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Resumo

A doenga de Chagas, causada pelo protozoario Trypanosoma cruzi, ¢ uma
parasitose endémica com cerca de 12 milhdes de casos na América Latina. As duas
unicas drogas usadas para o tratamento da doenga sd3o o Nifurtimox e a Benznidazole,
que causam sérios efeitos colaterais. As limita¢cdes 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
exercam baixa toxicidade e cuja producao envolva baixo custo.

As fluorquinolonas, uma importante classe de antibioticos sintéticos, tiveram sua
atividade antiparasitdria relatada na literatura, especialmente frente a Leishmania
panamensis. Levando-se em consideracdo que complexos metdlicos podem ser mais
ativos que seus ligantes livres, preparamos complexos de Cu(II) de norfloxacina (NOR),
levofloxacina (LEVO) e esparfloxacina (SPAR), contendo ou ndo os seguintes co-
ligantes: piridina (py), 2,2’-bipiridina (bipy) ou 1,10-fenantrolina (fen) e testamos sua
atividade frente as formas tripomastigotas do 7.cruzi. Doze complexos foram obtidos do
tipo [CuCl,(H,0)(L)], [CuCly(py)(L)], [CuCl(bipy)(L)]Cl e [CuCly(fen)(L)] (L = NOR,
LEVO e SPAR), nos quais os ligantes coordenam-se ao ion Cu(Il) na forma
zwiterionica e de modo bidentado através da carbonila cetonica e da carbonila do 4cido
carboxilico. Dentre esses compostos aqueles contendo fenantrolina mostraram ser os
mais promissores como agentes tripanocipas.

As propriedades de ligagdo dos complexos com o ADN foram investigadas
através de espectroscopia de UV-vis. A afinidade dos complexos pela albumina bovina
(BSA) foi igualmente estudada, por espectroscopia de fluorescéncia, uma vez que essa
proteina ¢ responsavel pelo transporte de drogas nos mamiferos. As constantes de
interagio droga-ADN sdo da ordem de 10° a 10° M e a interagio ocorre via
intercala¢do com clivagem da estrutura secundaria do ADN. As constantes de interagao
droga-BSA sio da ordem de 10° ¢ 10° M, ou seja, as drogas estudadas tém maior
afinidade pela BSA do que pelo ADN.

Em resumo, acreditamos que com esse trabalho contribuimos para um melhor
conhecimento da quimica das fluorquinolonas e de seus complexos metalicos e de suas

diversas propriedades antiparasitarias.

Palavras-chave: Fluorquinolonas, complexos de Cu(Il), atividade anti-7.cruzi, interacao

com ADN, interacio com albumina bovina



Abstract

Chagas’ disease, caused by the Trypanosoma cruzi protozoa, is an endemic
parasitosis which affects about 12 million people in Latin America. The only two
available drugs for the treatment of Chagas’ disease are Nifurtimox and Benznidazole,
but both exhibit grave side effects. The limitations of the current chemotherapy for this
illness justify the search for new drug candidates that could be effective and selective
against this parasite, but with low toxicity and low costs.

Fluorquinolones are an important class of synthetic antibacterial agents whose
anti-parasitic activity was reported in the literature, especially against the Leishmania
panamensis. Taking into account that metal complexes could be more active that their
free ligands, in this work we prepare Cu(Il) complexes of norfloxacin (NOR),
levofloxacin (LEVO) and sparfloxacin (SPAR), containing or not pyridine (py), 2,2’-
bipyridine (bipy) or 1,10-phenantholine as co-ligands. The complexes were evaluated
for their ability to suppress in vitro the growth of tripomastigote forms of Trypanosoma
cruzi. Twelve new complexes were obtained: [CuCl,(H,O)(L)], [CuClL(py)(L)],
[CuCl(bipy)(L)]CI and [CuCl,(fen)(L)] (L = NOR, LEVO e SPAR). In all cases the
ligands coordinate with the metal centre via both the pyridone and one carboxylate
oxygen in the neutral zwitterionic form. Complexes containing 1,10-phenanthroline as
co-ligands revealed to be the most active among all studied compounds.

The interaction of the complexes with DNA has been investigated using UV-vis
spectroscopy. The affinity of the complexes with bovine serum albumin (BSA) was also
investigated using fluorescence spectroscopy, since this protein is responsible for drug
transportation in mammals. The intrinsic biding constants for drug-DNA interactions
were found in the 10° a 10° M™' range and are supposed to be due to intercalation with
cleavage of the secondary structure of DNA. The binding constants for drug-BSA
interaction were found in the 10° ¢ 10° M range, i.e., the studied compounds are
revealed to have more affinity with BSA.

In short, with this work we believe to have contributed to a better understanding
not only of the fluorquinolones and their metal complexes’ chemistry, but of their anti-

parasitic properties as well.

Keywords: fluorquinolones, Cu(Il) complexes, anti-7.cruzi activity, interaction

with DNA, interaction with bovine serum albumin
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Capitulo 1 - Introdugdo

1.1 A Doenca de Chagas

Milhdes de pessoas sdo afetadas por doengas parasitarias nas diferentes regides
geograficas mais pobres do mundo. Dentre essas doengas encontram-se: a malaria, a
doenca de chagas, a tripanossomiase africana (doenga do sono), leishmaniose e
esquistossomose. As doengas parasitarias sao responsaveis por incapacitar anualmente
uma fracdo significativa da populacdo de vdarios paises em desenvolvimento,
principalmente no continente Africano (KETTLER e MARJANOVIC, 2004).

A maioria das mortes devido a doencas parasitarias ocorre no hemisfério Sul,
que ¢ predominante pobre. O fato de essas doengas afetarem principalmente regioes
pobres leva a um baixo investimento na pesquisa € desenvolvimento de novas
alternativas para a profilaxia e tratamento das mesmas. Este baixo investimento ocorre
apesar da necessidade de novas alternativas de tratamento serem claras e os fAirmacos e
vacinas serem extremamente insuficientes (KETTLER e MARJANOVIC, 2004;
NWAKA e RIDLEY, 2003). Em fun¢do disso as doencas parasitarias sdo denominadas
- Doengas Orfis ou Doengas Negligenciadas (NWAKA e RIDLEY, 2003).

A doenga de chagas afeta cerca de 17 milhdes de pessoas s6 na América Latina
(COURA e BORGES-PEREIRA, 2010), levando a aproximadamente 50.000 mortes por
ano. Mais de 100 milhdes de individuos vivem em areas de risco de contaminacao por
esta doenga (DIAS e DESSOY, 2009).

No Brasil, a doenga de Chagas ¢ a quarta maior causa de morte entre as doencas
infecto parasitarias e ocorre em uma area de trés milhdes de quildmetros quadrados. Sao
cerca de 2450 municipios, cuja populagdo exposta ao risco de contaminagdo é superior a
28 milhdes de pessoas e a populagdo infectada é de aproximadamente cinco milhdes de
individuos (DIAS, 1997).

Carlos Chagas, em 1909, descobriu a tripanossomiase americana. Esta

descoberta foi um dos mais bem sucedidos e completos achados da historia geral da
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medicina tropical. Carlos Chagas descobriu uma nova doenga humana, identificou seu
parasito e seu vetor. Ele descobriu que os gatos eram reservatdrios domésticos do
Trypanosoma cruzi (T. cruzi), que levavam este, ao contato humano (CHAGAS e
VILELA, 1922).

A tripanossomiase americana, ou doenca de chagas, ¢ uma doenca zoondtica
causada por protozoario Trypanosoma cruzi. Este nome foi dado por Carlos Chagas em
homenagem ao seu mestre Oswaldo Cruz. A transmissdo aos seres humanos pode
ocorrer por vetores hematdfagos triatomineos, por transfusdo sanguinea ou por
transmissdo congénita. Carlos Chagas identificou o barbeiro (Triatoma infestans) como
principal vetor da doenga de Chagas no pais (CHAGAS e VILELA, 1922).

ApOs cair na corrente sanguinea, o 7. cruzi afeta os ganglios, o figado e o bago.
Posteriormente se localiza no coragdo, intestino e esdéfago. Na fase cronica da doenga
pode haver destruicdo da musculatura que provoca aumento desses trés ultimos 6rgaos
citados. Essas lesdes sdo definitivas, irreversiveis. O aumento do coracao ¢ chamado,
quando por consequéncia da infec¢do pelo 7. cruzi, de cardite chagdsica (COURA e
BORGES-PEREIRA, 2010).

O Trypanosoma cruzi é um protozoario flagelado da ordem Kinetoplastida,
familia Tripanosomatidae e género Tripanosoma. O parasito possui um ciclo biologico
complexo que envolve um hospedeiro invertebrado e outro vertebrado, apresenta trés
formas distintas: epimastigota (forma presente no vetor € em cultura axénica),
tripomastigota (forma sanguinea circulante e infectante) e amastigota (forma de
replicagdo intracelular) (HOARE e WALLACE, 1996) (Figura 1.1).

Além da transmissdo vetorial, casos de transmissdo alternativos, como a via
transfusional, congénita por transplantes de 6rgaos ou acidentes laboratoriais, podem ser

identificados (DIAS e DESSQOY, 2009).
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Figura 1.1 - Ciclo de vida do Trypanosoma cruzi
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A infec¢do chagasica ¢ dividida em fases, primeiramente ocorre a fase aguda que
dura cerca de dois meses, sucedida por uma fase cronica que dura geralmente o resto da
vida do hospedeiro. Normalmente a primeira fase da doenga ¢ oligossintomatica,
principalmente em adultos, quando ndo ¢ identificada pelo infectado, nem pelos agentes
de satde. A fase aguda sintomatica ocorre principalmente em criangas menores de dez
anos, cujos sintomas sdo febre e manifestacdes clinicas, tais como, alteragdes
eletrocardiograficas, linfadenopatia e hepatoesplenomegalia, os quais podem provocar
até a morte do hospedeiro definitivo (DIAS, 1993; BOAINAIN, 1979).

A evolucdo da fase aguda para a fase cronica, que pode durar de poucas semanas
a meses, ¢ acompanhada pelo gradativo desaparecimento das manifestagcdes clinicas e
diminui¢do da parasitemia (COURA, 2010) Os individuos portadores da infec¢do
cronica podem ser classificados do ponto de vista clinico como pertencentes as formas
indeterminada (IND), cardiaca (CARD), digestiva (DIG) e cardiodigestiva. A imensa
maioria dos infectados evolui para uma forma cronica indeterminada, caracterizada pela
sorologia positiva, auséncia de sinais, sintomas da doenca e eletrocardiograma e raio-X
(coracdo, esdfago e codlon) normais. Os pacientes apresentam de forma geral, bom

estado de saude, desconhecendo, muitas vezes, a presenca da infec¢do. Estima-se que
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cerca de 50-60% dos individuos infectados apresentam essa forma clinica. Embora se
reconheca que o progndstico ¢ favoravel, sabe-se que anualmente 2 a 5% desses
individuos evoluem para formas sintomaticas da doenca. Apos 20-30 anos de infecgao,
cerca de 20 a 30% dos individuos portadores da forma clinica IND desenvolvem a
forma CARD, resultante de danos progressivos ao miocardio, secundarios a miocardite
fibrosante (DIAS, 1997). A infecc¢do chagasica pode levar ainda a dilatacdes do eso6fago
e colon, principais manifestagdes da forma clinica DIG. Essa forma clinica ocorre em
menos de 10% dos individuos portadores da doenca e como consequéncia,
principalmente, da formagdo de fibrose e da destrui¢do dos neurdnios do sistema
nervoso autdnomo do trato gastrointestinal (DA SILVEIRA, 2007). Pessoas infectadas
pelo 7. cruzi com o sistema imune debilitado (AIDS, quimioterapia, terapias
imunossupressoras) podem reativar a doenca de Chagas com abundante parasitemia
sanguinea e tecidual.

A historia da terapéutica da doenca de Chagas pode ser dividida em trés
periodos:

- O primeiro periodo inicia-se com a descoberta da doenca em abril de 1909,
compreende a morte de Carlos Chagas em novembro de 1934 e encerra-se em 1935 com
o langamento do “Manual de Doencas Tropicais e Infectuosas” por Evandro Chagas. A
obra anteriormente citada contém o relato do insucesso dos medicamentos testados
como tripanossomicidas.

- O segundo periodo compreende os anos de 1936 a 1960, quando numerosas
drogas foram experimentadas empiricamente com resultados controversos.

- O terceiro periodo teve inicio em 1961, quando Zigman Brener descobriu que a
S-nitro-2-furaldeido-semicarbazona (nitrofurazona, Figura 1.2) era capaz de curar
camundongos infectados pelo 7.cruzi, quando submetidos a tratamentos de duragdo
prolongada (50 dias em média) na dose de 100 mg/kg/dia (BRENER e ANDRADE,
1979).
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Figura 1.2 - Estrutura da nitrofurazona



CHIN, DE MIRANDA E FERREIRA trataram dez casos agudos da doenca com
nitrofurazona, com bons resultados e poucos efeitos colaterais, mas em seguida
verificaram que cinco deles voltaram a ter xenodiagnostico positivo (DIAS e DESSOY,
2009).

No final da década de 1960 e inicio de 1970 duas novas drogas surgiram com
melhores perspectivas para o tratamento da doenga de Chagas, tanto pelo potencial
curativo, particularmente para a fase aguda da doenga, como pela tolerancia. Trata-se do
Nifurtimox, desenvolvido por Bock e colaboradores e, da Benznidazole, desenvolvida
por Richle (Figura 1.3) que se mostraram ativos in vitro € in vivo contra o 7. cruzi. O
Nifurtimox ¢ um nitrofurano, {4-[(5-nitrofurfurilideno)-amino]-3-metiltiomorfoline-1,1-
dioxido}, comercializado com o nome de Lampit e, a Benznidazole [(N-benzil-2-nitro-
I-imidazoleacetamido)] ¢ comercializada com o nome de Rochagan® no Brasil e
Radanil® na Argentina (DIAS e DESSOY, 2009). Essas drogas contém um grupo nitro

(NO;) e 0 mecanismo de a¢do de ambas envolve a redugdo desse grupo.
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Figura 1.3 - Estruturas de (a) Nifurtimox e (b) Benznidazole.

Os resultados obtidos com ambas as drogas variaram de acordo com a fase da
doenca, com a duragdo do tratamento, com a idade dos infectados e com a area
geografica de sua origem. Os melhores resultados foram obtidos na fase aguda da
doencga, em criangas e pessoas com infeccao recente, usando-se o Nifurtimox, na dose
de 8 a 10 mg/kg/dia, ou a Benznidazole na dose de 5 a 7,5 mg/kg/dia, durante 60 a 90
dias. Na fase cronica e em infectados adultos o percentual de cura é de 10 a 20%. Os
efeitos colaterais mais frequentes com o Nifurtimox foram anorexia, perda de peso,
excitabilidade psiquica ou sonoléncia e manifestagdes digestivas como nauseas, vomitos
e ocasionalmente colicas intestinais. Os efeitos colaterais com a Benznidazole podem
ser classificados em trés tipos: manifestagdes de hipersensiblidade, edema Peri-orbital
ou generalizado e depressio da medula oOssea. Entre as manifestacdes de
hipersensibilidade tem-se, como exemplo, dermatite com erup¢do cutdnea (usualmente
aparecendo entre o 7° e 10° dia de tratamento). O edema peri-orbital ou generalizado

compreende reacdes como febre, linfoadenopatia e dores musculares e articulares. A



depressdo da medula 6ssea compreende a neutropenia, agranulocitose e purpura
trombocitopémica; polineuropatia periférica representada por parestesias e polineurite
(COURA e CASTRO, 2002).

A droga ideal para o tratamento da doenga de chagas deveria produzir a cura
parasitoldgica de casos agudos e cronicos e evitar a evolucdo da doenca, assim como,
ser eficaz com poucas doses em curto prazo; ndo produzir efeitos colaterais importantes;
ndo induzir resisténcia parasitaria; ser barata, de facil aplicacdo e acessivel aos
pacientes.

Virios grupos de pesquisa vém desenvolvendo estudos de modo a identificar
vias metabolicas e moléculas do parasito que possam representar importantes alvos para
o desenvolvimento de novos agentes tripanocidas naturais e/ou sintéticos.
Alternativamente, a analise do efeito de agentes quimioterapicos ja utilizados na clinica
ou em estudos pré-clinicos para outros patdogenos representa uma interessante
ferramenta durante a triagem de drogas efetivas contra o 7. cruzi. Entre estes agentes
estdao as Fluorquinolonas, que representam uma importante classe de antibioticos
sintéticos e cuja atividade antiparasitaria ja foi descrita na literatura contra a Leishmania
panamensis (CORTAZAR, COOMBS ¢ WALKER, 2007) e o T. brucei.
(NERNORTAS, BURRI e SHAPIRO, 1999). Portanto, nesse trabalho, testamos a

atividade anti-7.cruzi de algumas fluorquinolonas.

1.2 As Fluorquinolonas

A descoberta dos antibidticos possibilitou o controle efetivo de muitos microbios
patogénicos causadores de incapacitacdo prolongada ou morte de seres humanos. A era
da quimioterapia antimicrobiana iniciou-ser em 1936 com a introducao, na clinica, das
sulfonamidas. Em 1941, a introdu¢do da penicilina revolucionou os principios
terapéuticos usados nas doengas infecciosas, constituiu-se, portanto, um grande passo na
historia da medicina. Conhecem-se centenas de antibidticos e todos os anos este nimero
aumenta (SOUZA e cols., 2004).

Dentre os antibioticos supracitados se destacam as quinolonas, que desde sua
descoberta na década de 1960, despertaram interesse cientifico e clinico. Isso porque, as
quinolonas apresentam atributos necessarios a um antibidtico ideal. Elas combinam um
amplo espectro de atividade com boa biodisponibilidade oral (ANDERSSON e
MACGOWAN, 2003).



A primeira quinolona a apresentar atividade antibacteriana foi o 4cido nalidixico
(Figura 1.4), tendo sido sintetizado e patenteado por Lescher e colaboradores em 1962
(LESHER e cols., 1962). Como o acido nalidixico ndo alcangava a concentragao
adequada na maioria dos tecidos e 6rgdos, sua indicagdo passou a ser restrita ao

tratamento de infec¢des urinarias simples (HEEB e cols., 2001).

Figura 1.4 - Estrutura do 4cido nalidixico

O primeiro composto com um atomo de fluor em posi¢ao C-6 foi a flumequina,
(Figura 1.5), patenteada em 1973, a qual apresentou importantes indicagdes de que esta

classe poderia ser utilizada no combate a infec¢des bacterianas (APPELBAUM, 2000).
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Figura 1.5 - Estrutura da Flumequina

No entanto, o grande avanco da quimioterapia antibacteriana das
fluorquinolonas ocorreu no final da década de 1970, quando a introdu¢do de um atomo
de flaor em posigao C-6 e um grupo piperazila em posicao C-7, conferiu um amplo e
potente espectro de atividade antimicrobiano. Obteve-se, assim, a norfloxacina (Figura

1.6), patenteada em 1978, sendo a primeira fluorquinolona a apresentar potente

atividade antibacteriana (SOUZA e cols., 2004; APPELBAUM, 2000).
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Figura 1.6 - Estrutura da Norfloxacina

Virias substitui¢des tém sido feitas em diferentes posi¢cdes do anel quinoldnico,
no entanto, as posi¢des criticas para a atividade bioldgica sdo a C-6 (contendo um
atomo de fluor), C-7 (contendo grupos piperazila e pirrolidinila) e N-1 (contendo grupos
etila, ciclopropila, ter-butila e arilas fluorados). Existem, também, algumas

fluorquinolonas que possuem modificagdes em posi¢oes C-5 e/ou C-8 com potente
atividade antibactericida como a perfloxacina, fleroxacina e a esparfloxacina (SOUZA e
cols., 2004).

As quinolonas disponiveis para uso clinico foram classificadas em quatro
geragdes, principalmente, com base em seu espectro de atividade. A primeira geragado ¢
representada pelo 4cido nalidixico. A segunda geracdo de quinolonas tem como
caracteristica principal um flior (F) na posi¢do 6, dai o nome da fluorquinolonas
frequentemente dada a toda a classe, o que levou a um aumento da atividade. Estes
primeiros compostos foram mais potentes contra bactérias gram-negativas. Os outros
membros da segunda geragdo, esparfloxacina e grepafloxacina, devem ser considerados
separadamente, devido ao seu substituinte na posicdo 5 e ao volume dos seus
substituintes na posi¢cdo 7. Esses compostos apresentaram melhoras significativas a sua
atividade contra Streptococcus pneumoniae.

A terceira geragdo de moléculas € caracterizada pela presenca de uma piperazina
alquil-substituido ou pirrolidina na posi¢do 7 e de um metoxi na posicdo 8. A quarta
geracdo tem a garenoxacina como seu primeiro representante, esse composto nao
apresenta o fliior na posi¢ao 6 e ¢ denominado des-fluorquinolonas (VAN BAMBEKE e
cols., 2005).

A Tabela 1.1 mostra a estrutura de algumas Fluorquinolonas, assim como a

evolucdo dessa classe de compostos segundo as geragdes.

Tabela 1.1 - Evolucdo das quinolonas, considerando as geracdes
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As fluorquinolonas vém sendo estudadas devido a sua capacidade quelante e
suas aplicagdes como agentes antimicrobianos, antituberculose e antitumorais
(APPELBAUM, 2000; WANG e cols, 2008). As fluorquinolonas s3o usadas no
tratamento de bronquite cronica, pneumonia, infec¢des do trato urindrio, sinusite,
tuberculose, dentre outras. Além disso, sdo agentes alternativos no tratamento de
doengas sexualmente transmissiveis (DSTs), como a blenorragia ou gonorréia. Esta
ultima & a mais comum das DST’s (WANG e cols., 2008).

As fluorquinolonas combatem as infec¢des bacterianas através da inibicdo de
duas enzimas envolvidas na sintese do ADN bacteriano, ambas sdo topoisomerases do
ADN bacteriano e sdo essenciais para sua replicacdo. As enzimas sdo a DNA-girase e a
topoisomerase IV (BLONDEAU, 2004; EVSTIGNEEV, 2006). A ADN girase ¢ uma
enzima essencial envolvida na replicagdo, transcri¢ao e reparagdo do ADN bacteriano.
A ADN girase bacteriana ¢ um tetrdmero, composto de duas subunidades A e duas
subunidades B. Esta enzima tem a fun¢do de introduzir superespirais negativos
(processo que ocorre na dire¢cdo oposta da fita helicoidal de ADN) na molécula do ADN
bacteriano, além de desempenhar pelo menos quatro fungdes que sdo: manter o nivel de
espiralizacdo, facilitar o movimento dos complexos de replicagdo e transcricdo
(removendo os superespirais positivos), remover os “nds” que se formam no ADN
bacteriano e ajudar a curvar e dobrar o mesmo (BLONDEAU, 2004). A topoisomerase
IV também ¢ um tetramero composto por duas subunidades C e duas subunidades E,
codificadas pelos genes parC e parE, respectivamente. Tais genes sdo homologos
(substancias que tém a mesma func¢do, mas diferem pelo nimero de 27 atomos de
carbono da cadeia principal) aos genes gyrA e gyrB, respectivamente. Sua principal

funcdo ¢ separar o ADN cromossdmico replicado nas células-filhas durante a divisdo
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celular (BLONDEAU, 2004; EVSTIGNEEV, 2006). As fluorquinolonas interagem com
o complexo formado entre a ADN-girase ¢ o ADN bacteriano ou com um complexo
formado entre a topoisomerase IV com o ADN bacteriano para criar modificagdes
conformacionais que resultam na inibicao de suas atividades enzimaticas (Figura 1.7). O
novo complexo formado fluorquinolonas-enzima-ADN bloqueia progressivamente a sua
replicacdo, inibindo a sintese normal do DNA bacteriano, o que resulta na morte rapida
da célula da bactéria. Nos organismos Gram-negativos, a ADN-girase tende a ser o alvo
preliminar das fluorquinolonas, enquanto que nos organismos Gram-positivos o alvo

preliminar tende a ser a topoisomerase IV.

(b)
Figura 1.7 - Ilustragdo do modo de ligacdo da FQ a DNA-girase. (a) Representacdo de quatro

moléculas de fluorquinolonas (retangulos) numa cavidade do DNA anexado a DNA-girase. (b)
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Representagdo da ligacdo de quatro moléculas de fluorquinolonas através de ligagdes de

hidrogénio a parte interna do DNA (VIEIRA, 2007).

A bactéria pode resistir a agao 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 ¢ a modificacdao do alvo do
medicamento. A mutacdo do gene gyrA pode tornar a subunidade A da DNA girase
improépria para a ligacao ao farmaco (VIEIRA, 2007).

Alteragdes ou caracteristicas naturais da superficie bacteriana que reduzam a
penetracdo ou que causem o efluxo rédpido do fdrmaco constituem outro mecanismo
importante de resisténcia(GOOTZ e BRIGHTY, 1996)

Apds o uso do acido nalidixico em 1962, houve um rapido desenvolvimento de
resisténcia deste composto pelas bactérias. Os fatores que predisporiam esta resisténcia
incluem a terapia com concentracdes subinibitorias da droga e terapia prolongada
(HOOPER, 1999).

A modificacdo na estrutura da molécula da droga (ligante) ¢ a estratégia mais
comum para se obter uma nova geracdo eficaz de farmacos (ANDERSSON e
MACGOWAN, 2003). Alternativamente, a formacdao de complexos dos ligantes com
metais confere uma nova abordagem para obter novos farmacos, possibilitando o
aumento do arsenal terapéutico frente aos microorganismos que ja adquiriram

resisténcia as drogas tradicionais.
1.3 Complexacao aos ions metalicos

Vérios medicamentos apresentam mudancas em suas propriedades
farmacologicas e toxicoldgicas quando administrados sob a forma de complexos
metalicos. Sabe-se que a complexacdo a metais pode levar a uma significativa redugdo
da resisténcia celular e a um aumento da atividade das fluorquinolonas. Provavelmente
isto ocorre devido a um aumento da lipofilia que leva a uma maior acumulagdo
intracelular. Vérios estudos sobre a interagdo entre as fluorquinolonas e cétions
metalicos vém sendo relatados na literatura.

HOFFKEN e colaboradores (1985) descreveram a sintese de complexos de
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magnésio e aluminio de ciprofloxacina. A partir desta data, varios outros complexos de
fluorquinolonas foram relatados na literatura.

Provavelmente, o cation mais amplamente estudado para a complexacdo de
medicamentos ¢ o Cu(Il), visto que seus complexos t€m apresentado efeito benéfico
comprovado contra varias doengas, como tuberculose, artrite reumatodide, ulceras
gastricas e cancer (REFAT, 2007).

Sao relatados na literatura alguns exemplos de complexos de Cu(Il) de
fluorquinolonas. MENDONCA-DIAZ e colaboradores (1987) descreveram um
complexo de Cu(Il) contendo 1,10-fenantrolina e o acido nalidixico. Foram descritos
ainda complexos de Cu(Il) com ciprofloxacina (TUREL e cols., 1994; TUREL, 2002) e
cinofloxacina (RUIZ, 1997).

EFTHIMIADOU e colaboradores (2007) sintetizaram trés novos complexos de
Cu(Il) de esparfloxacina (SPAR) contendo 2,2-bipiridina, 1-10 fenantrolina ou 2,2-
dipiridilamina, do tipo [Cu(SPAR)(N-doador)Cl], nos quais a SPAR estaria coordenada
de modo bidentado e na forma anionica. Esses complexos mostraram-se mais ativos
contra Escherichia coli do que a esparfloxacina livre. Complexos de cobre contendo
esparfloxacina e ligantes nitrogenados estdo entre os mais ativos contra Escherichia
coli, Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus, quando comparados com
outros complexos de cobre que contém quinolonas. A atividade antimicrobiana desses
complexos cresce na seguinte ordem: 2,2-dipiridilamina < 2,2-bipiridina = 1,10-
fenantrolina.

P. RUIZ e colaboradores (2007) sintetizaram o complexo [Cu(HNOR),Cl,], que
possui estrutura octaédrica, além dos complexos [Cu(NOR)(fen)(HO)](NO;) e
[Cu(NOR)(fen)(H,0O)](NO3), nos quais o Cu(Il) encontra-se pentacoordenado. REFAT
(2007) sintetizou o complexo [Cu(NOR),(H,0)]SO4.5H,O que apresentou atividade
superior ao ligante livre contra o Bacillus subtilis.

KATSAROU e colaboradores (2008) sintetizaram e caracterizaram um
complexo de Cu(Il) com N-propil-norfloxacina e 1,10-fenantrolina e, posteriormente,
estudaram suas propriedades como agente antimicrobiano. O complexo se mostrou mais
ativo que a fluorquinolona livre contra os microorganismos Gram(-) E.coli e P.
aeruginosa, € contra o microorganismo Gram(+) S. aureus.

CHANG-YUN CHEN e colaboradores (2009) sintetizaram o complexo

[Cu(ofloxacina)(fen)(H,O)](NO)3.H,O, determinaram sua estrutura como piramide de
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base quadrada distorcida e fizeram o estudo de sua interagdo com o ADN. Concluiram
que a interacdo do complexo ocorre por meio de intercalacdo e interacdo eletrostatica.
Neste trabalho, preparamos complexos de Cu(ll) de norfloxacina (NOR),
levofloxacina (LEVO) e esparfloxacina (SPAR) contendo ou ndo os seguintes
co-ligantes: piridina (py), 2,2’bipiridina (bipy) e 1,10 fenantrolina (fen). A
atividade anti-T.cruzi dos complexos foi testada frente as formas
tripomastigotas e amastigotas do parasito e comparada a atividade das
fluorquinolonas livres. Embora existam na literatura varios estudos mostrando a
eficacia de complexos metalicos de fluorquinolonas, muito pouco, ou quase
nada, pode ser encontrado em se tratando de atividade parasitaria, sobretudo
atividade anti-T.cruzi. Além disso, foram feitos estudos espectroscépicos e de

interagdo com alvos bioldgicos.

1.4 Interacao com macromoléculas bioldgicas

Estudos de interacdo entre macromoléculas bioldgicas e drogas geram
importantes informagdes sobre os sitios de ligacdo, transporte e metabolismo de
moléculas no corpo humano (GUIZADO, 2007 ¢ GOES FILHO, 2005).

Os complexos de metais de transi¢do tém sido amplamente explorados em
estudos de interagdo com macromoléculas com o objetivo de desenvolver novas drogas
com propriedades farmacologicas significativas.

O acido desoxirribonucleico (ADN) possui uma estrutura de dupla hélice
composta por duas fitas de ADN que se enrolam em torno do eixo das hélices. As
deoxi-riboses ficam na parte externa expostas ao meio aquoso. As bases nitrogenadas
estdo pareadas entre as duas fitas e sdo responsdveis por manter a estrutura de dupla
hélice. As ligagdes glicosidicas no ADN, entre as deoxi-riboses e as bases nitrogenadas,
nao estdo diretamente opostas na dupla-hélice, gerando duas cavidades desiguais em seu
contorno. As duas cavidades sdo denominadas cavidade maior ou cavidade menor.
Nessas cavidades, especialmente na maior, as bases estdo expostas a0 meio ou ao
solvente e sdo quimicamente distinguiveis. A Figura 1.8 mostra a estrutura da dupla-

hélice do ADN (ZAHA, 2000).
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Figura 1.8 - Fita dupla do ADN, mostrando as fendas menor e maior ¢ as ligagdes de hidrogénio
entre os pares de bases nitrogenadas Adenina (A), Timina (T), Citosina (C) e Guanina (G)

(ALMEIDA e cols., 2005).

Estudos de interacdo envolvendo complexos metédlicos € o ADN, relatados na
literatura, mostram que, na maioria dos casos, os ions metalicos atuam como centro
redox e os ligantes sdo responsaveis pelo reconhecimento do ADN. Os principais modos
de reconhecimento sdo através de interacdes eletrostaticas, intercalagao, ligacdes com as
cavidades do ADN e/ou ligacdes de hidrogénio (UMA, 2007).

No estudo de interagdo via ultravioleta-visivel, os resultados das titulagdes sao
ajustados com a utilizacdo da equagdo de Scatchard (Equagdo 1.1), com o objetivo de
determinar os valores das constantes de ligacdo (Ky). A constante de ligagdo (Ky) pode
ser obtida pela razdo da inclinagdo com a intersecao da reta [ADN]/(g, - &) em fungdo

da concentragdo de ADN, [ADN] (SKYRIANOU, 2010 e PARAGINSKI, 2007).

[ADN] _ [4DN] | 1

(1.1)
(ga _gf) (gb _5/')q [Kb(gb _gf)]

Onde:

[ADN] ¢ a concentragdo do par de bases do ADN,

€, = coeficiente de extingdo aparente, que corresponde a razdo entre a absorbancia
medida e a concentragdo de composto em estudo (Aqps/[composto]);

&p = coeficiente de extingdo do composto ligado ao ADN;

gr = coeficiente de extingdo do composto livre em solugdo (na auséncia de ADN).
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Por outro lado, a albumina ¢ a proteina mais abundante no plasma sanguineo
(KANDAGAL e cols, 2006). Ela participa da regulagao da pressdo coldide osmotica, do
transporte de uma variedade de ligantes endogenos e exdgenos, como os farmacos,
metabolitos, acidos graxos e € responsavel principalmente pela manutencdo do pH

(SHAIKH e cols, 2005, SHAIKH e cols, 2007).

Figura 1.9 — Representagdo da estrutura da albumina Humana (SILVEIRA, 2008)

O metabolismo e a eficacia de muitos farmacos no corpo estdo correlacionados
com as suas afinidades com a albumina. A investigagdo de compostos a respeito de sua
ligacdo com essa proteina tem se tornado importante, visto que os resultados fornecem
informacdes sobre as caracteristicas estruturais que influenciam na eficacia terapéutica
dos farmacos (SHAIKH e cols., 2005).

Dentre os tipos de albuminas comerciais, a do soro bovino ¢ a mais empregada,
pois sua semelhancga estrutural com a do soro humano ¢ de 76%, aliada ao baixo custo e
estabilidade (SHAIKH e cols., 2007).

A BSA ¢ composta de trés dominios homdlogos (I, 11, III), sendo que cada um
dos dominios ¢ constituido por dois subdominios (IA, IB, IIA, IIB, IIIA e IIB). A
estrutura ¢ predominantemente R-helicoidal (67%) e a sequéncia de aminoéacidos
contém dois residuos de triptofano, Trp-134 e Trp-212. O Trp-212 esta localizado
dentro de uma cavidade hidrofilica e o Trp-134 esté localizado na superficie da proteina.
Esses residuos de triptofono tornam a BSA altamente fluorescente. Essa fluorescéncia
intrinseca da proteina pode ser utilizada para encontrar detalhes dos sitios de interagao

droga-BSA.
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A supressao de fluorescéncia € um processo no qual a intensidade de
fluorescéncia de uma dada espécie diminui devido a processos de
transferéncia de energia, formagédo de complexos e colisdes entre moléculas.
Existem dois tipos de supressdo de fluorescéncia: dindmica (colisional) ou
estatica. Em ambos os processos, faz-se necessario a existéncia de contato
entre o fluoréforo e o agente de supressao (OLIVEIRA, 2000; SANTOS, 2007).

A interag¢do entre os compostos estudados neste trabalho e a albumina bovina
pode ser avaliada através da fluorescéncia, visto que a albumina apresenta fluorescéncia
e os compostos estudados sdo agentes supressores de fluorescéncia.

No caso de supressdao de fluorescéncia dindmica pode-se descrever o processo,

segundo a equacao de Stern-Volmer, considerando o tempo de vida do processo:

—=k,7,[0]1=1+K [0] (L2
Onde:

Fo = intensidade de fluorescéncia na auséncia do agente de extingao;
F = intensidade de fluorescéncia na presen¢a do agente de extingao;
k, = constante bimolecular de velocidade do processo de extingdo;
19 = tempo de vida na auséncia e presenca do agente de extingao;

[Q] = a concentragdo de agente de extingdo.

Desse modo, o presente trabalho envolve sintese de complexos metalicos de
fluorquinolonas, testes de atividade anti-T.cruzi e estudos de interacdo de ligantes e
complexos com o ADN e a albumina bovina (BSA). Com este trabalho, esperamos
poder contribuir para uma melhor compreensao da quimica, das propriedades estruturais

e farmacologicas das fluorquinolonas e seus complexos metalicos.
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Capitulo 2 - Metodologia

2.1. Material e Métodos

2.1.1 Reagentes

Norfloxacina, levofloxacina e esparfloxacina sdo de procedéncia Sigma. Os sais
de Cu(Il) utilizados, CuCl,.2H,0O e CuCly(fen) (fen = 1,10-fenantrolina), sdo de
procedéncia Aldrich. A piridina e a 2,2’-bipiridina sdo de procedéncia Vetec.

Os solventes utilizados nas sinteses sao de procedéncia Merck, Vetec ou Synth.
Os solventes organicos utilizados nas medidas de luminescéncia foram submetidos a
purificagdo prévia, segundo os médotos usuais.

O tampdo Universal foi preparado a partir de uma solug@o estoque composta por
acido citrico (Sigma), fosfato monobésico de potassio (Synth), tetraborato de sodio
(Ecibra), tris(hidroximetil)aminometano (Sigma) e cloreto de potassio (Synth),
acrescidos da quantidade necessaria de uma solugdo 0,4 mol L™ de hidréxido de sodio
(Nuclear) (PERRIN e DEMPSEY, 1974).

O tampao fosfato foi preparado a partir de uma solugdo estoque de fosfato acido
de so6dio anidro, 66 mmol L' (Synth) e uma solucdo estoque de fosfato de sodio

dibasico anidro, 66 mmol L™ (Synth).

2.1.2 Equipamentos

Balanga - As pesagens foram feitas em uma balancga eletronica, modelo AY220
da Shimadzu.

Evaporador Rotatoério - Para evaporagdo de solvente utilizou-se um aparelho
evaporador rotatorio da Fisatom modelo 550.

Ponto de Fusio - As andlises de ponto de fusdo dos complexos sintetizados

foram observadas em um aparelho digital modelo 430D da Fisatom.

pHmetro - Para a determinagdo do pH das solugdes foi utilizado um aparelho
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digital modelo PG1000 da Gehaka.

Agitador magnético com aquecimento - Na agitacdo das reagdes, foi utilizado
um agitador modelo 752A da Fisatom.

Analise elementar - As porcentagens de carbono, hidrogénio e nitrogénio
presentes nas amostras foram determinadas com o auxilio do equipamento PE 2400
CHN Elemental Analyzer (Departamento de Quimica, UFMG). As amostras foram
pesadas (2 — 2,5 mg) em balanca analitica com precisio de 10 g em capsulas de
estanho. Os elementos carbono, hidrogénio e nitrogénio foram analisados
simultaneamente, mediante curva de calibracdo obtida com padrdes 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 feitas em duplicata.

Espectroscopia na regiao do Infravermelho - Espectros de absor¢ao na regido
do infravermelho foram obtidos utilizando o aparelho Mattson Instruments Galaxy 3000
(Departamento de Quimica, UFMG) na regido de 4000 a 400 cm™. As substancias
foram incorporadas em 100 mg de KBr, previamente dessecado e pulverizado. A
mistura foi prensada em forma de disco transparente, sob pressdo de 700 a 1050 kg m™,
originando uma pastilha de concentracdo 1 % massa/massa, que foi utilizada para
obtencdo dos espectros.

Espectroscopia na Regiao do UV-vis - Os espectros na regido do ultravioleta
foram obtidos, em temperatura ambiente (25°C), utilizando-se o espectrofotometro de
absor¢do na regido do ultravioleta visivel Hewlett Packard 8451. Foi analisada a solugao
do complexo na concentragdo de 1x10° mol L, em pH 7.4, visto que este é o pH
fisioldgico. As solucdes foram submetidas a varredura espectrofotométrica de 800 a 200
nm, utilizando uma cubeta de quartzo de 1,0 cm de caminho Optico € volume de 4 mL .
Os méximos de absor¢ao foram determinados diretamente nos espectros obtidos.

Espectroscopia de Fluorescéncia — Espectros de fluorescéncia foram obtidos

através de um espectrofotdometro de emissdo Shimadzu RF 5301PC.

Medidas de Condutividade - As medidas de condutimetria foram feitas em um
condutivimetro de bancada modelo Q405M da Quimis, a temperatura ambiente. As
solucdes foram preparadas, nos respectivos solventes, na concentracio de

1,0x 10° mol L.

Espectroscopia de Ressoniancia Paramagnética Eletronica (RPE) - Os

espectros de Ressonancia Paramagnética Eletronica (RPE) foram obtidos no Centro

19



Brasileiro de Pesquisas Fisicas (CBPF), em colaboragdo com a Profa. Sénia R. Louro,
do Departamento de Fisica da PUC-Rio. Utilizou-se um espectrometro da Bruker
ESP300E, com frequéncia de modulacio de 100 KHz, operando em 1,1 mT. As
amostras, no estado solido, em solugdo aquosa e de dimetilsulfoxido (DMSO) foram
medidas utilizando-se tubos de quartzo de diametro interno de 3 mm, a temperatura
ambiente (para amostras no pd) e a temperatura de N, liquido, 77K (para amostras em
solucdo aquosa e solugao de DMSO).

Termogravimétria — As curvas termogravimétricas foram obtidas em uma
Termobalan¢a Shimadzu TGA-5H. Foi utilizado atmosfera de ar com razao de fluxo de
50 mL/min. A razdo de aquecimento foi 10°C min™ e a temperatura final alcancada foi

de 750°C.

2.2 Sinteses

2.2.1 Sintese dos Complexos de Cu(Il) de NOR, LEVO, SPAR.

Os complexos foram obtidos dissolvendo-se 0,31 mmol do ligante norfloxacina
(NOR), levofloxacina (LEVO) ou esparfloxacina (SPAR), em aproximadamente 20 mL
de acetona. A esta solucdo foi adicionada a mesma quantidade (em mol) do sal de
Cu(Il), CuCl,.2H,0, previamente dissolvido em cerca de 20 mL de acetona. A mistura
permaneceu sob agitacdo por aproximadamente 24 horas, com temperatura em torno de
25 °C. Os precipitados formados foram filtrados a vacuo, lavados com éter etilico e
secos. Trés novos complexos de Cu(Il) foram obtidos: [CuCl,(H,O)(NOR)].H,O (1),
[CuCl,(H,O)(LEVO)] (5), [CuCl,(H,O)(SPAR)].H,0 (9). A Tabela 2.1 lista a faixa de
decomposi¢do (°C) e o rendimento das reagdes. As Figuras 2.1 a 2.3 mostram as

equagoes de obtencao dos complexos.

Tabela 2.1 - Faixa de decomposi¢do (°C) e rendimento das reagdes dos complexos de

Cu(II) de norfloxacina, levofloxacina e esparfloxacina
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Composto

Faixa de decomposigédo (°C)

Rendimento da reagao (%)

[CuCl,(H,O)(NOR)].H,O (1)

190-196

40

[CuClL(H,O)(LEVO)] (5)

217-222

71

[CuCl,(H,O)(SPAR)].H,O (9)

216-225

78
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Figura 2.3 - Equagao de obtencao do complexo e Cu(Il) de esparfloxacina (SPAR)

2.2.2 Sintese dos precursores [CuCly(py)2] e [CuClz(bipy)2]
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Para obtencdo do precursor [CuCly(py),] dissolveu-se 0,4 mmol do sal
CuCl,.2H,0 em aproximadamente 20 mL de acetona. Posteriormente, adicionou-se 0,2
mL de piridina. A mistura foi deixada sob agitagdo e refluxo por 24 horas. O precipitado
formado foi separado por filtracdo a vacuo. Rendimento 90 %.

A sintese do precursor [CuCly(bipy)] foi feita solubilizando-se quantidades
equimolares do sal CuCl,.2H,0 e da 2,2’-bipiridina (1,74 mmol) em aproximadamente
20 mL de acetona. A mistura permaneceu sob agitacdo por 24 horas e, posteriormente,

foi filtrada a vacuo. Rendimento 91 %.

2.2.3 Sintese de Complexos de Cu(II) de NOR, LEVO e SPAR contendo

piridina

Os complexos de Cu(Il) do tipo [CuCly(py)(L)] foram sintetizados através da
mistura de quantidades equimolares de [CuCly(py):] e da respectiva fluorquinolona
(0,38 mmol ), ambos dissolvidos de acetona (~ 40 mL). A mistura permaneceu sob
agitacdo por 24 horas, a temperatura ambiente. Apos esse periodo a mistura foi resfriada
por 24 horas. Os precipitados formados foram separados por filtragdo a vacuo e secos.
Trés novos complexos foram obtidos [CuClLy(py)(NOR)].H,O (2)
[CuCly(py)(LEVO)].1,5H,0 (6), [CuClx(py)(SPAR)] (10). A Tabela 2.2 lista a faixa de
decomposi¢do (°C) e o rendimento das reagdes para os trés complexos. A Figura 2.4

mostra, como exemplo, a equacdo de obten¢do do complexo com a norfloxacina.

Tabela 2.2 - Faixa de decomposigdo (°C) e rendimento das reagdes dos complexos de

Cu(II) de norfloxacina, levofloxacina e esparfloxacina contendo piridina

Composto Faixa de decomposigdo (°C) Rendimento da reagdo (%)
[CuCly(py)(NOR)].H,O (2) 175-209 96
[CuCly(py)(LEVO)].1,5H,0 (6) 166-171 61
[CuCly(py)(SPAR)].H,O (10) 144-167 43
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Figura 2.4 - Equacdo de obtencdo do complexo de Cu(Il) de norfloxacina (NOR) contendo

piridina

2.2.4 Sintese de Complexos de Cu(II) de NOR, LEVO e SPAR contendo

2,2’-bipiridina

Na sintese dos complexos do tipo [CuCl(bipy)(L)]Cl foram dissolvidas
quantidades equimolares do precursor [CuCly(bipy)] e da respectiva fluorquinolona
(0,31mmol ), em 40 mL de acetona. A mistura permaneceu sob agitacao por 24 horas, a
temperatura ambiente. Apos esse periodo a mistura foi resfriada por 24 horas. Os
precipitados formados foram separados por filtragdo a vacuo e secos. Trés novos
complexos foram obtidos: [CuCl(bipy)(NOR)]C1.H,O (3) [CuCl(bipy)(LEVO)]CI1.3H,0
(7), [CuCl(bipy)(SPAR)]CL.2H,0 (11). A Tabela 2.3 lista a faixa de decomposigado (°C)
e o rendimento das reacdes. A Figura 2.5 mostra, como exemplo, a equagdo de obtengdo

do complexo [CuCl(bipy)(LEVO)]CIL.3H,O0.

Tabela 2.3 - Faixa de decomposigdo (°C) e rendimento das reagdes dos complexos de

Cu(II) de norfloxacina, levofloxacina e esparfloxacina contendo 2,2’-bipiridina

Faixa de decomposi¢do

Composto °C) Rendimento da reagdo (%)
[CuCl(bipy)(NOR)]CIL.H,O (3) 200-210 73
[CuCl(bipy)(LEVO)]CL.3H,O (7) 190-195 61
[CuCl(bipy)(SPAR)]CI.2H,0O (11) 180-193 92
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Figura 2.5 - Equagdo de obtengdo do complexo de Cu(ll) de levofloxacina contendo

2,2’bipiridina

2.2.5 Sintese de Complexos de Cu(Ill) de NOR, LEVO ou SPAR

contendo 1,10-fenantrolina

Os complexos do tipo [CuCl,(fen)(L)] foram obtidos dissolvendo-se 0,31 mmol
dos ligantes em, aproximadamente, 40 mL de acetona, com excecdo da levofloxacina
que foi dissolvida em metanol. Apos a dissolugdo 0,31 mmol de dicloro(1,10-
fenatrolina)cobre(Il), previamente dissolvido em metanol, foi adicionado a solugdo. A
mistura permaneceu sob  agitacdo por aproximadamente 24 horas. O volume de
solvente foi reduzido utilizando um evaporador rotatério. Os precipitados formados
foram filtrados a vacuo, lavados com éter etilico e secos. Trés complexos foram obtidos:
[CuCl,(fen)(NOR)].4H,O 4), [CuCl,(fen)(LEVO)].4H,0O 8) e
[CuCly(fen)(SPAR)].3H,0O (12). A Tabela 2.4 lista a faixa de decomposicio (°C) e
rendimento das reagdes dos complexos. A Figura 2.6 mostra, como exemplo, a equagao

de obtencao do complexo [CuCl,(fen)(SPAR)].3H,O0.

Tabela 2.4 - Faixa de decomposi¢do (°C) e rendimento das reagdes dos complexos de

Cu(II) de norfloxacina, levofloxacina e esparfloxacina contendo 1,10-fenantrolina.

Composto Faixa de decomposigdo (°C) Rendimento da reagdo (%)
[CuCl,(fen)(NOR)].4H,O (4) 210-219 90
[CuCly(fen)(LEVO)].4H,O (8) 178 —187 65
[CuCly(fen)(SPAR)].3H,0 (12) 180 — 189 76
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Figura 2.6 - Equagdo de obtencdo do complexo de Cu(ll) de esparfloxacina contendo 1,10-

fenantrolina

2.3 Estudo de interacao com alvos bioldgicos

2.3.1 Interacao com ADN calf-thymus (CT ADN)

Os estudos de interagdo das drogas com CT-DNA foram feitos utilizando os
espectroscopia na regiao do UV- visivel.

Foram preparadas duas solu¢des de CT-ADN, uma em tampao fosfato e outra
em tampao universal. As concentracdes das solugdes de CT-DNA foram determinadas
através de espectros na regido do UV-visivel. Os calculos foram feitos através da lei de
Beer que relaciona a concentragdo e a absortividade molar (¢). Para o CT-ADN, em A de
260 nm, ¢ ¢ igual a 6600 (EFTHIMIADOU, 2008).

Para as fluorquinolonas e seus complexos foram preparadas solugdes estoque de
concentra¢do 1,0 mmol L, em DMSO. Posteriormente as solugdes foram diluidas em
tampdo até a concentra¢do utilizada nas interagdes, 25 pmol L. As dilui¢des das
solucdes de LEVO e dos precursores e dos complexos [CuCl,(H,O)(LEVO)] (5),
[CuCl(bipy)(LEVO)]CL.3H,O (7), [CuCly(fen)(LEVO)].4H,O (8) foram feitas em
tampao fosfato. As diluicdes da SPAR e de [CuCly(H,O)(SPAR)].H,O (9),
[CuCly(py)(SPAR)].H,O (10), [CuCl(bipy)(SPAR)]CL.2H,O (11) e
[CuCl,(fen)(SPAR)].3H,0 (12) foram feitas em tampao Universal. Todas as solugdes
utilizadas foram preparadas em pH fisioldgico (pH = 7,4).

No estudo da interagdo ADN-droga foi feita uma titulacdo em que a 2 mL da
solugdo da droga foram adicionadas aliquotas de 0,125 mL da solucdo de CT-ADN. Foi

adotado um periodo de incubacdo de 30 minutos, com subsequente varredura de 200 a
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800 nm. Os espectros obtidos foram ajustados a equagdo de Scatchard (equagdo 1.1) o
que possibilitou também o célculo das constantes de interagdo (ky) entre os compostos e

o CT-ADN.

2.3.2 Interacao com a Albumina Bovina (BSA)

O estudo das interagdes BSA-droga para ligantes, precursores e complexos de
Cu(Il) foi feito através da espectroscopia de fluorescéncia. Inicialmente foram
preparadas solugdes estoque das drogas de concentragio 1,0 x 107 mol L”, em
dimetilsulfoxido (DMSO). Posteriormente, as solucdes foram diluidas em tampao
Universal até a concentracdo de 2 x 10° mol L'". O pH do tampdo foi previamente
ajustado para 7,4. A solucdo de BSA de concentracio 8 x 10 mol L' foi preparada,
diretamente em tampao Universal, pH 7,4.

Neste estudo 2 mL da solugio de BSA (2 umol L) foi titulada com aliquotas de
0,1 mL das solugdes das drogas (8 pmol L™"). Ap6s cada adigdo foi feita leitura na faixa
de 220 a 700 nm, com uma excitagdo de 285 nm. Apds a adi¢do da droga em estudo,
observou-se uma supressao de fluorescéncia dos triptofanos que a proteina possui em
sua estrutura. Esta supressdo pode ser descrita pela equacdao de Stern-Volmer (equacio
1.2). O gréfico (F¢/F vs [composto]) € representado por uma reta e o coeficiente angular

da reta ¢ a constante de associacao (Kgy).

2.4 Testes de atividade anti-T.cruzi

Os ensaios de atividade anti-7.cruzi foram feitos em colaboragdo com a Dra.
Maria de Nazar¢ C. Soeiro, do Laboratério de Biologia Celular do Instituto Oswaldo

Cruz, FIOCRUZ —RJ.

Os testes de atividade tripanocida foram feitos sobre as formas tripomastigotas
sanguineas da cepa Y do parasito. A cepa Y foi obtida a partir de puncdo cardiaca de
camundongos suicos previamente infectados (ap6s eutandsia em camara com saturagao
de CO,) durante o pico da parasitemia. A purificagdo dos parasitos foi feita por

centrifugacao diferencial (MEIRELLES e cols., 1986).
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As solugdes dos compostos foram preparadas na concentragio de 50 mM
utilizando 4gua como solvente e foram armazenadas a 4°C até a realizacdo dos
experimentos. Os ensaios (no minimo de 3 ensaios) foram feitos em duplicata.

Para a andlise da atividade tripanocida in vitro as formas tripomastigotas do
parasito foram tratados por 24 h/37°C com crescentes doses dos complexos 0-250 uM,
para determinagdo do nimero de parasitos vivos e dos valores de ICsy. Os parasitos
vivos foram quantificados usando o microscopio Optico (através de camara de
Neubauer). O valor de ICsy € a dose minima de cada composto capaz de matar 50% dos
parasitos. Os ensaios foram conduzidos em meio RPMI suplementado com 10% soro
fetal bovino (SFB).

Para analisar o efeito das drogas sobre as formas amastigotas (andlise in vitro
sobre formas intracelulares do parasito), ap6s 24 horas de cultivo, cardiomidcitos foram
infectados com tripomastigotas sanguineas (razdo parasita célula de 10:1) e entdo
tratados ou ndo por 24-72h com diferentes concentracdes dos complexos, seguindo
diluicdes seriadas. Apos o tratamento, as culturas foram lavadas, fixadas, coradas e
montadas em permount de modo a se quantificar o percentual de células hospedeiras
infectadas e avaliar o nimero de parasitas por células.

Para identificar a dose efetiva dos complexos contra o parasito, mas que nao
exerce toxicidade para a cé€lula hospedeira in vitro (ISsp), o método de metil tiazolil
tetrazolio foi utilizado, onde a viabilidade das células cardiacas expostas a doses

crescentes dos complexos foi averiguada.
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Capitulo 3-

Sintese, caracterizacdo e atividade anti-T. cruzi de

complexos de Cu(ll) de algumas fluorquinolonas

A reacdo entre CuCl,, [CuCly(py).], [CuCly(bipy)] e [CuCly(fen)] (py = piridina,
bipy = 2,2’-bipiridina, fen = 1,10-fenantrolina) e as fluorquinolonas norfloxacina
(NOR), levofloxacina (LEVO) e esparfloxacina (SPAR) levou a obtencao de doze
complexos, soliveis ou parcialmente soliveis em agua. Dois desses complexos ja haviam
sido preparados por outro membro do nosso grupo. Os complexos obtidos foram
caracterizados por andlise elementar, medidas de condutividade, espectroscopias na
regido do infravermelho, espectroscopia de ressondncia paramagnética eletronica (RPE)
e termogravimétria. A atividade anti-7.Cruzi dos ligantes, dos complexos e dos
precursores foi testada sob as formas tripomastigota sanguinea e amastigota do

Tripanosoma Cruzi, o agente etioldgico da doenca de Chagas.

3.1 Dados de Microanalises e Medidas de Condutividade

A Tabela 3.1 apresenta os dados de analise elementar para os precursores de
Cu(II) obtidos: [CuCly(py).] e [CuCly(bipy)] (py = piridina, bipy = 2,2’-bipiridina). O

precursor [CuCl,(fen)] (fen = 1,10-fenantrolina) é comercial.

Tabela 3.1 — Dados de andlise elementar (valores calculados entre parénteses) para os

precursores de Cu(Il)

Precursor % C % H % N
[CuClx(py):] 41,0 (40,7) 3,4(3,0) 9,6 (9,7)
[CuCly(bipy)] 41,4 (41,3) 2,6 (2,4) 9,6 (9,8)
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A Tabela 3.2 apresenta os dados de andlise elementar e condutividade para os
complexos de Cu(Il). Os dados sugerem a formagdo de complexos neutros, com
excecao dos complexos que contém bipy, que sdo eletrolitos 1:1. Os complexos obtidos
sdo do tipo [CuCl(H,O)(L)], [CuClx(py)(L)], [CuCl(bipy)(L)]CI e [CuCly(fen)(L)],
onde L = NOR, LEVO ou SPAR. Os dados de analise elementar sugerem ainda que
alguns complexos possuam moléculas de dgua de hidratagdo. A presenca das moléculas
de agua de hidratagdo, na maioria dos casos, pode ser confirmada pelas curvas TG-DTG

dos complexos (vide infra).

Tabela 3.2 — Dados de anélise elementar (valores calculados entre parénteses) e condutividade

(A, pS cm™) para os complexos de Cu(II)

Complexos % C % H % N A
[CuCl,(H,0)(NOR)].H,O (1) 38,9 (39,2) 3,8 (4,5) 8,7 (8,6) a
[CuClLy(py)(NOR)].H,O (2) 45,0 (45,8) 3,5 (4,6) 10,4 (10,2) 65"
[CuCl(bipy)(NOR)]CL.H,O (3) 46,5 (49,7) 3,8 (4,5) 10,9 (11,2) 230"
[CuCly(fen)(NOR)].4H,O (4) 48,5 (47,6) 4,7 (4,8) 10,1 (9,9) 64"
[CuCL(H,0)(LEVO)] (5) 42,3 (42,1) 3,6 (4,3) 8,1 (8,2) a
[CuCly(py)(LEVO)].1,5H,0 (6) 41,9 (45,9) 4,1 (4,7) 8,5(9,3) 36"
[CuCl(bipy)(LEVO)]CL.3H,0 (7) 45,4 (47,6) 4,6 (4,8) 9,8 (9,9) 142"
[CuCly(fen)(LEVO)].4H,0 (8) 47,4 (48,2) 5,0 (4,8) 9,0 (9,4) 38"
[CuCl,(H,0)(SPAR)]. H,O (9) 40,4 (40,6) 4,9 (4,7) 9,7 (10,0) 29™
[CuCly(py)(SPAR)].H,O (10) 47,3 (46,2) 4,7 (4,7) 11,8 (11,2) 47"
[CuCl(bipy)(SPAR)]CI12H,O (11) 47,6 (48,4) 4,4 (4,8) 11,5 (11,7) 148"
[CuCly(fen)(SPAR)].3H,0 (12) 49,1 (48,9) 4,8 (4,8) 10,9 (11,0) 37"

% pouco soluvel; solugdo aquosa;  solugio de DMF

As medidas de condutividade em solucdo aquosas de eletrolitos 1:1 apresentam
valores de condutividade de cerca de 100 pS cm™, e de cerca de 250 uS cm’para
eletrolitos 1:2. Os valores de condutividade utilizando Dimetilformamida como solvente
entre 65-90uS cm™ indicam eletrolitos 1:1, entre 130-170puS cm™ eletrdlitos 1:2 de 200-
240uS cm” indicam eletrélitos 1:3 (GEARY, 1971).

29



3. Espectroscopia na regiao do infravermelho

As bandas dos espectros do infravermelho mais uteis na determinag¢ao do modo

de coordenacao das fluorquinolonas ao ion Cu(Il) sdo mostradas na Tabela 3.3.

Os espectros da NOR, LEVO e SPAR livres mostram absorc¢des entre 1716 e

1731 ¢cm™ atribuidas a vibracdo de estiramento do grupo carboxilico, v(COOH),

(SADEEK e EL-SHIWINIY, 2010), ausentes nos espectros dos complexos, o que indica

o envolvimento do grupo carboxilico na interacdo com os ions metalicos.

A banda atribuida ao estiramento v(C=O0) de cetona aparece entre 1617 e

1641 cm™ nos espectros das fluorquinolonas livres (DOROFEEV, 2004). Nos espectros

dos complexos, essa banda desloca-se para regides de mais baixa frequéncia, indicando

a coordenagao da carbonila cetdnica aos ions metalicos.

Tabela 3.3 — Principais nimeros de ondas (cm™) e atribui¢des de bandas na regido do

infravermelho para as fluorquinolonas e seus complexos de Cu(Il)

Compostos v(COOH) v(C=0) v,(COO) v,(COO) Av
Norfloxacina (NOR) 1731 F 1617 F - - -
[CuCly(H,O)(NOR)].H,O (1) - 1590 m 1624 F 1382m 242
[CuCly(py)(NOR)].H,O (2) - 1550 m 1636 F 1382m 263
[CuCl(bipy)(NOR)]CL.H,O (3) - 1570 m 1630 F 1394m 246
[CuCly(fen)(NOR)].4H,0 (4) - 1581 F 1629 F 1383 m 236
Levofloxacina (LEVO) 1725 F 1620 F - - -
[CuCly(H,O)(LEVO)] (5) - 1592 m 1630 F 1344 £ 286
[CuCly(py)(LEVO)].1,5H,0 (6) - 1522 F 1618 F 1342 £ 276
[CuCl(bipy)(LEVO)]CL3H,O (7) - 1518 F 1617 F 1343 m 248
[CuCly(fen)(LEVO)].4H,0 (8) - 1584 F 1643 F 1395m 274
Esparfloxacina (SPAR) 1716 F 1641 F - - -
[CuClLy(H,O)(SPAR)]. H,O (9) - 1573 F 1636 F 1385m 251
[CuCly(py)(SPAR)].H,O (10) - 1568 F 1634 F 1387 f 247
[CuCl(bipy)(SPAR)]CL.2H,O (11) - 1568 F 1611 F 1384m 249
[CuCly(fen)(SPAR)].3H,0 (12) - 1574 F 1632 m 1383 m 227

F = banda de forte intensidade, m = banda de média intensidade e f= banda de fraca intensidade.

30



Nos espectros dos complexos de Cu(Il) observa-se o surgimento de duas novas
bandas atribuidas ao estiramento assimétrico do grupo carboxilato, v,;(COO"), entre
1643-1624 cm™, e ao estiramento simétrico do grupo carboxilato, v{(COO), entre 1395-
1344 cm’, indicando, novamente, o envolvimento desse grupo na coordenacio
(SADEEK E EL-SHIWINIY, 2010; EFTHIMIADOU ET AL, 2006).

O grupo carboxilato pode coordenar-se aos ions metalicos de modo
monodentado, bidentado ou em ponte. A frequéncia de separagdo entre os modos
vibracionais simétrico e assimétrico desse grupo (Av = v,i(COQO") - v5(COO")) pode ser
usada para distinguir entre os diferentes modos de coordenacao (SADEEK, 2005;
REFAT, 2007). Deacon e Phillips, 1980, investigaram as frequéncias de estiramento
simétrico e assimétrico de um grande nimero de complexos carboxilatos, cujas
estruturas cristalograficas sdo conhecidas e concluiram que o modo de coordenagao
desse grupo pode ser distinguido da seguinte forma:

(i) Av < 100 cm™, o grupo carboxilato esta coordenado de modo bidentado;

(ii) Av ~ 150 cm™, o grupo carboxilato esta coordenado em ponte;

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

Os valores de Av observados para os complexos de Cu(Il) obtidos nesse trabalho
estdo entre 236 e 286 (ver Tabela 3.3), o que sugere a coordenagdo do grupo carboxilato
de modo monodentado.

Logo, os dados de infravermelho indicam que nos doze complexos obtidos a
NOR, LEVO e SPAR estdo coordenadas ao Cu(Ill) de modo bidentado através da
carbonila da cetona e do grupo carboxilato e na forma zwitterionica.

As bandas caracteristicas dos co-ligantes piridina (py), bipiridina (bipy) e
fenatrolina (fen) também puderam ser observadas nos espectros dos complexos.

Para os complexos que contem py, como co-ligante, observou-se nos espectros
de IV uma banda fraca, proxima a 1214 cm™, atribuidas a deformagdes no plano das
ligagdes C-H da py. (DUNSTAN, 1997). Essa banda também esta presente no espectro
do precursor [CuCly(py)].

Para os complexos que contem bipy, o deslocamento da banda caracteristica da
vibracdo da ligagdo C=N observada em 1579 CM’, indica a coordenacdo do N
pirinidico ao Cu(Il) (RODRIGES, 2010) .Essas bandas também podem ser observadas
no espectro do precursor [CuCl,(bipy)].
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Para os complexos que contém fen observou-se uma banda em torno de 724 cm™
atribuida as vibracdes fora do plano dos dtomos de hidrogénio dos anéis heterociclicos
da 1,10-fenantrolina.

A Figura 3.1 mostra, como exemplo, os espectros de infravermelho da

levofloxacina e de seus complexos de Cu(Il).
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Figura 3.1 — Espectros de IV de a) LEVO, b) [CuCl,(H,O)(LEVO)] (5), ¢)
[CuClLy(py)(LEVO)].1,5H,0 (6), d) [CuCl(bipy)(LEVO)]CL.3H,0 (7), e)
[CuCly(fen)(LEVO)].4H,0 (8). O circulo azul destaca o estiramento v(COOH) em 1725 cm™ no
espectro da LEVO.
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3.2 Analise Termogravimétrica

As curvas TG/DTG para os complexos de Cu(Il) foram obtidas entre 30 e 750
°C, em atmosfera de ar, com taxa de aquecimento de 10 °C min™. Em todos os casos, foi

possivel confirmar a presenca das moléculas de dgua (Tabela 3.4).

Tabela 3.4 — Porcentagens de perda de moléculas de dgua de hidratag@o calculadas e obtidas das

curvas TG/DTG dos complexos de Cu(Il)

Complexos MM (g mol™") % H,O (calculado) % H,O (experimental)
[CuClL(H,O)(NOR)].H,O (1) 489,8 7,3 *
[CuClLy(py)(NOR)].H,O (2) 550,9 3,3 3,7
[CuCl(bipy)(NOR)]CL.H,O (3) 628,0 29 *
[CuCl,(fen)(NOR)].4H,0 (4) 706,0 10,2 10,8
[CuCl,(H,O)LEVO)] (5) 513,8 3,5 2,7
[CuCly(py)(LEVO)].1,5H,0 (6) 601,9 4,5 4,6
[CuCl(bipy)(LEVO)]CL3H,O (7)  706,0 7,6 7,9
[CuCl,(fen)(LEVO)].4H,0 (8) 748,1 9,6 9,1
[CuCl,(H,0)(SPAR)].H,O (9) 562,9 6,4 6,9
[CuCly(py)(SPAR)].H,O (10) 624,0 29 3,5
[CuCl(bipy)(SPAR)]CL.2H,O (11) 719,0 5,0 *
[CuCl,(fen)(SPAR)].3H,0 (12) 761,1 7,0 10,8

* a saida das moléculas de agua ndo foi mostrada separadamente.

Nas curvas dos complexos (1), (3) e (11) a perda das moléculas de adgua nao
pode ser observada separadamente. No entanto, observa-se uma perda de massa em
baixa temperatura, caracteristica de moléculas de agua de hidratacdo. Para o complexo
(12), as porcentagens de perda de agua calculada e experimental estdo muito
discrepantes. No entanto, como os dados de C,H,N para esse complexo estio bem
fechados, sugerimos que a porcentagem de 10,8, indicada na Tabela 3.4, nao
corresponda apenas a perda de agua.

As Figuras 3.2 a 3.4 mostram, como exemplo, as curvas TG/DTG obtidas para

os complexos de levofloxacina.
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Figura 3.2 — Curvas TG/DTG de [CuCly(py)(LEVO)].1,5H,0 (6)
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Figura 3.3 — Curvas TG/DTG de [CuCl(bipy)(LEVO)]CL.3H,0 (7)
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Figura 3.4 — Curvas TG/DTG de [CuCly(fen)(LEVO)].4H,0 (8)
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3.3 Espectroscopia de Ressondncia Paramagnética Eletronica

(RPE)

3.4.1 Espectros de RPE dos complexos de Cu(Il), em pd, a temperatura

ambiente

Os espectros de RPE dos complexos (1), (5) e (9) sdo caracteristicos de simetria
axial e ndo apresentam desdobramento hiperfino, que seria esperado pela interagdo do
elétron desemparelhado com o nucleo de cobre (I=3/2), como frequentemente se
observa em amostras s6lidas de complexos de Cu(Il) em que interagdes de troca estdo

presentes (HATHAWAYe BILLING, 1970) (Figura 3.5).

x2
(9)
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-t r r 1 r . 1T 't ' T 7
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Campo Magnético (gauss)

Figura 3.5 - Espectros de RPE, banda X, para os complexos (1), (5) e (9) (po, temperatura

ambiente).

Para os complexos (2), (6) e (10), que contém piridina, os espectros de RPE tém
duas componente: uma componente sem estrutura hiperfina, com linhas em gy e gL e
com linhas relativamente estreitas (ver setas na Figura 3.6); e uma segunda componente
larga, diferente para cada complexo. Para o complexo (2), ela apresenta desdobramento

hiperfino na regido de gy do espectro. Para o complexo (6) ela predomina sobre a
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primeira componente e ¢ muito semelhante a inica componente do complexo (5); Para o

complexo (10), a segunda componente ¢ muito larga.
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Figura 3.6 - Espectros de RPE, banda X, para os complexos (2), (6) e (10) (pd, temperatura

ambiente)

Os espectros de EPR dos complexos que contém bipiridina (3), (7) e (11), a
temperatura ambiente, indicam a presenca de complexos binucleares (SINGH, DEVI,
2010). O complexo (7) é puramente binuclear, e apresenta claramente o desdobramento
hiperfino com 7 linhas devido a spin nuclear =3 (-3/2,+3/2), dos dois nucleos de cobre.
Os complexos (3) e (11) contem, além de componente binuclear, contribuicdo de
complexo mononuclear.

O espectro de um sistema binuclear com dois ions de Cu(Il) acoplados, com
S=1, mg= 0, £1, consiste de duas linhas na Figura 3.7, correspondentes as transi¢des
Amg = 1 (WEIL, BOLTON, WERTZ, 1993). Sinais muito mais fracos devidos a
transi¢des proibidas com Amg = £2 devem aparecer em campos magnéticos com metade
do valor das transi¢cdes permitidas, da ordem de 1600 G. Esses sinais foram observados

para os complexos (3), (7) e (11) (ver insercdo na Figura 3.7).
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Figura 3.7 - Espectros de RPE, banda X, para (3), (7) e (11) (pd, temperatura ambiente)

Os espectros de p6 dos complexos que contém fenantrolina (4), (8) e (12) sdo
muito alargados e também sugerem a presenca de complexos binucleares, porém em
menor propor¢do do que os complexos com bipiridina. As linhas das transi¢des
proibidas Amg = +2 em campo cerca de 1600 gauss ndo foram observadas,
provavelmente por causa das linhas muito largas e pobre relagdo sinal-ruido (Figura
3.8). O espectro do precursor [CuCly(fen)] € apresentado na mesma figura, para
comparagdo, e ¢ caracteristico de simetria axial gy = 2,257 e gL = 2,069, e ndo apresenta
estrutura hiperfina, indicando ocorréncia de interagdo de troca (HATHAWAY,
BILLING, 1970).

A Tabela 3.5 lista os parametros de RPE obtidos para os complexos de Cu(II)

(1)-(12) no po, a temperatura ambiente.
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Figura 3.8 - Espectros de RPE, banda X, para (4), (8) e (12) (p6, temperatura ambiente)

Tabela 3.5 - Parametros de RPE dos complexos de Cu(Il), no p9d, a temperatura ambiente.

gL g An(gauss) gl g Au(gauss)
[CuCl,(fen)] 2,292 2,074 155
[CuCl,(H,O)(NOR)].H,O (1) 2,099 2,330 0 - - -
[CuCly(py)(NOR)].H,O (2) 2,090 2,226 0 2,09 2,340 140
[CuCl,(H,O)(LEVO)] (5) 2,133 2,274 0 - - -
[CuCly(py)(LEVO)].1,5H,0 (6) 2,090 2,226 0 2,09 2275 -
[CuCly(H,O)(SPAR)]. H,O (9) 2,082 2,360 0 - - -
[CuCly(py)(SPAR)].H,O (10) 2,090 2,226 0 - - -

gL gl Ai(gauss)  Zime D Abinuel
[CuCl(bipy)(NOR)]CL.H,O (3) 2,068 2,25 0 2,08 425 -
[CuCly(fen)(NOR)].4H,0O (4) 2,08 Indeterm. Indeterm. - - -
[CuCl(bipy)(LEVO)]CL.3H,O (7) - - - 2,08 425 75
[CuCl,(fen)(LEVO)].4H,0 (8) 2,08 2,28 0 - - -
[CuCl(bipy)(SPAR)]CL.2H,O (11) 2,087 2,36 0 2,08 320 -

2,08 2,28 130

[CuCly(fen)(SPAR)].3H,0 (12)
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3.4.2 Espectros de RPE dos complexos de Cu(Il), em solucdo agquosa e em

DMSO,a 77 K

Os espectros de EPR dos complexos em solugdo aquosa ¢ em DMSO foram
obtidos a 77 K. Solugdes aquosas congeladas apresentam espectros muito alargados por
causa da formagdo de cristais de gelo que segregam os complexos, formando agregados
com forte interagdo dipolar magnética. Foi feita uma experiéncia com o complexo (2)
adicionando-se glicerol, para impedir a formagdo de cristais de gelo. Nesse caso, o
espectro a 77 K ficou bem similar ao da solugdo em DMSO. No entanto, o glicerol pode
modificar a vizinhanga do ion de Cu(Il), ja que pode atuar como ligante.

Em solu¢do aquosa, os complexos (1), (5), (9) e (2), (6), (10) nao apresentaram
evidéncias de presenca de complexos binucleares, com excecdo de (2) que apresentou
bem pequena porcentagem do dublete binuclear (ver setas, Figura 3.9 ae b).

Dentre os complexos com bipiridina, em &agua, o (7) apresentou espectro
predominantemente binuclear. Finalmente, dentre os complexos com fenantrolina, tanto
0 (4) quanto o (8) apresentaram espectros com o dublete caracteristico dos binucleares

[Figura 3.9 (c e d)].
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Figura 3.9 - Espectros de RPE, banda X, dos complexos: a) (1), (5) ¢ (9) (0,5 mg/mL); b) (2),
(6) e (10) (0,8 mg/mL); ¢) (3), (7) e (11) (0,8 mg/mL); d) (4), (8) e (12) (0,8 mg/mL). Solugdo

aquosa congelada, a 77 K.

Nos espectros dos complexos em DMSO, por ndo haver agregacdo apds
congelamento, fica bem mais nitida a identificagdo dos diferentes componentes
espectrais. Para os complexos (1), (5) ¢ (9) ndo foram obtidos espectros em DMSO.

Observa-se que os complexos com piridina (2), (6) ¢ (10) apresentam espectros com
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simetria axial, sem qualquer indicio de complexo binuclear, sendo que os espectros de
(6) e (10) tém duas componentes axiais (com diferentes valores de g e Ay) (Figura

3.10).

(10)

T T T T T T T T T T T T T 1

[
2400 2700 3000 3300 3600
Campo magnético (gauss)

Figura 3.10 — Espectro de RPE, banda X, para os complexos (2), (6) e (10), em DMSO (0,8
mg/mL), a 77K

Em contraste, todos os complexos que contém bipy e fen apresentam misturas de
complexos mononucleares e binucleares. Nestes complexos foram identificados os
sinais correspondentes a transi¢do proibida Amg= + 2 (sete linhas hiperfinas, (21+1) de I
= 3/2+3/2 dos dois nucleos de cobre) que ocorrem no campo magnético metade do da
transi¢do permitida Amg= £+ 1 (ver espectros inseridos com centro em ~1600 gauss)
(Figura3.11 aeb).

Nos espectros com componentes mono e binucleares, a linha central na forma de
primeira derivada em g~2,08 ¢ atribuida a componente de gt de Cu(Il) mononuclear. A
componente g, dessa espécie cai na regido de g = 2.2 e espera-se que apareca
desdobrada em quatro linhas hiperfinas. Por causa dos sinais superpostos de Amg=m +

1 dos sistemas binucleares, esse desdobramento pode ndo ser tdo evidente, como nos

espectros de (4), (8) e (12).
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A distancia entre os dois ions de Cu(Il) pode ser estimada a partir do parametro
D do desdobramento em campo nulo. A distdincia média r entre dois elétrons
desemparelhados acoplados pode ser calculada usando-se a equacio D = 3/2 gf/r’ =
1.39 x 10* (g/r’), com D em gauss ¢ » em Angstroms (EATON, MORE, 1983). A
distancia estimada 7 para o complexo binuclear (12) ¢ 4,0 A em DMSO; a distancia
para (8) ¢ 3.9 A, em agua e, 4,1 A em DMSO. Essas distancias sio semelhantes as
obtidas para complexos binucleares de Cu(Il) encontrados em (SAHA, SANDBHOR,
2004 E PSOMAS, TARUSHI, 2006).

A Tabela 3.6 lista os parametros de RPE obtidos para os complexos de Cu(Il) (1)-(12)

em solu¢do de DMSO a 77 K.
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Figura 3.11 - Espectros de RPE, banda X, dos complexos: a) (3), (7) e (11); b) (4), (8) e (12).

Solugdo de DMSO (0,8 mg/mL), a 77 K.
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Tabela 3.6 - Parametros de RPE dos complexos de Cu(Il), em DMSO a 77K.

gL gi Aj(gauss) & &l Au(gauss)
[CuCly(fen)] 2,074 2292 155 _ _ ]
[CuClLy(py)(NOR)].H,0 (2) 2,077 2327 150 - ] ]
[CuCly(py)(LEVO)].1,5H,0 (6) 2,077 233 150 2,07 236 140
[CuClLy(py)(SPAR)].H,O (10) 2,083 233 150 2,08 236 140

gL gl Ay (gauss) it D Abpinuel
[CuCl(bipy)(NOR)]CLH,O (3) 2,073 228 170 2,07 460
[CuCly(fen)(NOR)].4H,0 (4) 2,064 436
[CuCl(bipy)(LEVO)]CL.3H,O (7) 2,073 228 170 2,07 475
[CuCly(fen)(LEVO)].4H,O (8) - - - 2,064 488
[CuCl(bipy)(SPAR)]CL.2H,0 (11) 2,08 2,28 170 2,07 442 -
[CuCly(fen)(SPAR)].3H,0 (12) - - - 2,073 455 -

Com base nos dados de analise elementar, condutividade, infravermelho,

TG/DTG e RPE, sugerimos as estruturas seguintes para os complexos.

Os complexos (1), (5) e (9) sdo monoméricos, a relacdo M:L ¢ de 1:1, os 4&tomos

de cloro estdo coordenados ao Cu(ll). As fluorquinolonas coordenam-se de modo

bidentado através dos oxigé€nios carboxilico e cetdnico e na forma zwiterionica.

Sugerimos que uma molécula de dgua também esteja coordenada ao Cu(Il) nesses

complexos, ja que ha varios exemplos na literatura de complexos de Cu(Il) com nimero

de coordenagdo cinco (Figura 3.12 a-c)
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Figura 3.12 — Estruturas propostas para os complexos (1), (5) ¢ (9)

Os complexos (2), (6) e (10) também sdo monoméricos, a relacdo M:L:py ¢ de
1:1:1, os atomos de cloro estdo coordenados ao Cu(Il). Novamente, as fluorquinolonas
coordenam-se de modo bidentado através dos oxigénios carboxilico e cetonico € na

forma zwiterionica (Figura 3.13 a-c).

Figura 3.13 - Estruturas propostas para os complexos (2), (6) e (10)

Nos complexos (3), (7) e (11) a relacdo M:L:bipy € de 1:1:1, um atomo de cloro
esta coordenado ao Cu(Il) e o outro como contra-ion e, as fluorquinolonas coordenam-

se de modo bidentado através dos oxigénios carboxilico e cetonico e na forma
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zwiterionica. O complexo (7) ¢ puramente dimérico e os complexos (3) e (11) t€m
mistura das formas diméricas e monoméricas. A Figura 3.14 mostra a estrutura sugerida

para os dimeros.

Figura 3.14 — Estruturas propostas para os complexos (3), (7) e (11)

Nos complexos (4), (8) e (12) a relagdo M:L:fen ¢ de 1:1:1, os atomos de cloro
estdo coordenados ao Cu(Il) e as fluorquinolonas coordenam-se de modo bidentado
através dos oxigénios carboxilico e cetonico e na forma zwiteridnica. Nos trés
complexos ha mistrua das formas diméricas e monoméricas, no entanto as formas

monomeéricas prevalecem (Figura 3.15 a-c).

45



Figura 3.15 — Estruturas propostas para os complexos (4), (8) ¢ (12)

Na literatura ha alguns exemplos de complexos de Cu(Il) de fluorquinolonas.
Embora alguns sejam parecidos com os que foram obtidos no presente trabalho, nenhum
complexo com exatamente a mesma estrutura foi encontrado. Os complexos (4) e (12)
foram sintetizados pela primeira vez por outro membro do nosso grupo. Essas sinteses
foram repetidas no presente trabalho para dar continuidade aos testes de atividade anti-
T.cruzi e para os estudos de interagdo com alvos bioldgicos. Na literatura os exemplos

de complexos de fluorquinolonas com atividade antiparasitaria sdo rarissimos.

3.4Atividade anti-T.cruzi das fluorquinolonas livres e de

seus complexos de Cu(II)

A doenga de Chagas, causada pelo protozoario 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 doenga 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 doenga (sendo em especial ndo efetivos
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para pacientes cronicos), o periodo de tratamento e dose empregada, a idade e a origem
geografica dos pacientes (DIAS, 2007). Assim, as limita¢gdes 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 exercam baixa toxicidade e cuja produgdo envolva baixo custo.

O Trypanosoma cruzi possui um ciclo bioloégico complexo que envolve um
hospedeiro invertebrado e outro vertebrado, apresenta trés formas distintas:
epimastigota (forma presente no vetor ¢ em cultura axénica), tripomastigota (forma
sanguinea circulante e infectante) e amastigota (forma de replicagdo intracelular)
(HOARE & WALLACE, 1996). As formas evolutivas tripomastigotas sanguineas e

amastigotas intracelulares sdo as formas relevantes para a infeccdo humana (Figura

3.16).
/ Hcmh
-

) tripomastigota,
amastigota O E)hm: sangiiinea

BARBEIRO

tripomastigota epimastigotas

Figura 3.16 - Ciclo de vida do Trypanosoma cruzi
(http://www.sbimunologia.com.br/sbinarede/SBInarede70/default.asp?action=artigo)

Nesse trabalho, a atividade tripanocida das fluorquinolonas livres (NOR, LEVO,
SPAR), dos complexos de Cu(Il) {(1)-(12)}, do sal de Cu(Il) (CuCl,), dos precursores
de Cu(Il) {[CuClx(py)]2, [CuCly(bipy)], [CuCly(fen)]} e da droga de referéncia para
doencga de Chagas, o Benznidazole, foi testada sob as formas tripomastigotas sanguineas
do Trypanosoma cruzi, in vitro. Para os 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 seguintes parametros foram determinados:

ICsp — concentracdo da droga que mata 50% os parasitas;

LCsy — concentragdo da droga que diminui em 50% a viabilidade de células
cardiacas nao infectadas;

IS (fndice de seletividade) — Razdo entre LCs¢/ ICs¢. Identifica a dose efetiva
dos complexos contra o parasito, mas que ndo exer¢a toxicidade para a célula

hospedeira.
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A Tabela 3.7 lista os valores de ICsy (umol L'l, uM) e os indices de seletividade

(IS) obtidos para os compostos sob as formas tripomastigotas sanguineas do 7.cruzi. Os

valores correspondem a média de trés replicatas + desvio padrdo (SD).

Tabela 3.7 — Atividade (media + SD) ¢ indice de seletividade (IS) para as fluorquinolonas ¢ seus

complexos de Cu(Il) sob as formas tripomastigotas sanguineas do 7. cruzi (cepa Y), in vitro (24

h de incubagédo a 37 °C).
Compostos ICso (UM) Indice de Seletividade (IS)*
Norfloxacina (NOR) 126 £30 >1,25
[CuCI(NOR)].2H,0 (1) 78 £ 12 0,8
[CuCly(py)(NOR)].H,O (2) 87+ 41 2,86
[CuCl(bipy)(NOR)]CL.H,O (3) 15,8+ 4 4
[CuCl,(fen)(NOR)].4H,O (4) 44+1 2,68
Levofloxacina (LEVO) 211+ 38 a
[CuCL(LEVO)] (5) 59,7£9 a
[CuClLy(py)(LEVO)].1,5H,0 (6) Nd a
[CuCl(bipy)(LEVO)]CIL.3H,0 (7) 15+3 4,18
[CuCly(fen)(LEVO)].4H,0 (8) 1,6 £1,4 19
Esparfloxacina (SPAR) 114 £20 >1,75
[CuCI(SPAR)].2H,0 (9) 45,0 £ 30 a
[CuCly(py)(SPAR)] (10) 52+22 0,12
[CuCl(bipy)(SPAR)]CI (11) 18,2+4 34
[CuCly(fen)(SPAR)].3H,0 (12) 4,7+0,1 2,86
CuCl,.2H,0 82,5+3 6
1,10-fenantrolina (fen) 11,0£3 a
[CuCly(py):] 543+7 0,6
[CuCly(bipy)] 13,8+7 4,5
[CuCly(fen)] 72+5 <4
Benznidazole 13£2 77

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

em andamento
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NOR, LEVO, SPAR nd3o mostraram atividade significativa sob as formas
tripomastigotas do 7. cruzi, exibindo valores de ICsy de 126, 211 e 114 uM,
respectivamente. A associacdo do Cu(Il) as fluorquinolonas levou a um aumento da
atividade. Observa-se que nos complexos (1), (5) e (9) os valores de ICsy sao
significativamente menores que nas fluorquinolonas livres (78, 60 e 45 uM,
respectivamente) e aproximadamente da mesma ordem de grandeza do CuCl, (82 uM).

A introdugdo da piridina (py) como co-ligante ndo foi uma estratégia eficaz para
a melhora da atividade. Nos complexos (2) e (10) os valores de ICs sdo de 87 e 52 uM,
respectivamente, ou seja, da mesma ordem de grandeza dos complexos que ndo contem
piridina em sua estrutura. Adicionalmente, o precursor [CuCl,(py)z] revelou ICsy = 54
uM.

A associagdo da 2,2’-bipiridina (bipy) ao cobre e as fluorquinolonas levou a uma
diminuicdo significativa dos valores de ICsy e, portanto, a um aumento da atividade.
Para os complexos (3), (7) e (11) os valores de ICsy sdo 16, 15 e 18 uM, ou seja, cerca
de trés vezes menores que para os complexos citados anteriormente. Essa atividade
deve-se a presenca da bipy, pois no precursor [CuCly(bipy)] apresenta ICs, igual a 14
uM. Além disso, esses complexos apresentam altos indices de seletividade (IS = 4).

A estratégia mais eficaz para o aumento da atividade anti-7.cruzi dos complexos
foi a introdugdo do grupo 1,10-fenantrolina (fen). Os complexos (4), (8) e (12)
mostraram-se ativos em concentragdes de cerca de 4, 2 e 5 uM, respectivamente. Ou
seja, esses complexos sdo até 36 vezes mais ativos que os complexos analogos, sem a
fen. Além disso, eles sdo significativamente mais ativos que a benzinidazole, que ¢ a
droga de referéncia. Embora a fenantrolina livre e seu precursor, [CuCl(fen)], mostrem
atividade significativa, os complexos que unem o Cu(II), as fluorquinolonas e a fen, sdo
mais ativos, em especial o complexo (8), que apresenta também o maior indice de
seletividade (IS = 19), sendo portanto o mais promissor da série estudada.

A Figura 3.17 compara os valores de ICsy das fluorquinolonas livres e de seus
complexos de Cu(Il). Na Série 1 sdo mostrados os ligantes; na Série 2 os complexos
sem co-ligantes — (1), (5) e (9); na Série 3 os complexos que contem py — (2), (6) e (10);
na Série 4 os complexos com bipy — (3), (7) e (11); e, na Série 5 os complexos com fen
(4), (8) e (12). Observa-se claramente uma diminui¢do nos valores de ICsy, muito

pronunciada nas Séries 4 e 5, para os trés complexos de cada série.
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Figura 3.17 - Valores de ICs, sobre T.cruzi para as fluorquinolonas livres e seus complexos de
Cu(II). Série 1: ligantes; Série 2: complexos sem co-ligante; Série 3: complexos que contém py;

Série 4 complexos com bipy; Série 5: complexos com fen.

Os complexos da Série 5 foram selecionados para os testes sob as formas
amastigotas intracelulares do 7.cruzi, assim como seus respectivos ligantes. No entanto,
serdo descritos apenas os resultados para os complexos (4) e (12) e seus ligantes, ja que
os testes para o complexo (8) encontram-se em andamento. A Tabela 3.8 lista os valores
de ICso (umol L', uM) e os indices de seletividade (IS) obtidos para a NOR e SPAR ¢
seus complexos sob as formas amastigotas intracelulares do T7.cruzi (48 horas de

tratamento a 37 °C).

Tabela 3.8 — Atividade (media + SD) e indice de seletividade (IS) para a NOR, SPAR e seus

complexos de Cu(Il) sob as formas amastigotas intracelulares do 7. cruzi (cepa Y) in vitro.

Compostos ICso (UM) Indice de Seletividade (IS)*
Norfloxacina (NOR) 172 £ 17 >1,16
[CuCl,(fen)(NOR)].4H,O (4) 1,6 £0,1 2,66
Levofloxacina (LEVO) a a
[CuCly(fen)(LEVO)].4H,O (8) a a
Esparfloxacina (SPAR) 129 £43 >1,55
[CuCly(fen)(SPAR)].3H,0 (12) 2+1 2,57
Benzninidazole 2,7+2 > 360

IS = LCs¢/ ICsy. *Os dados sdo expressos como média + SD de trés experimentos independentes. *testes
em andamento.
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As fluorquinolonas NOR e SPAR ndo tém atividade significativa sob as formas
amastigotas do T.cruzi, exibindo valores de ICsyo de 172 e 129 uM, respectivamente. A
coordenagdao ao Cu(Il) e a fen levou a um aumento significativo da atividade. Os
complexos (4) e (12) mostram valores de ICsy de 1,6 e 2 uM, sendo 80 e 77% mais
ativos que seus respectivos ligantes livres (Tabela 3.8). Além disso, esses complexos
sdo mais seletivos que as drogas livres (IS ~ 2,6).

A Figura 3.18 mostra o efeito dos complexos (4) e (12) sob as formas
amastigotas intracelulares do parasito, obtido através da quantificacdo do percentual de
inibi¢do do indice endocitico (IE) que representa a multiplicagdo entre o percentual de

células hospedeiras infectadas pelo nimero de parasitos por célula infectada.

100 [
—=-(4)

- (12)

50 i

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

% redugdo do indice endocitico

Figura 3.18 — Atividade dos complexos (4) e (12) sob as formas amastigotas intracelulares do
T.cruzi (cepa Y).

Os dados obtidos mostram que os complexos de Cu(Il) estudados tém atividade
superior as fluorquinolonas livres nas duas formas do 7.cruzi relevantes para a infecgao
em mamiferos: tripomastigota sanguinea e amastigota. Os complexos que contém o
grupo fen como co-ligante sdo os mais ativos. Isso pode ser devido a maior facilidade
desses complexos de transpor membranas biologicas, incluindo a dos parasitos e de suas
células hospedeiras, ja que a fen ¢ um grupo muito hidrofébico e/ou potencial de atuar
sobre distintos alvos celulares (incluindo ADN-mitocondrial ou ADN nuclear).

Os resultados obtidos no presente trabalho corroboram com outros descritos na
literatura que demonstram que as fluorquinolonas sdo ativas contra varias parasitoses.
Estudos recentes mostram que a enoxacina e a ciprofloxacina sdo ativas frente as formas
amastigotas intracelulares de Leishmania panamensis (ROMERO e cols, 2005). Em
outro estudo a atividade de fluorquinolonas sob as formas promastigotas de Leishmania

panamensis foi avaliada e os autores sugerem que o efeito leshimanicida por ser devido,
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em parte, a inibicdo da enzima TOPPII (CORTAZAR e cols, 2007). A atividade das
fluorquinolonas foi também testada, in vitro, sob as formas sanguineas do 7. brucei
(NENORTAS e cols,1999) e os valores de ICs e IS obtidos para a NOR e a SPAR sao
similares aos descritos para o 7.cruzi no presente trabalho (CORTAZAR e cols, 2007;
NENORTAS ¢ cols,1999).

Embora vérias classes de compostos tenham sido testadas contra o T.cruzi, in
vitro e in vivo, poucos chegaram em fase de ensaios clinicos, desde a introdu¢dao do
Nifurtimox e da Benznidazole na prética clinica. Portanto, o potencial anti-parasitario
de varias fluorquinolonas, juntamente com a atividade anti-7.cruzi dos complexos de
Cu(Il) descrita no presente trabalho, especialmente dos complexos (4), (8) e (12),
justificam novos estudos in vitro e in vivo e sugerem que a associacdo fluorquinolona —
cobre - fen, em um mesmo composto, pode representar uma estratégia promissora para

o desenvolvimento de novos agentes anti-7.cruzi.
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Capitulo 4 -

Estudo da interacdo dos complexos de Cu(Il) de algumas

fluorquinolonas com o ADN

Complexos de metais de transi¢do podem ligar-se ao ADN covalentemente,
quando um ligante 1abil ¢ substituido pelo nitrogénio de uma das bases do ADN (o
nitrogénio N7 de uma guanina, por exemplo — Figura 4.1) ou podem interagir com o
ADN de modo nao-covalente, através de intercalagdo, interacdo eletrostatica ou
alquilacdo.

Grupo oxo

Grupo amino

Figura 4.1 — Estrutura da guanina.

Nesse trabalho, fizemos estudos de intera¢do entre os complexos de Cu(Il) de
levofloxacina (LEVO) e esparflocacina (SPAR) e a dupla hélice do ADN com o
objetivo de verificar a existéncia de interacdes e tentar compreender a natureza e a
intensidade das mesmas. A interagdo da LEVO e da SPAR livres e dos precursores
[CuCly(py)2], [CuCly(bipy)], [CuCl,y(fen)] (py = piridina, bipy = 2,2’-bipiridina (bipy) e
fen = 1,10-fenantrolina) também foi estudada para efeito de comparacgao.

O estudo da interacdo das fluorquinolonas e de seus complexos de Cu(II) com o
ADN ¢ importe, visto que, os possiveis alvos de acdo das drogas anti-7.cruzi podem

incluir o ADN-mitocondrial ou ADN nuclear do parasito.
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Para estudar a natureza da ligagdo do ADN aos complexos metalicos fizemos
titulagdes de aliquotas de CT-ADN (ADN de timo de vitelo) na presenca de solugdo dos
complexos, em pH 7,4, acompanhadas por espectroscopia na regido do ultravioleta
visivel (UV-vis). Mudangas observadas nos espectros de UV-vis, tais como,
hipercromismo ou hipocromismo, podem fornecer evidéncias de interagdes e da
natureza das mesmas. Em geral, o hipercromimo indica o rompimento da estrutura
secundaria do ADN e o hipocromismo sugere que a ligagao do complexo ao ADN pode
ser eletrostatica ou via intercalacdo, o que estabiliza a dupla hélice do ADN. Além
disso, um deslocamento para o vermelho (deslocamento batocromico) indica a
estabilizagdo da dupla fita do ADN.

As constantes de interacdo CT-ADN/complexo (K,) foram calculadas
utilizando-se a equacgao:

[ADN] _ [ADN] N 1 ’
(e,-5,) (¢,—¢,) [K,(g,-¢,)]

onde, [DNA] ¢ a concentragcdo do par de bases do ADN; g, ¢ o coeficiente de extingdo
aparente, que corresponde a razdo entre a absorbincia medida e a concentragdo de
composto em estudo (Aqbs/[composto]); €, € o coeficiente de extingdo do composto
ligado ao ADN e & € o coeficiente de extingdo do composto livre em solucdo (na

auséncia de ADN).

4.1 Determinac¢ao da concentra¢dao de CT -ADN

Antes de dar inicio aos estudos de interacdo droga-ADN, calculou-se a
concentragdo de CT-ADN nas solugdes a serem tituladas, utilizando-se sua absorbancia
maxima, em 260 nm (Figura 4.2), e sua absortividade molar (¢ = 6600 M em™)
(EFTHIMIADOU, 2008). As concentragdes de CT-ADN utilizadas no presente trabalho
foram 0,160 mmol L! (em tampao fosfato, pH=7,4) ¢ 0,190 mmol L'l(em tampao
Universal, pH=74).
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Figura 4.2 - Espectro de UV-vis do CT-ADN obtido entre 220 ¢ 800 nm, em tampao Universal
(PH=7.4)

Calculou-se ainda a razao das absorbancias em 260 ¢ 280 nm (Az60/A2g0), cOmM 0
objetivo de verificar se as solucdes de CT-ADN estavam suficientemente livres de
contaminagdo por proteinas (KALLIOPI e colaboradores, 2010). Os valores obtidos 1,8
(tampao fosfato) e 1,9 (tampao fosfato), indicaram que as solu¢des de CT-ADN estavam

adequadas ao uso.

4.2 Estudo da interacio dos precursores [CuClz(py)2],
[CuClz(bipy)], [CuClz(fen)] com o ADN

As mudangas observadas nos espectros dos precursores [CuCly(py).],
[CuCly(bipy)], [CuCly(fen)] durante a titulagdo com CT-ADN sdo
mostradas na Figura 4.3 a-c. O espectro inicial (em preto) refere-se ao
precursor livre, na auséncia de CT-ADN. Na regido do UV-vis, as bandas
de absorcdo observadas podem ser atribuidas as transi¢des internas da py,
bipy ou fen. Nao sdo observados deslocamentos significativos das bandas
dos compostos apds a adi¢ao de aliquotas sucessivas de CT-ADN (0,125
mL), no entanto, a intensidade das bandas aumenta, resultando em

hipercromismo, sugerindo a quebra da estrutura secundaria do ADN.
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Sugerimos, entdo, que os precurores de Cu(Il) sejam agentes intercalantes

que causam a clivagem do ADN.
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Figura 4.3 - Espectros de absor¢do de (a) [CuCly(py).], (b) [CuCl,(bipy)], (¢) [CuCl,(fen)] na
auséncia e na presenca de concentragdes crescentes de ADN (periodo de incubacdao = 30
minutos). Reta inserida — plotagem de [ADN]/(g, - &) versus [ADN] L' {{ADN] = 1,6 x 10
mol e [Composto] = 2,5 x 10° mol L, a temperatura ambiente}. As setas mostram as

mudangas na absor¢do dos compostos apos a adicdo de ADN.

A aplicagdo da equagdo de Scatchard permite a obtencao de uma reta, sendo que
a constante de ligagdo ADN-droga ¢ obtida através da razdo entre o coeficiente angular
e o coeficiente linear dessa reta. Na Tabela 4.1 sdo listados os valores das constantes de
associacdo dos precursores de Cu(Il) com a ADN, em pH 74. Para efeito de
comparagdo foram listados na Tabela 4.1 os valores das constantes de interagdo para os
co-ligantes py, bipy e fen.

Observa-se que os precursores [CuCly(py).], [CuCly(bipy)], [CuCly(fen)] e os
ligantes py, bipy e fen possuem constantes de associagio com o ADN da ordem 10° e
10* M. A associagio ao Cu(Il) aumenta a constante de ligacio droga-ADN apenas para
o precursor que contém fenantrolina. As porcentagens de hipercromismo sao de 367, 80

e 126 para [CuCly(py)2], [CuCly(bipy)], [CuCl,(fen)], respectivamente.
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Tabela 4.1 - Constantes de ligacdo (K;) para a interagdo ADN—droga e porcentagem de

hipercromismo
K,(M™) Hipercromismo (%)

ADN/piridina 1,15x 10* -
ADN/2,2’bipiridina 93x10° -
ADN/1,10-fenantrolina 4,1 x 10° -
ADN/[CuCly(py).] 572x10° 367
ADN/[CuCly(bipy)] 512x10° 80
ADN/[CuCly(fen)] 1,28 x 10 126

4.2 Estudo da interacao da levofloxacina e de seus complexos

com o ADN

Os espectros da levofloxacina e de seus complexos [CuCl,(H,O)(LEVO)] (5),
[CuCl(bipy)(LEVO)]CI (7) € [CuCly(fen)(LEVO)] (8) durante a titulagdo com CT-ADN sao
mostradas na Figura 4.4 a-d. O espectro inicial, em preto, refere-se a droga livre, na
auséncia de CT-ADN. Na regido do UV-vis, as bandas de absor¢ao observadas podem
ser atribuidas as transi¢des internas da levofloxacina e do co-ligante, no caso dos
complexos que contém a bipy ou a fen. Nao sdo observados deslocamentos
significativos das bandas dos compostos ap6s a adi¢do de aliquotas sucessivas de CT-
ADN (0,125 mL), no entanto, a intensidade das bandas aumenta, resultando em
hipercromismo, sugerindo que a interagdo entre o ADN e estes compostos leva a quebra

da estrutura secundaria do ADN.
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Figura 4.4 - Espectros de absor¢cdo de (a) LEVO, (b) [CuCL(H,O)LEVO)] (5), (c)
[CuCl(bipy)(LEVO)]CI (7) e (d) [CuCly(fen)(LEVO)] (8) na auséncia ¢ na presenga de
concentragdes crescentes de ADN (periodo de incuba¢do = 30 minutos). Reta inserida —
plotagem de [ADN]/(g, - &) versus [ADN] L"' {{ADN] = 1,6 x 10 mol e [Composto] = 2,5 x
10° mol L', a temperatura ambiente}. As setas mostram as mudangas na absor¢io dos

compostos apos a adicdo de ADN.

60



As constantes de interagdo ADN-droga para a LEVO e seus complexos sdo da
ordem de 10° M. No entanto o complexo [CuCl,(H,O)(LEVO)] apresenta uma constante
de interacdo da ordem de 10° M, o que indica que este complexo interage de forma
mais eficiente com o ADN que a forma livre da fluorquinolona e que os demais

complexos que possuem co-ligante.

Tabela 4.2 - Constantes de ligacdo (K,) para a interagdo ADN-droga e porcentagem de

hipercromismo para a LEVO e seus complexos.

K,(M")  Hipercromismo (%)
ADN/LEVO 4,1x10° 39
ADN/[CuCL(H,0)(LEVO)] (5), 1,1x10° 274
ADN/[CuCl(bipy)(LEVO)ICI (7)  3,3x 10° 102
ADN/[CuCly(fen)(LEVO)](8) 6,6 x 10° 82

4.2 Estudo da interacao da esparfloxacina e de seus

complexos com o ADN

Os espectros da esparfloxacina e dos complexos [CuCl,(H,O)(SPAR)] (9),
[CuCL(py)(SPAR)] (10), [CuCl(bipy)(SPAR)]CI (11) e [CuCly(fen)(SPAR)] (12) durante a
titulagdo com CT-ADN sdo mostradas na Figura 4.4 a-d. O espectro inicial (em preto)
refere-se ao precursor livre, na auséncia de CT-ADN. Na regido do UV-vis, as bandas
de absorc¢ao observadas podem ser atribuidas as transi¢des internas sparfloxacina e dos
co-ligantes py, bipy ou a fen. Sdo observados aumentos na intensidade das bandas apds
a adi¢do de aliquotas sucessivas de CT-ADN, resultando em hipercromismo e sugerindo
que a interagdo entre o ADN e estes compostos leva a quebra da estrutura secundaria do

ADN.
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Figura 4.5 - Espectros de absor¢io de (a) SPAR, (b) [CuCl,(H,O)(SPAR)] (9), (c)
[CuCly(py)(SPAR)] (10) (d) [CuCl(bipy)(SPAR)]CI (11) e (e) [CuCly(fen)(SPAR)] (12) na
auséncia e na presenca de concentragdes crescentes de ADN (periodo de incubacdao = 30
minutos). Reta inserida — plotagem de [ADN]/(g, - &) versus [ADN] L' {{ADN] = 1,6 x 10

mol e [Composto] = 2,5 x 10° mol L™, a temperatura ambiente}.

A porcentagem de hipercromismo e as contastes de interagao calculadas através
da equagdo Scatchard estdo para a SPAR e seus complexos estdo listadas na Tabela 4.3.
Como se pode observar, os valores de Ky sdo todos da mesma ordem de grandeza. para
os complexos (10), (11) e (12) esses valores sdo praticamente idénticos. No caso da
SPAR e de seus complexos, as mudangas espectrais foram as menores observadas, o

que pode ser constatado pelos valores de porcentagem de hipercromismo, que variam
entre 11 e 39 %.
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Tabela 4.3 - Constantes de ligacdo (K;) para a interagdo ADN—droga e porcentagem de

hipercromismo para a esparfloxacina e seus complexos

K,(M™) Hipercromismo (%)

ADN/SPAR 8,7x10° 39
ADN/[CuCL(H,0)(SPAR)] (9) 8,2x 10° 11
ADN/[CuCly(py)(SPAR)] (10) 93x10° 38
ADN/[CuCl(bipy)(SPAR)ICI (11)  5,8x 10° 30
ADN/[CuCl(fen)(SPAR)] (12) 69x10° 22

Portanto, os precursores [CuCly(py).], [CuCly(bipy)] e [CuCly(fen)], os ligantes
LEVO e SPAR e seus complexos de Cu(Il) interagem com o ADN com constantes que
variam entre 10° e 10° M, via intercalacio com clivagem da estrutura secundaria do
ADN. Nao foi possivel encontrar correlagdo entre a atividade anti-7.cruzi dos
compostos e os valores de K. Provavelmente, esse ndo deve ser o principal mecanismo
de a¢do anti-7.cruzi dessas drogas.

Embora nao tenham sido encontrados na literatura estudos de interacdo com o
ADN da levofloxacina, encontram-se resultados para seu isdmero Optico, a ofloxacina
(OFL) e seus complexos de Cu(Ill). PATEL e colaboradores (2010) estudaram a
interagdo com ADN de complexos de Cu(ll) de OFL que continham co-ligantes
nitrogenados e encontraram constantes da ordem de 10* M. Além disso ele sugeriu que
a interagdo complexo-ADN ocorre via intercalacdo, mas sem prejuizo a estrutura
secundaria da molécula de ADN.

EFTHIMIADOU e colaboradores (2008) estudaram a interagdo entre o ADN, a
esparfloxacina e seu complexo [Co(SPAR),(H,0)] e encontraram valores de K, da
ordem de 10° M. Esses valores sdo mais elevados do que os obtidos no presente
trabalho.

Em outro trabalho, EFTHIMIADOU e colaboradores (2010) fizeram estudo de
interagdo droga-ADN para a esparfloxacina e os complexos [Fe(SPAR)s],
[VO(SPAR),(H,0)], [Mn(SPAR)>(H,0),], [Ni(SPAR),(H,0)] ¢ [UO(SPAR);]. Para os
complexos com ions divalentes, Ni*" e Mn*", os autores sugeriram o mesmo modo de
interacdo que foi sugerido no presente trabalho e constantes da mesma ordem de

grandeza.
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Capitulo 5 -

Estudo da interacdo dos complexos de Cu(Il) de algumas

fluorquinolonas com a albumina

Estudos de interacdo entre macromoléculas bioldgicas e drogas geram
importantes informagdes sobre os sitios de ligacdo, transporte e metabolismo no corpo
humano (GUIZADO, 2008 ¢ GOES FILHO, 2005).

A Albumina sérica ¢ uma das proteinas mais estudadas e ¢ a mais abundante no
plasma, com uma concentragao tipica de 5g/100mL. Muitos pesquisadores tém estudado
a estrutura e as propriedades da albumina sérica e suas interagdes com outras proteinas
com o intuito de compreender todas as suas fun¢des no organismo (FRIEDLI, 1977).

Existem resultados contraditorios ¢ muitas discussdes sobre a determinacao da
estrutura da albumina, porém com base em experimentos de hidrodindmica e
espalhamento de raios-X, a albumina sérica aproxima-se de um elipséide de 140 x 40
Angstrons, com trés dominios homologos. Albuminas sdo caracterizadas por conterem
um numero pequeno de residuos de triptofano e metionina e um grande niimero de
cistina e aminoacidos carregados, acidos aspartico e glutdmico, lisina e arginina. O
contetdo de glicina e isoleucina ¢ menor que a média encontrada em proteinas. A
Figura 5.1 mostra a estrutura de cadeias de duas moléculas de albumina humana (HSA),
onde os residuos Cys34 e Trp214 aparecem como esferas.

Talvez, a mais interessante propriedade da albumina seja sua capacidade de
ligar-se reversivelmente a uma grande variedade de compostos. A albumina ¢ a
principal transportadora de acidos graxos, que sdo insoliveis no plasma sanguineo.
Também possui muitas outras fungdes, como sequestrar radicais livres de oxigénio e
inativar varios metabolitos lipofilicos toxicos como a bilirrubina. A albumina tem uma
grande afinidade por 4cidos graxos, hematina, bilirrubina e por pequenos compostos

aromaticos negativamente carregados. Forma ligagcdes covalentes com fosfato piridoxil,
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cisteina, glutationa e varios metais como cobre, niquel, mercurio, prata e ouro. No
plasma circulante, aproximadamente 30% dos grupos —SH livres, Cys34, sdo oxidados
por cisteina e glutationa. Como a albumina ¢ uma proteina transportadora
multifuncional, acredita-se que ela possa ser uma transportadora ou reservatorio de
oxido nitrico, e possa estar relacionada com processos fisioldgicos ainda nao

compreendidos envolvendo o NO.

Figura 5.1 - Estrutura quaternaria da HSA com os residuos de cisteina e triptofano

Tanto a albumina bovina (BSA) quanto a humana (HSA) possuem apenas um
residuo de cisteina livre, Cys34. Os outros formam 17 pontes dissulfeto ajudando a
manter a estrutura terciaria. A albumina bovina (BSA) possui 2 residuos de triptofano,
Trp134 e Trp212 e a humana (HSA) apenas um, Trp214 (ver Figura 5.1).

A albumina bovina (BSA) ¢ extensamente utilizada em estudos de interagdo com
drogas, gragas a sua semelhanga estrutural com a albumina humana (HSA) e a seu baixo
custo. Em solugcdao, a BSA exibe forte sinal fluorescente, devido aos residuos de
triptofano, com maximo em 343 nm, quando excitada em 295 nm. Portanto, a
fluorescéncia ¢ a técnica mais utilizada para os estudos de interagdo BSA-droga.

Nesse trabalho, fizemos estudos de interacdo entre os complexos de Cu(Il) de
levofloxacina (LEVO) e esparfloxacina (SPAR) e a BSA com o objetivo de verificar a
existéncia de interacdes e tentar compreender a natureza e a intensidade das mesmas. A
interagdo da LEVO e da SPAR livres e dos precursores [CuCly(py):], [CuCly(bipy)],
[CuCly(fen)] (py = piridina, bipy = 2,2’-bipiridina (bipy) e fen = 1,10-fenantrolina)

também foi estudada para efeito de comparacao.
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51 Estudo da interacdo dos precursores [CuCly(py)2],
[CuCly(bipy)], [CuCly(fen)] com albumina bovina

As mudancas observadas nos espectros de emissdo da BSA durante a titulacao
com os precursores [CuCly(py).], [CuCly(bipy)], [CuCly(fen)], sdo mostradas na Figura
5.1 a-c. O espectro inicial (em preto) refere-se a BSA livre na auséncia dos precursores.
A solugdo de BSA, em pH 7,4, possui uma intensidade méaxima de fluorescéncia em 348
nm, quando o comprimento de onda de excitacdo ¢ de 285 nm. Apos adi¢do de aliquotas
sucessivas dos precursores, observa-se supressdo do sinal fluorescente dos triptofanos.
A mudanga da fluorescéncia em 343 nm, (Fy-F), foi plotada em funcao da concentracao
dos precursores de Cu(Il) (inser¢ao na Figura 5.2 a-c) e os dados foram ajustados com a
equacdo de Stern-Volmer,

F/Fo=1+Ksv [Q]
onde, Fy ¢ a intensidade de fluorescéncia na auséncia do agente de extingdo; F ¢ a
intensidade de fluorescéncia na presenca do agente de extingdo; [Q] € a concentracao de
agente de extingdo e Kgy ¢ a a constante de supressdo de Stern-Volmer que ¢ igual a
constante de associagdo droga-BSA.

Para os precursores [CuCly(py)2], [CuCly(bipy)] e [CuCly(fen)] os valores de
Kgv encontrados foram de 5,4 x 105; 8,4 x 10% ¢ 4,8 x 10° , respectivamente. Esses

valores indicam forte interacdo entre esses precursores € a BSA.
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Figura 5.2 - Espectro de emissdo da BSA na presenca de concentragdes crescentes de (a)
[CuCly(py)2], (b) [CuCly(bipy)] e (¢) [CuCly(fen)]. Comprimento de onda de excitacdo = 285
nm. [BSA] =2 x 10° mol L. Os pontos em vermelho nio foram levados em consideragio nos

calculos das constantes.
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5.2 Estudo da interacdo da levofloxacina e de seus complexos

de Cu(Il) com a albumina bovina.

As mudangas observadas nos espectros de fluorecéncia da BSA durante a
titulacgdo com a levofloxacina e seus complexos [CuCl,(H;O)LEVO)] (5),
[CuCl(bipy)(LEVO)]CI (7) e [CuCly(fen)(LEVO)] (8) s@o mostradas na Figura 5.3 a-d.
A mudanga da fluorescéncia em 343 nm, (Fy-F), foi plotada em funcdo da concentracao
dos precursores de Cu(Il) (insercdo na Figura 5.3 a-d) e os dados foram ajustados com a

equacdo de Stern-Volmer.
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Figura 5.3 - Espectro de emissdo da BSA na auséncia e na presenga de concentragdes crescentes
da (a) levofloxacina, (b) [CuCly(H,O)LEVO)], (¢) [CuCl(bipy)(LEVO)]CI
[CuCly(fen)(LEVO)]. Comprimento de onda de excitagdo = 285 nm. [BSA] = 2x10° mol L™.

Os pontos em vermelho ndo foram levados em consideragdo nos calculos das constantes.

e (d)
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Para a levofloxacina e seus complexos [CuCl,(H,O)LEVO)] (5),
[CuCl(bipy)(LEVO)]CI (7) e [CuCly(fen)(LEVO)] (8) os valores de Kgy encontrados foram
de 4,9 x 105, 3,7x 106, 1,9 x 10° ¢ 1,9 x 105, respectivamente. Esses valores indicam
forte interagdo com a BSA, sendo que o complexo (5) € o que tem a maior constante e,

portanto, o que interage mais fortemente com a BSA.

5.3 Estudo da interagdo da esparfloxacina e de seus complexos

com o BSA

As mudangas observadas nos espectros de emissdo da BSA durante a titulacao
com a esparfloxacina e dos complexos [CuCl,(H,O)(SPAR)] (9), [CuCly(py)(SPAR)]
(10), [CuCl(bipy)(SPAR)]CI (11) e [CuCly(fen)(SPAR)] (12) s3o mostradas na
mostradas na Figura 5.3 a-e. A mudanga da fluorescéncia em 343 nm, (Fo-F), foi
plotada em fun¢do da concentragio dos precursores de Cu(Il) (inser¢do na Figura 5.3 a-

e) e os dados foram ajustados com a equagao de Stern-Volmer.
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Figura 5.4 - Espectro de emissdo da BSA na auséncia e na presenga de concentragdes crescentes
da (a) esparfloxacina, (b) [CuCly(H,O)(SPAR)], (c) [CuCly(py)(SPAR)], (d)
[CuCl(bipy)(SPAR)]CI e (e) [CuCly(fen)(LEVO)]. Comprimento de onda de excitagdo = 285
nm. [BSA] = 2x10° mol L. Os pontos em vermelho ndo foram levados em consideragdo nos

calculos das constantes.
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Para a esparfloxacina e seus complexos [CuClL(H,O)(SPAR)] (9),
[CuCly(py)(SPAR)] (10) [CuCl(bipy)(SPAR)]CI (11) e [CuCly(fen)(SPAR)] (12) os
valores de Kgv encontrados foram 1,8 x 105; 1,1 x 10°; 52x 105; 51x 10* e 3,0x 105,
respectivamente. Esses sdo da mesma ordem de grandeza dos relatados anteriormente e,
novamente, indicam forte interacdo com a BSA.

A Tabela 5.1 resume os valores obtidos para as constantes de interagao com a
BSA (Kgy), assim como os valores da constante de supressdo dindmica (kq). Os valores
de kq foram obtidos através da equagdo de Stern-Volmer e considerando que o tempo de
vida (t,) de um triptofano na albumina é de, aproximadamente, 10°® s (SKYRIANOU,
2010).

Lok gl01=1+K, [0

onde, Fy ¢ a intensidade de fluorescéncia na auséncia do agente de extingdo; F ¢ a
intensidade de fluorescéncia na presenca do agente de extingao; 1y € o tempo de vida na
auséncia e presenca do agente de extingao e [Q] € a concentragdo de agente de extingao.

k, depende da probabilidade de colisdo entre a proteina e o compostos em estudo
e mede a exposi¢ao do triptofano a droga. O limite maximo de k, esperado para um
processo bimolecular, controlado por difusédo, ¢ 10" M's™ (SKYRIANOU et al., 2009).

Na Tabela 5.1 foram incluidos, para efeito de comparagdo, os valores das
Constantes de ligacdo (K}) para a interagdo ADN—droga.

Os valores obtidos para Kgy mostram que a intensidade das interagdes ndo varia
significativamente quando comparamos LEVO e SPAR livres com seus respectivos
complexos de Cu(I). A magnitude no presente estudo (10> - 10" M's™) indica que o
processo ndo ocorre inteiramente por difusdo e que deve haver uma interacdo mais
especifica albumina-droga (SKYRIANOU et al., 2009).

Portanto, os precursores [CuCly(py).], [CuCly(bipy)] e [CuCly(fen)], os ligantes
LEVO e SPAR e seus complexos de Cu(Il) interagem com a BSA com constantes que
variam entre 10* e 10® M. Novamente, ndo foi possivel encontrar correlagdo entre a

atividade anti-7.cruzi dos compostos e os valores de Kgy.
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Tabela 5.1 - Constantes de Stern-Volmer (Ksy) e de supressdao dinamica de fluorescéncia

(kq) para a interacdo BSA-droga.

KsyM™) kg 's™h

BSA/[CuClLy(py).] 54x10°  ~10"
BSA/[CuCly(bipy)] 84x10* ~10"
BSA/[CuCly(fen)] 48x10°  ~10"
BSA/LEVO 49x10° ~10"
BSA/[CuCL(H,0)(LEVO)] (5) 3,7x10°  ~10™
BSA/[CuCl(bipy)(LEVO)]CL3H,O (7) 1,94x 10> ~10"
[CuCly(fen)(LEVO)].4H,0 (8) 1,92x10° ~10"
BSA/SPAR 1,8x10°  ~10"
[CuCL(H,0)(SPAR)]. H,0 (9) 1,L1x10° ~10"
[CuCL(py)(SPAR)].H,0 (10) 52x10°  ~10"
[CuCl(bipy)(SPAR)]CL.2H,O (11) 51x10°  ~10"
[CuCly(fen)(SPAR)].3H,0 (12) 3.0x10°  ~10"

As constantes de interagdo entre a albumina humana e as fluorquinolonas
levofloxacina, esparfloxacina, ciprofloxacina e enrofloxacina foram determinadas por
SEEDHER E AGARWAL (2010). Os valores encontrados sdo da ordem de 10* e 10°
M, semelhantes, portanto, aos obtidos no presente trabalho.

EFTHIMIADOU e colaboradores (2010) fizeram estudo de interagdo droga-
BSA e droga-HSA para a esparfloxacina e os complexos [Fe(SPAR)s],
[VO(SPAR),(H,0)], [Mn(SPAR),(H,0),], [Ni(SPAR),(H,O)] e [UO(SPAR),] e
também encontraram constantes de interacdo da ordem de 10* ¢ 10° M.

SKYRIANOU e colaboradores (2009) estudaram a interagao da esparfloxacina e
seus complexos de Ni(II) com BSA e encontram constantes da ordem de 10°M™,
Portanto, os valores das constantes de interacdo BSA-droga, obtidos no presente

trabalho, sdo proximos de outros encontrados na literatura para essa mesma classe de

compostos.
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Capitulo 6 - Conclusdo

Inicialmente relatamos a sintese de doze complexos de Cu(Il) de norfloxacina
(NOR), levofloxacina (LEVO) e esparfloxacina (SPAR) contendo ou ndo os seguintes
co-ligantes: piridina (py), 2,2’-bipiridina (bipy) ou 1,10-fenantrolina (fen). Os
complexos obtidos sdo do tipo [CuCl,(H,O)(L)], [CuCly(py)(L)], [CuCl(bipy)(L)]CI e
[CuCly(fen)(L)] (L = NOR, LEVO e SPAR), nos quais os ligantes coordenam-se ao ion
Cu(Il) na forma zwiterionica ¢ de modo bidentado através da carbonila cetonica e da
carbonila do acido carboxilico. Dados de ressondncia paramagnética eletronica (RPE),
obtidos no pd, a temperatura ambiente, sugerem que os complexos [CuCl,(H,O)(L)],
[CuCly(py)(L)], (L = NOR, LEVO e SPAR) ndo apresentaram evidéncias de presenca
de complexos binucleares, com excecdo de [CuCly(py)(NOR)], que apresentou bem
pequena porcentagem do dublete binuclear. J& nos complexos que contém bipiridina
como co-ligante, a forma dimérica prevalece, sendo que [CuCl(bipy)(LEVO)]CI ¢
puramente binuclear, enquanto [CuCl(bipy)(NOR)]CI e [CuCl(bipy)(SPAR)]CI contém, além
de componente binuclear, contribuicdo de complexo mononuclear. Os espectros de po
dos complexos que contém fenantrolina sdo muito alargados e também sugerem a
presenca de complexos binucleares, porém em menor propor¢do do que os complexos
com bipiridina.

A atividade tripanocida das fluorquinolonas livres (NOR, LEVO, SPAR), dos
complexos de Cu(Il), do sal de Cu(Il) (CuCl,), dos precursores de Cu(Il) {[CuCly(py)2],
[CuCly(bipy)], [CuCly(fen)]} e da droga de referéncia para doenca de Chagas, o
Benznidazole, foi testada sob as formas tripomastigotas sanguineas do Trypanosoma
cruzi, in vitro. NOR, LEVO, SPAR nao mostraram atividade significativa sob as formas
tripomastigotas do 7. cruzi. A associagdo do Cu(Il) as fluorquinolonas levou a um
aumento da atividade. Observa-se que nos complexos do tipo [CuCly(H,O)(L)] os
valores de ICsy sdo significativamente menores que nas fluorquinolonas livres e

aproximadamente da mesma ordem de grandeza do CuCl,. Embora a introducao da
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piridina (py) como co-ligante ndo tenha sido uma estratégia eficaz para a melhora da
atividade, a associagdo da 2,2’-bipiridina (bipy) ao cobre e as fluorquinolonas levou a
uma diminuicao significativa dos valores de ICsy e, portanto, a um aumento da
atividade. No entanto, a estratégia mais eficaz para o aumento da atividade anti-T.cruzi
dos complexos foi a introducao do grupo 1,10-fenantrolina (fen). Os complexos do tipo
[CuCly(fen)(L)] mostraram-se ativos em baixas concentragdes e significativamente mais
ativos que a benzinidazole, que ¢ a droga de referéncia. Embora a fenantrolina livre e
seu precursor, [CuCl,(fen)], mostrem atividade significativa, os complexos que unem o
Cu(Il), as fluorquinolonas e a fen, sdo mais ativos, em especial o complexo
[CuCly(fen)(LEVO)], que apresenta também o maior indice de seletividade (IS = 19),
sendo portanto o mais promissor da série estudada. Testes sob as formas amastigostas
sanguineas do T.cruzi estdo em andamento. Embora vérias classes de compostos tenham
sido testadas contra o T.cruzi, in vitro e in vivo, poucos chegaram em fase de ensaios
clinicos. Portanto, a atividade anti-7cruzi dos complexos de Cu(Il) 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-7.cruzi.

Uma vez constatado que os complexos de Cu(Il) obtidos no presente trabalho
tinham potencial para agir como agentes anti-7.cruzi, passamos aos estudos de
investigacdo dos possiveis mecanismos de agdo dessas drogas, através do estudo de
interagdo dos complexos com o ADN e a albumina bovina (BSA).

Inicialmente fizemos estudos de interacdo entre os complexos de Cu(Il) de
levofloxacina (LEVO) e esparflocacina (SPAR) e a dupla hélice do ADN com o
objetivo de verificar a existéncia de interagdes e tentar compreender a natureza e a
intensidade das mesmas (Ky). A interagdo da LEVO e da SPAR livres e dos precursores
[CuCly(py)2], [CuCly(bipy)], [CuCly(fen)] (py = piridina, bipy = 2,2’-bipiridina (bipy) e
fen = 1,10-fenantrolina) também foi estudada para efeito de comparacdo. O estudo da
interagdo das fluorquinolonas e de seus complexos de Cu(Il) com o ADN ¢ importe
visto que os possiveis alvos de agdo das drogas anti-T.cruzi podem incluir o ADN-
mitocondrial ou ADN nuclear do parasito. Constatamos que o0s precursores
[CuCly(py)2], [CuCly(bipy)] e [CuCly(fen)], os ligantes LEVO e SPAR e seus
complexos de Cu(Il) interagem com o ADN com constantes que variam entre 10° e 10°
M, via intercalagio com clivagem da estrutura secundaria do ADN. No entanto, no

foi possivel encontrar correlagdo entre o potencial tripanocida dos compostos e os
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valores de K,. Provavelmente, esse ndo deve ser o principal mecanismo de ac¢do anti-
T.cruzi dessas drogas.

Em seguida, passamos aos estudos de interagdo com a albumina bovina (BSA).
A Albumina sérica ¢ uma das proteinas mais estudadas e ¢ a mais abundante no plasma,
com uma concentra¢do tipica de 5g/100mL. A BSA ¢ extensamente utilizada em
estudos de interagdo com drogas, gracas a sua semelhanca estrutural com a albumina
humana (HSA) e a seu baixo custo. Em solugdo, a BSA exibe forte sinal fluorescente,
devido aos residuos de triptofano, com maximo em 343 nm, quando excitada em 295
nm. Portanto, a fluorescéncia é a técnica mais utilizada para os estudos de interacdo
BSA-droga. Nesse trabalho, fizemos estudos de intera¢do entre os complexos de Cu(II)
de levofloxacina (LEVO) e esparflocacina (SPAR) e a BSA com o objetivo de verificar
a existéncia de interagdes e tentar compreender a natureza ¢ a intensidade das mesmas.
A interacdo da LEVO e da SPAR livres e dos precursores [CuCly(py).], [CuCly(bipy)],
[CuCly(fen)] (py = piridina, bipy = 2,2’-bipiridina (bipy) e fen = 1,10-fenantrolina)
também foi estudada para efeito de comparagdo. Para obter as constantes de interacao
droga-BSA (Ksy) tracamos o grafico de mudanca da fluorescéncia em 343 nm, (Fy/F)
em funcdo da concentracdo de droga e os dados foram ajustados com a equagdo de
Stern-Volmer: F/Fo=1 + Kgv [Q], onde, F ¢ a intensidade de fluorescéncia na auséncia
do agente de extincdo; F ¢ a intensidade de fluorescéncia na presenca do agente de
extingdo; [Q] € a concentracdo de agente de extingdo e Kgy € a a constante de supressao
de Stern-Volmer que ¢ igual a constante de associagdo droga-BSA. Os precursores
[CuCly(py)2], [CuCly(bipy)] e [CuCly(fen)], os ligantes LEVO e SPAR e seus
complexos de Cu(Il) interagem com a BSA com constantes que variam entre 10* ¢ 10°
M. Novamente, nio foi possivel encontrar correlagdo entre a atividade anti-T.cruzi dos

compostos e os valores de Kgy.
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Anexo I - Curvas de TG/DTG
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Figura.l — Curvas TG/DTG de [CuCl,(H,O)(NOR)].H,O (1)
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Figura.2 — Curvas TG/DTG de [CuCly(py)(NOR)].H,O (2)
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Figura.3 — Curvas TG/DTG de [CuCl(bipy)(NOR)]CL.H,0 (3)
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Figura.4 — Curvas TG/DTG de [CuCl,(fen)(NOR)].4H,0 (4)
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Figura.5 — Curvas TG/DTG de [CuCl,(H,O)(LEVO)] (5)
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Figura.6 — Curvas TG/DTG de [CuCl,(H,O)(SPAR)]. H,O (9)
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Figura.7 — Curvas TG/DTG de [CuCly(py)(SPAR)].H,O (10)
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Figura.8 — Curvas TG/DTG de [CuCl(bipy)(SPAR)]CL.2H,0O (11)
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Figura.9 — Curvas TG/DTG de [CuCl,(fen)(SPAR)].3H,0 (12)



Anexo II - Espectros na regido do Infravermelho
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Figura 10 — Espectros de IV de Norfloxacina
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Figura 11 — Espectros de IV de Esparfloxacina
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Figura 12 — Espectros de IV [CuCly(py)2]

I

300

600

i}

4500,0

QILRT72CCB.sp

4o00

3600

3200 2800 2400 2000 1200 1600

cm-1

Figura 13 — Espectros de IV [CuCl,(bipy)]
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Figura 14 — Espectros de IV [CuCl,(H,O)(NOR)].H,O (1)
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Figura 15 — Espectros de IV [CuCl,y(py)(NOR)].H,0 (2)
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Figura 16 — Espectros de IV [CuCl(bipy)(NOR)]CL.H,O (3)
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Figura 17 — Espectros de [CuCly(fen)(NOR)].4H,0 (4)
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Figura 18 — Espectros de [CuCl,(H,O)(SPAR)]. H,O (9)
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Figura 19 — Espectros de [CuCly(py)(SPAR)].H,O (10)
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Figura 20 — Espectros de [CuCl(bipy)(SPAR)]CL.2H,0 (11)
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Figura 21 — Espectros de [CuCl,(fen)(SPAR)].3H,0 (12)
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