigotas do parasito. De modo a selecionar os
compostos que serdo futuramente testados in vivo, os parametros de ICsg
(concentragdo da droga que mata 50% os parasitas), LCs, (concentracdo da
droga que diminui em 50% a viabilidade de células cardiacas nao infectadas) e
IS (indice de seletividade — Raz&o entre LCsy/ ICso) que identifica a dose efetiva
dos complexos contra o parasito, mas que nao exerca toxicidade para a célula
hospedeira), foram determinados.

A Tabela 17 lista os valores de ICs, (umol L™) e os indices de seletividade
(IS) obtidos para os compostos sob as formas tripomastigotas sanguineas do
T.cruzi. Os valores correspondem a média de trés replicatas + desvio padréo
(SD).
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Tabela 17. Atividade (média + SD) e indice de seletividade (IS) para as
fluorquinolonas e seus complexos de Cu(ll) sob as formas tripomastigotas
sanguineas do T. cruzi (cepa Y), in vitro (24 h de incubagédo a 37 °C).

Compostos ICso (umol L) indice de Seletividade (IS)*
CuCl,.2H,0 82,5+ 3,3 6
1,10-fenantrolina (fen) 11,0+ 3,0 A
[CuCly(fen)] 7,2+5,3 <4
Norfloxacina (NOR) 126 +30 >1,25
[CuCl,(fen)(NOR)].4H,0 (4) 44+1,4 2,68
Levofloxacina (LEVO) 211+38 A
[CuCly(fen)(LEVO)].4H,0 (5) 16+14 19
Esparfloxacina (ESPAR) 114,1+20,3 >1,75
[CuCl,(fen)(ESPAR)].3H,0 (6) 47+0,1 2,86
Benznidazol 12,94+ 1,9 77

IS = LCsy/ ICsq. *Os dados séo expressos como meédia + SD de trés experimentos

independentes. “testes em andamento

NOR, LEVO e ESPAR ndo mostraram atividade significativa sob as formas
tripomastigotas do T. cruzi, exibindo valores de ICs, de 126, 211 e 114 umol L™,
respectivamente.

Os complexos (4), (5) e (6) mostraram-se ativos em concentracfes de
cerca de 4, 2 e 5 umol L™, respectivamente. Ou seja, esses complexos sio
significativamente mais ativos que o benzinidazol, que é a droga de referéncia.

Embora a fenantrolina livie e o sal precursor, [CuCly(fen)], mostrem
atividade significativa, os complexos que unem o Cu(ll), as fluorquinolonas e a
fen, sdo mais ativos, em especial o complexo (5), que apresenta também o maior
indice de seletividade (IS = 19), sendo portanto o mais promissor destes trés
novos complexos.

Resultados de atividade anti-T.cruzi para complexos de Cu(ll) analogos
aos obtidos no presente trabalho, preparados por outro membro do nosso
grupo®, séo listados na Tabela 18 para efeito de comparagdo e discussdo, uma
vez que na literatura os exemplos de complexos de fluorquinolonas com

atividade antiparasitaria sao rarissimos.
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Tabela 18. Resultados de atividade anti-T.cruzi para complexos de Cu(ll)

analogos.
Compostos ICso (umol L") indice de Seletividade (IS)*

Série A

[CUCI,(NOR)] (A1) 78+ 11,6 0,8

[CuCI,(LEVO)] (A2) 59,7+9,1 a

[CuClL(ESPAR)] (A3) 45,0+ 29,9 a
Série B

[CuCly(py)(NOR)] (B1) 87 +41 2,86

[CuCly(py)(LEVO)] (B2) Nd a

[CuCly(py)(ESPAR)] (B3) 52 + 22 0,12
Série C

[CuCl(bipy)(NOR)]CI (C1) 15,8 + 3,7 4

[CuCl(bipy)(LEVO)]CI (C2) 14,9 +2,7 4,18

E(ég?l(bipy)(ESPAR)]Cl 182+ 4 3.4

py = piridina, bipy = 2,2-bipiridina. IS = LCs¢/ ICs. *Os dados sdo expressos

como média + SD de trés experimentos independentes. ®testes em andamento

A associacdo do Cu(ll) as fluorquinolonas levou a um aumento da
atividade. Observa-se que nos complexos da série A, (Al) — (A3), os valores de
ICs séo significativamente menores que nas fluorquinolonas livres (78, 60 e 45 n
mol L™, respectivamente) e aproximadamente da mesma ordem de grandeza do
CuCl, (82 umol L™).

A introducgéo da piridina (py) como co-ligante, nos complexos da série B,
ndo foi uma estratégia eficaz para a melhora da atividade. Nos complexos (B1) e
(B3) os valores de ICs, sdo de 87 e 52 umol L™, respectivamente, ou seja, da
mesma ordem de grandeza dos complexos que nao contém piridina em sua
estrutura. Adicionalmente, o precursor [CuCl,(py),] revelou ICs, = 54 umol L™.

Uma diminuicdo significativa dos valores de ICs, pode ser observada
quando a 2,2-bipiridina (bipy) foi associada ao cobre e as fluorquinolonas,
levando a um aumento da atividade. Para estes complexos (Cl) a (C3), os
valores de ICg, sé0 16, 15 e 18 umol L, respectivamente, ou seja, cerca de trés

vezes menores que para os complexos citados anteriormente. Essa atividade
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deve-se a presenca da bipy, pois o precursor [CuCl,(bipy)] apresenta ICsg igual a
14 pmol L*. Além disso, esses complexos apresentam altos indices de
seletividade (IS =~ 4).

Como pode ser observado, a estratégia mais eficaz para o aumento da
atividade anti-T.cruzi dos complexos foi a introdu¢do do grupo 1,10-fenantrolina
(fen). Esses complexos sdo até 36 vezes mais ativos que os complexos
analogos, sem a fen.

A partir destes resultados, os complexos contendo 1,10-fenantrolina como
co-ligante, foram selecionados para os testes sob as formas amastigotas
intracelulares do T.cruzi, assim como seus respectivos ligantes. No entanto,
serdo descritos apenas os resultados para os complexos (4) e (6) e seus
ligantes, ja que os testes para o complexo (5) encontram-se em andamento.

A Tabela 19 lista os valores de ICs, (umol L™) e os indices de seletividade
(IS) obtidos para a NOR e ESPAR e seus complexos sob as formas amastigotas
intracelulares do T.cruzi (48 horas de tratamento a 37 °C).

Tabela 19. Atividade (media = SD) e indice de seletividade (IS) para a NOR,
ESPAR e seus complexos de Cu(ll) sob as formas amastigotas intracelulares do
T. cruzi (cepa Y) in vitro.

Compostos ICso (umol L™ indice de Seletividade (IS)*
Norfloxacina (NOR) 172+ 17 >1,16
[CuCl,(fen)(NOR)].4H,0 (4) 16+0,1 2,66
Levofloxacina (LEVO) a A
[CuCl,(fen)(LEVO)].4H,0 (5) a A
Esparfloxacina (ESPAR) 129+ 43 >1,55
[CuCl,(fen)(ESPAR)].3H,0 (6) 2+1 2,57
Benzninidazole 2719 > 360

IS = LCs¢/ ICs0. *Os dados sdo expressos como média + SD de trés experimentos

independentes. “testes em andamento.

Como pode ser observado, as fluorquinolonas NOR e ESPAR nao tém
atividade significativa sob as formas amastigotas do T.cruzi, exibindo valores de

ICso de 172 e 129 pmol L™, respectivamente. A coordenacéo ao Cu(ll) e a fen
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levou a um aumento significativo da atividade. Os complexos (4) e (6) mostram
valores de ICs, de 1,6 e 2 pumol L™, sendo 80 e 77% mais ativos que seus
respectivos ligantes livres (Tabela 1). Além disso, esses complexos sdo mais
seletivos que as drogas livres (IS ~ 2,6).

A Figura 39 mostra o efeito dos complexos (4) e (6) sob as formas
amastigotas intracelulares do parasito, obtido através da quantificagdo do
percentual de inibicdo do indice endocitico (IE) que representa a multiplicagéo
entre o percentual de células hospedeiras infectadas pelo nimero de parasitos
por célula infectada.

100 [
—=-(4)

—o0-(12)

0 T T T T T T T T
0 063 125 188 25 313 375 438 5 563 625
Concentragdao (uM)

% reducgdo do indice endocitico

Figura 39. Atividade dos complexos (4) e (6) sob as formas amastigotas intracelulares do
T.cruzi (cepa ).

Os dados obtidos mostram que os complexos de Cu(ll) estudados tém
atividade superior as fluorquinolonas livres nas duas formas do T.cruzi
relevantes para a infeccdo em mamiferos: tripomastigota sanguinea e
amastigota.

Os complexos que contém o grupo fenantrolina como co-ligante sao os
mais ativos. Isso pode ser devido a maior facilidade desses complexos de
transpor membranas bioldgicas, incluindo a dos parasitos e de suas células
hospedeiras, j& que a fen € um grupo muito hidrofébico e/ou potencial de atuar
sobre distintos alvos celulares (incluindo ADN-mitocondrial ou ADN nuclear).

Embora vérias classes de compostos tenham sido testadas contra o
T.cruzi, in vitro e in vivo, desde a introducdo do Nifurtimox e do Benznidazol na

pratica clinica, poucos chegaram a fase de ensaios clinicos.
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Dessa forma, o potencial anti-parasitario de varias fluorquinolonas,
juntamente com a atividade anti-T.cruzi dos complexos de Cu(ll) (4), (5) e (6)
descrita no presente trabalho, justificam novos estudos in vitro e in vivo e
sugerem que a associacao fluorquinolona — cobre — fen, em um mesmo
composto, pode representar uma estratégia promissora para o desenvolvimento

de novos agentes anti-T.cruzi.
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9
Complexos de Bi(lll) contendo fluorquinolonas: sinteses,
estudos espectroscopicos e testes de atividade

antibacteriana

Nesse capitulo, inicialmente, descrevemos as caracterizagfes dos trés
novos complexos de Bi(lll) contendo levofloxacina (LEVO), norfloxacina (NOR)
ou esparfloxacina (ESPAR). Em seguida, séo relatados resultados de testes de
atividade antimicrobiana contra Staphylococcus aureus e Pseudomonas

aeruginosa.

9.1.

Dados de microanalises e condutividade

Os dados de microandlises sugerem que em todos os complexos ha um
ligante e trés cloretos para cada 4&tomo do metal. As medidas de condutividade
em dimetilsulfoxido (DMSO) indicam que o0s complexos obtidos s@o néo
eletrélitos. Como o DMSO é um solvente coordenante, esperava-se que ele
substituisse pelo menos um dos cloretos na esfera de coordenacgdo do bismuto.
Como isso nao ocorre, pareceu-nos razoavel supor que os complexos sao
dimeros, nos quais dois atomos de cloro estariam ligados em ponte. Essa
suposicdo baseia-se também no fato do Bi(lll) ser um cétion grande que
normalmente forma complexos com ndmero de coordenagéo 6 ou 7.

Portanto, sugerimos que os complexos sdo do tipo [BiCls(L)],, onde L
representa o ligante levofloxacina (LEVO), norfloxacina (NOR) ou esparfloxacina
(ESPAR) coordenado de forma neutra ao bismuto. Os dados de microandlises,

de condutividade e faixa de decomposicéo séo listados na Tabela 20.
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Tabela 20. Dados de microanalises (valores calculados entre parénteses),
condutividade (A, uS cm™) e faixa de decomposicéo (°C) para os complexos de

Bi(Ill) de levofloxacina, norfloxacina e esparfloxacina.

Faixa de
%C %H %N A* decomposicdo
(°C)
[BiCl3(LEVO)], 31,08 (32,00 3,30(3,00 5,90(6,2) 22,70 240 - 285
[BiCl3(NOR)], 27,93 (30,3) 3,48(2,9) 6,13(6,6) 24,83 245 —-300

[BiCl3(ESPAR)], 32,06 (32,2) 3,30(3,4) 7,63(7,9) 17,50 188 — 290

*Condutividade (1 x 10 mol L™) medida em DMSO

9.2.

Espectroscopia naregido do infravermelho

As bandas dos espectros do infravermelho, mostradas na Tabela 21, sdo
usadas para investigar o0 modo de coordenacdo das fluorquinolonas ao centro

metalico.

Tabela 21. Principais bandas do espectro de infravermelho dos complexos de
Bi(lll) das fluorquinolonas LEVO, NOR e ESPAR.

Compostos v(COOH) v(C=0)
Levofloxacina 1724 m 1620 F
[BIiCl3(LEVO)], 1705F 1622 F
Norfloxacina 1732m 1621 F
[BiCI3(NOR)]2 1696m 1627 F
Esparfloxacina 1716 m 1638 F
[BiCI3(ESPAR)], 1712m  1635F

Legenda: F: forte; m: média; f: fraca.

Nos espectros de infravermelho das fluorquinolonas livres, Figuras 40 (a),
41 (a) e 42 (a), as bandas observadas na regido entre 1719 e 1731 cm™, foram

103, 104 Essa banda

atribuidas ao estiramento do &cido carboxilico livre.
permanece nos espectros dos complexos, Figuras 40 (b), 41 (b) e 42 (b),

indicando que o acido carboxilico ndo estaria coordenado ao Bi(lll). O modo
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vibracional v(C=0), observado entre 1616 e 1634 cm™, no espectro das

fluorquinolonas livres’® ™

, hdo se desloca significativamente nos espectros de
seus respectivos complexos de bismuto, indicando que esse grupo também nao

estaria participando da coordenacéo.
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Figura 40. Espectros de IV (a) da levofloxacina e (b) de seu complexo de Bi(lll).
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Figura 41. Espectros de infravermelho da norfloxacina (a) e de seu complexo de Bi(lll)

(b).
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Figura 42. Espectros de infravermelho da esparfloxacina (a) e do complexo de Bi(lll) (b).

Nas discussdes anteriores, observamos que a levofloxacina, a norfloxacina
e a esparfloxacina coordenam-se de forma neutra e bidentada ao Au(lll) e ao
Cu(ll). No entanto, no primeiro caso, a coordenacgéo ocorre pelos nitrogénios do
anel piperazina e, no segundo, pelos oxigénios cetdnico e carboxilico. Nos
complexos de Bi(lll), a coordenacgé&o parece ocorrer também pelos nitrogénios do

anel piperazina. Isso pode ser explicado pelo carater duro-macio desses cations
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metalicos. O Cu(ll) € um cation de um acido duro, e por isso prefere ligar-se aos
oxigénios que sdo bases mais duras. O Au(lll), por outro lado, € um cation de um
acido macio e prefere os nitrogénios, que sdo bases mais macias. O Bi(lll) € um
cation grande, facilmente polarizavel e, por isso, é macio. Portanto, parece l6gico
que o Bi(lll) prefira ligar-se aos nitrogénios. A Figura 43 mostra as possiveis
estruturas para os complexos.

Foram feitas tentativas de obter espectros de ressonéncia magnética
nuclear e espectros de massas para os complexos de Bi(lll). No entanto, devido
a baixa solubilidade dos mesmos ndo pudemos obter resultados conclusivos.

C C
<N\E‘3i/CI\ELi/N>
N | T~ | ~—
Cl C

Figura 43. Estruturas propostas para os complexos de Bi(lll) de levofloxacina,
norfloxacina e esparfloxacina (N - N = NOR, LEVO ou ESPAR).

9.3.

Espectroscopia Raman

As analises dos espectros de Raman, das fluorquinolonas livres e de seus
complexos de Bi(lll), foram realizadas para auxiliar na andlise dos espectros
obtidos no infravermelho, uma vez que as fluorquinolonas possuem as mesmas
vibragbes ativas, tanto no infravermelho, como no Raman. Raramente uma
banda no espectro de Raman é devida apenas a uma vibracdo de dois atomos.
Na maioria das vezes é uma combinacdo de muitas vibracbes devido ao
acoplamento de coordenadas internas. '°°

Excecdes nos espectros Raman das fluorquinolonas livres, sdo as bandas
observadas na regido entre 1718 e 1726 cm?, gue sao atribuidas ao estiramento
do grupo carboxilico. Essa banda ndo desloca significativamente nos espectros
dos complexos, indicando que o acido carboxilico ndo deve estar coordenado ao
Bi(llI).

A Tabela 22, lista as atribui¢cbes das principais bandas do espectro Raman
das fluorquinolonas e de seus complexos de Bi(lll) e as Figuras 44, 45 e 46

mostram o0s espectros obtidos.
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Tabela 22. Principais bandas do espectro Raman dos complexos de Bi(lll) das
fluorquinolonas LEVO, NOR e ESPAR.

Compostos V(C=0)car  v(C=0)ce,
Levofloxacina 1726 f 1549
[BiCl3(LEVO)], 1708 f 1549
Norfloxacina 1724 f 1548
[BiCl3(NOR)], 1712 f 1549
Esparfloxacina 1718 f 1549
[BiCI3(ESPAR)], 1719 f 1534

O modo de estiramento v(C=0) cetbnico, observado em baixos
comprimentos de onda, 1549 cm™, nos espectro das fluorquinolonas livres tem
baixa intensidade devido a forte ligacdo de hidrogénio intramolecular’® Nos
espectros dos complexos, estas bandas ndo se deslocam significativamente,
indicando que esse grupo também nao estaria participando da coordenacgéo, em

concordancia com os espectros obtidos no infravermelho.
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Figura 44. Espectros Raman da levofloxacina (a) e de seu complexo de Bi(lll) (b).
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Figura 45. Espectros Raman da norfloxacina (a) e do complexo de Bi(lll) (b).


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 0812617/CB


PUC-RIo - Certificacdo Digital N° 0812617/CB

101

1.89 _
1§ |

0.8 ]
INT
06 J

04|

0.0

36220 3400 3200 3000 2800 2600 2400 2200 2000 1800 1600 1400 1200 1000 200 600 400 200 300
em-1

(@)

INT

3622.0 3400 3200 3000 2800 2600 2400 2200 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600 400 00 300
em-1

(b)

Figura 46. Espectros Raman da esparfloxacina (a) e do complexo de Bi(lll) (b).
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9.4.
Testes de Atividade Antimicrobiana para as fluorquinolonas e seus
complexos de Bi(lll)

A atividade antibacteriana, in vitro, dos complexos de Bi(lll) de
levofloxacina, norfloxacina e esparfloxacina, bem como os ligantes livres, foi
testada utilizando-se cepas de Staphylococcus aureus (gram-positivas) e
Pseudomonas aeruginosa (gram-negativas). Os testes foram realizados de
acordo com a metodologia do NCCLS, previamente descrita.

A concentracdo inibitéria minima (CIM) é a menor concentracdo de
agente antimicrobiano que inibe completamente o crescimento do organismo nos
tubos ou pocos de microdiluicdo, conforme detectado a olho nu. Para sua
determinacdo, a quantidade de crescimento nos pog¢os ou tubos contendo o
antibiético deve ser comparada com a quantidade de crescimento nos pog¢os ou
tubos de controle de crescimento (sem antibiético) usada em cada conjunto de
testes ao determinar os pontos finais de crescimento. Para que o teste seja
considerado valido, € necessario que haja crescimento (2 2 mm de turbidez
definitiva) no poc¢o de controle positivo.

Os testes foram realizados em uma série com dez diluigbes para a droga
livre e em trés séries com dez diluigcbes para os complexos. Contudo, como as
diluicbes partiram da mesma solugcdo estoque (C,) apenas uma série dos
complexos e suas respectivas concentracdes foi apresentada na tabela.

Abaixo, na Tabela 23, os valores da série de diluicdo (Cy a Cyo) para o
teste com Pseudomonas aeruginosa podem ser visualizados. As concentracdes

inibitérias minimas encontram-se destacadas em negrito.
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Tabela 23. Valores da série de diluicdo das concentracdes do teste de atividade
antimicrobiana frente a P. aeruginosa para as fluorquinolonas e seus complexos

de Bi(lll). Os valores em negrito representam as CIM.

Compostos Concentracdes (g mL™)

Co C, C, Cs Cs4 Cs Cs C; Cs Co | Cypo
Levofloxacina 131,5 | 65,75 | 32,88 | 16,44 | 8,22 | 4,11 | 2,05 | 1,03 | 0,51 | 0,26 | 0,13
Bi,Clg(LEVO), 156,25 | 78,13 | 39,06 | 19,53 | 9,76 | 4,88 | 2,44 | 1,22 | 0,61 | 0,31 | 0,15
Norfloxacina 133,5 | 66,75 | 33,38 | 16,69 | 8,34 | 4,17 | 2,08 | 1,04 | 0,52 | 0,26 | 0,13
Bi,Clg(NOR), 159 79,5 | 39,75 19,87 | 9,93 |4,97 | 2,48 | 1,24 | 0,62 | 0,31 | 0,15
Esparfloxacina 126,75 | 63,37 | 31,69 | 15,84 | 7,92 | 3,96 | 1,98 | 0,99 | 0,49 | 0,25 | 0,12
Bi,Cls(ESPAR), 148,75 | 74,37 | 37,19 | 18,60 | 9,30 | 4,65 | 2,32 | 1,16 | 0,58 | 0,29 | 0,14

PUC-RIo - Certificacdo Digital N° 0812617/CB

Para os testes do composto [BiCl3(LEVO)],, 0 mesmo resultado foi
encontrado para as trés séries, indicando a auséncia de erros, uma vez que a
repetibilidade foi boa. As trés séries tiveram seus tubos turvados na
concentracéo Cg, ficando translicidas em C,. Isto mostra que a concentracao
minima inibitéria foi no tubo de concentrag&o 7 (1,22 ug mL™).

No teste da levofloxacina, a turvag&o ocorreu no tubo de concentragéo 7,
indicando que a concentra¢cdo minima inibitoria ocorreu no tubo de concentragéo
6 (2,05 pg mL™).

Para os testes do composto [BiCl;(NOR)],, 0 mesmo resultado foi
encontrado para as trés séries, indicando a auséncia de erros mais uma vez. As
trés séries tiveram seus tubos turvados na concentracdo C-, ficando transltcidas
em Cs. Isto mostra que a concentracdo minima inibitéria foi no tubo de
concentracio 6 (2,48 pug mL™Y).

No teste da droga livre, norfloxacina, a turvagdo ocorreu no tubo de
concentracdo 7, indicando que a concentragdo minima inibitoria ocorreu no tubo
de concentrac&o 6 (2,08 pg mL™).

Para os testes do composto [BiCl;(ESPAR)], o mesmo resultado foi
encontrado para as trés séries, indicando que o resultado pode ser considerado
confiavel. As trés séries tiveram seus tubos turvados na concentracdo C-,
ficando translicidas em Cg. Isto mostra que a concentracdo minima inibitéria foi
no tubo de concentrag&o 6 (2,32 ug mL™).

No teste da esparfloxacina a turvacdo ocorreu no tubo de concentragéo 7,
indicando que a concentra¢cdo minima inibitéria ocorreu no tubo de concentragéo
6 (1,98 pg mL™Y).
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Tabela 24. Resultados dos célculos das concentracdes inibitérias minimas,

contra P. aeruginosa, em pmol L™ das drogas livres e de seus complexos com

Bi(lll).
Calculo da Concentracdo Minima Inibitoria
(CIM)
Compostos CIM CIM MM CIM
(g mL™) L") (9) (umol L™)

Levofloxacina 2,05 2,05x10° | 361,37 5,68
[BiCl3(LEVO)], 1,22 1,22x10° | 676,7 1,80
Norfloxacina 2,08 2,08x10° | 319,33 6,52
[BiCl3(NOR)], 2,48 2,48x10° | 634,7 3,91
Esparfloxacina 1,98 1,98 x 10° | 392,40 5,05
[BiCI3(ESPAR)], 2,32 2,32x10% | 706,7 3,29

Como pode ser observado na tabela acima, em todos os casos, a CIM

para os complexos € menor que para os ligantes livres, indicando que os

complexos sdo mais ativos que as respectivas drogas livres. Em especial o

complexo com a Levo, cerca de 70% mais ativo.

Abaixo, na Tabela 25, encontram-se os valores da série de diluicdo (Cy a

Ci0) para o teste com Staphyloccocus aureus. As concentrages inibitorias

minimas encontram-se destacadas em negrito.
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Tabela 25. Valores da série de diluicdo das concentracfes do teste de atividade
antimicrobiana frente a S. aureus para as fluorquinolonas e seus complexos de

Bi(lll). Os valores em negrito representam as CIM.

Compostos Concentracées (ug/mL)

Co C, C, Cs Cy4 Cs Cs C; Cs Co Cio
Levofloxacina 131,5 | 65,75 | 32,88 | 16,44 | 8,22 | 4,11 | 2,05 | 1,03 | 0,51 | 0,26 | 0,13
[BiCl3(LEVO)]2 156,25 | 78,13 | 39,06 | 19,53 | 9,76 | 4,88 | 2,44 | 1,22 | 0,61 | 0,31 | 0,15
Norfloxacina 133,5 | 66,75 | 33,38 | 16,69 | 8,34 | 4,17 | 2,08 | 1,04 | 0,52 | 0,26 | 0,13
[BiCl3(NOR)], 159 79,5 | 39,75 | 19,87 (9,93 | 497|248 |1,24 | 0,62 | 0,31 | 0,15
Esparfloxacina 126,75 | 63,37 | 31,69 | 15,84 | 7,92 | 3,96 | 1,98 | 0,99 | 0,49 | 0,25 | 0,12
[BICIz;(ESPAR)]» 148,75 | 74,37 | 37,19 | 18,60 | 9,30 | 4,65 | 2,32 | 1,16 | 0,58 | 0,29 | 0,14

PUC-RIo - Certificacdo Digital N° 0812617/CB

Para os testes do composto [BiCl3(LEVO)],, 0 mesmo resultado foi
encontrado para as trés séries, indicando a auséncia de erros uma vez que a
repetibilidade foi boa. As trés séries tiveram seus tubos turvados na
concentracéo C,, ficando translicidas em Cg. ISto mostra que a concentracao
minima inibitéria foi no tubo de concentracgéo 8 (0,61 ug mL™).

No teste da levofloxacina a turvacdo ocorreu no tubo de concentracédo 10,
indicando que a concentra¢cdo minima inibitoria ocorreu no tubo de concentragéo
9 (0,26 pg mL™).

Para os testes do composto [BiCl;(NOR)],, 0 mesmo resultado foi
encontrado para as trés séries, indicando a auséncia de erros mais uma vez. As
trés séries tiveram seus tubos turvados na concentracéo C,, ficando transltcidas
em Csg. Isto mostra que a concentracdo minima inibitéria foi no tubo de
concentrac&o 8 (0,62 pg mL™Y).

No teste da droga livre, norfloxacina, a turvagdo ocorreu no tubo de
concentracdo 9, indicando que a concentragdo minima inibitoria ocorreu no tubo
de concentrac&o 8 (0,52 pug mL™).

Para os testes do composto [BiCl;(ESPAR)],, 0 mesmo resultado foi
encontrado para as trés séries, indicando que o resultado pode ser confiavel. As
trés séries tiveram seus tubos turvados na concentracédo C,, ficando transllcidas
em Cg. Isto mostra que a concentragdo minima inibitéria foi no tubo de
concentrac&o 8 (0,58 pg mL™).

No teste da esparfloxacina a turvacdo ocorreu no tubo de concentragdo 9,
indicando que a concentra¢cdo minima inibitéria ocorreu no tubo de concentragéo
8 (0,49 pg mL™).



DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 0812617/CB


PUC-RIo - Certificacdo Digital N° 0812617/CB

106

A Tabela 26 mostra os resultados da CIM em pmol L™.

Tabela 26. Resultados dos célculos das concentracdes inibitérias minimas,
contra P. aeruginosa, em puMol L™ das drogas livres e de seus complexos com
Bi(lln).

Célculo da Concentracdo Minima Inibitéria
Compostos CIM CIM MM CIM
(ug mL™) L") (@ | (umolL™)
Levofloxacina 0,26 0,26 x 10° | 361,37 0,71
[BiCl3(LEVO)], 0,61 0,61x10° | 676,7 0,61
Norfloxacina 0,52 0,52x10° | 319,33 1,63
[BiCl3(NOR)], 0,62 0,62x10° | 634,7 0,98
Esparfloxacina 0,49 0,49 x 10° | 392,40 1,26
[BiCI3(ESPAR)], 0,58 0,58 x 10° | 706,7 0,82

Como pode ser observado na tabela acima, a CIM para os complexos &
menor que para os ligantes livres, indicando que os complexos sdo mais ativos
que as respectivas drogas livres.

Na literatura, a maior parte dos complexos de Bismuto (lll) relatados com
fluorquinolonas esta coordenado ionicamente (Ligante-Metal). De acordo com
estas pesquisas, os complexos coordenados desta forma apresentariam maior
atividade bioldgica, pois sua solubilidade ajudaria a permeabilidade e
transposi¢cdo no meio, facilitando o mecanismo de a¢éo do complexo. Apesar de
insolaveis, os complexos obtidos neste trabalho, quando colocados no caldo
para dar inicio aos testes ficaram solUveis no meio, ndo havendo qualquer tipo

de interferéncia nos testes e por fim nos resultados apresentados.
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10

Conclusoes

Complexos de Au(lll)

Inicialmente, descrevemos a obtencdo de trés novos complexos de Au(lll)
de alguns antibiéticos da classe das fluorquinolonas. Os complexos obtidos sdo
do tipo [AuCl,(L)]CI, onde L= levofloxacina, norfloxacina ou esparfloxacina. Em
todos os casos, as fluorquinolonas coordenam-se de modo neutro ao metal.
Dados de infravermelho sugerem que as carbonilas ceténica e carboxilica ndo
estdo coordenadas ao Au. Dados de RMN de 'H e **C confirmam os dados de
infravermelho e sugerem que a coordenacdo das fluorquinolonas ao Au(lll)
ocorre atraves dos nitrogénios do anel piperazina.

Em seguida, sdo relatados resultados de estudos de absorgdo oOtica,
fluorescéncia estacionaria e fluorescéncia resolvida no tempo para a norfloxacina
e seu complexo de Au(lll). Os resultados mostraram que a presenga do Au(lll)
modificou as propriedades da fluorescéncia da norfloxacina em toda a faixa de
pH, indicando que ha complexo em meio aquoso com as trés espécies ibnicas
da NOR, porém com constantes de associacdo bem diferentes. As propriedades
de luminescéncia da norfloxacina foram utilizadas para estudar a associacdo dos
fons Au(lll) com as formas catibnicas, anidnicas e zwitteridnica do ligante livre.
Os ions de Au(lll), ao se complexarem com NOR zwitteribnica, produziu uma
diminuicdo na fluorescéncia e um pequeno deslocamento para o vermelho. As
modificagfes da intensidade de fluorescéncia foram ajustadas com a expresséo
exata para o modelo de um sitio de ligacdo e a constante de ligag&o foi obtida:
Ko™ = 1,7 x 10° mol L. O tempo de vida de fluorescéncia para a NOR
zwitteridnica, que foi t,, = 1,15 ns, tornou-se t,= 2,42 ns quando o complexo foi
formado. A associacdo do Au(lll) com a NOR catibnica foi muito mais fraca. A
constante de ligac&o obtida a partir das mudancas de fluorescéncia foi K,"' = 2,4
x 10%® mol L™. Os resultados revelaram que o sitio de coordenacdo da NOR
zwitteribnica com Au(lll) envolve o grupo carboxilato. Os resultados também
mostraram que existe uma associacdo muito mais forte do Au(lll) com o &nion
carboxilato do que com o acido neutro.

Associagao de Au(lll) com a NOR anibnica, nédo fluorescente em pH 10,6,
apresentou uma clara evidéncia de dois sitios de ligacdo. O aumento da

fluorescéncia em baixas concentragbes de Au(lll), sugere que o local de
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coordenacdo de maior afinidade € o grupo piperazinil desprotonado. A constante
de ligacdo para este sitio € muito alta e somente um limite mais baixo foi
determinado a partir de mudancas na fluorescéncia: K, PP = 5 x 10’ mol L. A
medi¢do do decaimento da fluorescéncia permitiu calcular um tempo de vida de
1,52 ns para o complexo. Ligacdo de um segundo ion Au(lll) suprime a
fluorescéncia do complexo da Nor com Au nesse pH. O segundo sitio de ligacdo
da NOR anibnica seria 0 mesmo que o sitio Unico de ligacdo da NOR
zwitteridnica, i.e., os &tomos de oxigénio da carbonila e do grupo carboxilico.

Os resultados sugerem que o pH local de um ambiente é muito importante
para determinar a associacéo de ions metalicos com fluoroquinolonas. Os sitios
de ligacdo sao diferentes em diferentes pH e as constantes de ligagdo mudam
por varias ordens de magnitude.

Os testes de atividade biolégica mostraram que os complexos de Au(lll)
estudados tém atividade citotoxica superior as fluorquinolonas livres frente as
linhagens tumorais A20, B16-F10 e K562 e as linhagens sadias MCR-5 e L919,
em especial, o complexo de Au(lll) com a LEVO. Portanto, a associagdo Au-
fluorquinolona mostrou ser uma estratégia eficaz para o desenvolvimento de

novos agentes antitumorais.

Complexos de Cu(ll)

Dando continuidade aos nossos trabalhos, investimos na obtencdo de
complexos de Cu(ll) de levofloxacina, norfloxacina e da esparfloxacina, tendo a
fenantrolina como co-ligante. Os dados sugerem a formacgédo de complexos do
tipo [CuCly(fen)(L)] onde LEVO, NOR e ESPAR representam os ligantes
levofloxacina, norfloxacina e esparfloxacina coordenados aos ions metalicos na
forma zwiteribnica. Os dados dos espectros de infravermelho indicam que os
ligantes estdo coordenados aos ions Cu(ll) de modo bidentado através do grupo
carboxilato e da carbonila ceténica.

A toxicidade dos complexos de Cu(ll) de levofloxacina, norfloxacina e
esparfloxacina foi testada frente a Artemia sp. como um pré-screening para a
atividade citotoxica e antitumoral. Nas doses testadas, nenhum dos complexos
estudados apresentou toxicidade, ndo significando, no entanto, que ndo tém
potencial como agentes antitumorais, uma vez que este teste so se correlaciona

a alguns tumores. Testes de atividade anti T-cruzi foram realizados com
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sucesso, com rendimentos de até 80% melhores do que a droga atualmente

disponivel para o tratamento da Doenca de Chagas.

Complexos de Bi(lll)

Obtivemos, igualmente, complexos de Bi(lll) de algumas fluorquinolonas.
Nesse caso, 0os complexos obtidos sdo do tipo [BiCls(L),],, onde L representa os
ligantes LEVO, NOR ou ESPAR coordenados de forma neutra ao metal. Dados
de infravermelho e Raman sugerem que as carbonilas cetbénica e carboxilica ndo
estdo coordenadas ao Bi.

A atividade antibacteriana dos complexos de Bi(lll) de levofloxacina,
norfloxacina e esparfloxacina foi testada utilizando-se estirpes de
Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa. As drogas livres e o0s
complexos foram testados em doses que variaram entre 0,10 e 80 ug mL™. Em
todos os casos, observou-se que 0s complexos sd0 mais ativos que as

respectivas drogas livres.
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11

Producdes Académicas

Os trabalhos “Complexos de Au(lll) contendo fluorquinolonas:
sinteses e estudos espectroscopicos” e “Estudo do antibiético
norfloxacina e do seu complexo com Au(lll) através da técnica de
fluorescéncia estaciondria e resolvida no tempo” com parte dos resultados
descritos aqui, foram apresentados durante a 322 Reunido Anual da Sociedade
Brasileira de Quimica, sendo que o ultimo foi apresentado oralmente durante
uma sec¢éo coordenada de quimica inorganica.

Os trabalhos “Complexos de Cu(ll) de norfloxacina e esparfloxacina:
novos candidatos a agentes anti-T.cruzi” e “Estudo da formacao de
complexos de Cu(ll)-fenantrolina com norfloxacina através de supressao de
fluorescéncia” com parte dos resultados descritos aqui, foram apresentados
durante a 332 Reunido Anual da Sociedade Brasileira de Quimica.

O trabalho “Spectrofluorometric studies of the interaction of the
metal ions Au(lll) and Cu(ll) with the antibiotic norfloxacina” foi aceito no
XXXIII Encontro Nacional de Fisica da Matéria Condensada, 2010.

O trabalho “EPR Espectral Properties of Cu(ll) complexes vwith
fluorquinolone and 1,10-phenantroline” foi aceito e apresentado no XV
Brazilian Meeting on Inorganic Chemistry/ Il Latin American Meeting on Inorganic
Chemistry — XV BMIC/ 1l LABIC 2010.

O trabalho “Co(ll), Mn(ll) and Cu(ll) complexes of fluorquinolones:
spectroscopical studies and biological evaluation against Trypanosoma
cruzi” foi aceito para o 15" International Conference on Biological Inorganic
Chemistry - ICBIC 2011.

O trabalho “Gold(lll) Levofoxacin complex: a promising antitumor
candidate” foi aceito e apresentado no XVI Brazilian Meeting on Inorganic
Chemistry/ 1l Latin American Meeting on Inorganic Chemistry — XV BMIC/ Il
LABIC 2012.

Trés artigos com parte dos resultados descritos nesta tese foram
publicados. O artigo “Fluorescence studies of gold(lll)-norfloxacin complexes
in aqueous solutions” no “Journal of Fluorescence”, o artigo “Co(lIl), Mn(ll) and
Cu(ll) complexes of fluorquinolones: synthesis, spectroscopical studies

and biological evaluation against Trypanosoma cruzi” na Polyhedron e o
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artigo “Atypical fluoroquinolone gold(lll) chelates as potential anticancer
agents: Relevance of DNA and protein interactions for their mechanism of
action” no European Journal of Medicinal Chemistry.
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