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RESUMO

Uma das mais importantes aplicacdes de complexos metdlicos na clinica médica é no tra-
tamento do cancer. Entretanto, existem problemas associados ao seu uso, especialmente
efeitos colaterais e o aparecimento de resisténcia celular, que ainda nao foram resolvidos.
Do mesmo modo, o aparecimento de bactérias multirresistentes representa uma grave
preocupacdo para a saude publica. Portanto, a crescente resisténcia aos medicamentos

disponiveis cria uma demanda por novos agentes quimioterdpicos.

Visando aliar as propriedades farmacolégicas da sulfassalazina (saz), sulfapiridina (sp), te-
traciclina (tc) e de dois ligantes heterociclicos tridentados as dos ions metalicos bismuto(lll)
e galio(lll), neste trabalho estao descritas a sintese, caracterizagao fisico-quimica no estado
sélido e em solucao, a atividade citotdxica e a atividade antibacteriana de sete complexos
metdlicos inéditos. Os complexos [Bi(sp):Cls], [Bi(saz).Cl], [Ga(saz)(H,O)(OH)],
[Bi(tc)(H.0)Cl.], [Ga(H20),(tc)21(NOs), [Bi(C21H20N20)Clo] e [Bi(Ci3H11N21,0)Clo] foram caracteri-
zados por andlise elementar e condutimétrica, espectrometria de massas, infravermelho e
RMN de "H. As estruturas dos complexos [Bi(C21H2N>O)Cl,] e [Bi(sp);Cls] foram também de-

terminadas por difracdo de raios-X em monocristal.

A coordenacgado do bismuto a sulfapiridina ocorreu através do nitrogénio sulfonamidico e
melhorou o efeito antibacteriano em relacao ao ligante livre. J4 a coordenacdo do bismu-
to(lll) a sulfassalazina ocorreu de modo bidentado através dos oxigénios do carboxilato e
fendlico e ndo melhorou a atividade em nenhuma das linhagens bacterianas testadas. En-
tretanto, ambos os complexos apresentaram melhor atividade citotéxica em células tumo-
rais que seus ligantes livres, sendo a Clso do composto de bismuto(lll) da sulfassalazina de
9,7 umol L. O gdlio(lll) também coordenou-se a sulfassalazina através de dois oxigénios
do anel salicilato. A coordenacado do galio(lll) a sulfassalazina nao incrementou a atividade
antibacteriana em proporc¢ao considerdvel, e sua atividade biolégica contra células tumo-

rais foi relativamente préxima a do ligante.

A tetraciclina coordenou-se ao bismuto(lll) de modo bidentado através do nitrogénio da
amida e do oxigénio da hidroxila em C3, ap6s desprotonacao. O complexo [Bi(tc)(H,0)Cl,]

mostrou-se um agente antibacteriano bastante promissor, apresentando atividade anti-



bacteriana semelhante a da tetraciclina nas linhagens sensiveis e capaz de reverter a resis-
téncia bacteriana em linhagens resistentes de Escherichia coli que carreiam o plasmideo
pBR 322. O galio(lll) ligou-se a duas moléculas de tetraciclina atuando como ligante biden-
tado: através do oxigénio da carbonila da amida e da hidroxila em C3 ap6s desprotonacao.
O complexo de galio(lll) da tetraciclina também conseguiu reverter a resisténcia bacteriana
ao antibidtico livre. Estes resultados sdo muito promissores, pois a resisténcia bacteriana é
o maior obstaculo para o uso clinico das tetraciclinas. O complexo de bismuto da tetraci-
clina foi 7 vezes mais ativo que a tetraciclina livre contra células tumorais e o de galio foi

12,7 vezes mais ativo.

Finalmente, os ligantes NN'O doadores coordenaram-se ao bismuto(lll) de forma tridenta-
da, formando estruturas similares do tipo [Bi(L)Cl,]. Com relag¢do ao potencial antitumoral
destes compostos, vale a pena destacar que sua atividade estd entre os compostos de
bismuto mais ativos descritos até o presente. Os valores de Cls, obtidos para os complexos

[Bi(C21H26N20)Cly] e [Bi(Ci3H11N2l,0)Cl,] foram 0,3 e 0,4 umol L respectivamente.

PALAVRAS-CHAVE: resisténcia bacteriana, antibacteriano, antitumoral, bismuto(lll), ga-

lio(lll).



ABSTRACT

The most important application of metal complexes in clinical medicine is the treatment of
cancer. However, there are problems associated with their use, especially side effects and
the emergence of resistance, which has not yet been solved. Similarly, the emergence of
multi-resistant bacteria poses a serious public health concern. Therefore, increasing

resistance to available drugs creates a demand for new chemotherapeutic agents.

Aiming to combine the pharmacological properties of sulfasalazine (saz), sulfapyridine (sp),
tetracycline (tc) and two tridentate heterocyclic ligands to the metal ions Bi (Ill) and Ga (lll),
this work describes the synthesis, physicochemical characterization both in solid state and
in solution, the cytotoxic activity and antibacterial activity of seven novel metal complexes.
The complexes [Bi(sp)sCls], [Bi(saz).Cl], [Ga(saz)(H,O)(OH)], [Bi(tc)(H,O)Cl,],
[Ga(H,0)2(tc)21(NOs), [Bi(CaiH29N,0)Cl,] and  [Bi(CisH1iNaI,0)Cl;] were characterized by
elemental analysis and conductimetric, mass spectrometry, IR and TH NMR . The structures
of the complexes [Bi(C21H29N,0)Cl,] and [Bi(sp)sCls] were also determined by single crystal

X-ray diffraction methods.

The coordination of bismuth to sulfapyridin occurred via the sulfonamidic nitrogen and
improved the antibacterial effect as compared to the free ligand. The coordination of
bismuto(lll) to sulfasalazine was bidentate through the oxygens of the carboxylate and the
phenolic group and did not improve the activity in any of the bacterial strains tested.
However, both complexes showed higher cytotoxic activity in tumor cells than their free
ligands, with the 1Cso for the compound Bi (lll) and sulfasalazine equal to 9.7 mol L™
Gallium (Ill) also coordinated to sulfasalazine through two oxygens of the salicylate ring.
The coordination of Ga (lll) to sulfasalazine did not increase the antibacterial activity
considerably, and its biological activity against tumor cells was relatively close to that of

the ligand.

Tetracycline coordinated to Bi (lll) in a bidentate manner via the amide nitrogen and the
hydroxyl oxygen at C3 after deprotonation. The complex [Bi(tc)(H,O)Cl,] appeared as a
promising antibacterial agent, with an antibacterial activity similar to that of tetracycline in

sensitive strains and able to overcome bacterial resistance in resistant strains of Escherichia



coli carrying the plasmid pBR322. Gallium (lll) ions bind to two tetracycline molecules
acting as bidentate ligand through the carbonyl oxygen of the amide and the oxygen of
the deprotonated hydroxyl group at C3. The Ga (lll) complex with tetracycline was also
able to overcome bacterial resistance to the free antibiotic. These results are very
promising since bacterial resistance is the major obstacle to the clinical use of tetracyclines.
The bismuth(lll) complex with tetracycline was 7 times more active than free tetracycline

against tumor cells and that with gallium(lll) was 12.7 times more active.

Finally, NN'O donor ligands coordinated to the bismuth (lll) in a tridentate manner to form
similar structures of type [Bi(L)Cl.]. Concerning the antitumoral potential of these
compounds, it is worth noting that they are among the most active bismuth compounds
described to date. 1Cso values obtained for the complex [Bi(CyiHxN-O)Cl] and

[Bi(Cy3H11N21,O)Cl,] were 0,3 e 0,4 umol L, respectively.

KEYWORDS: bacterial resistance, antibacterial, antitumoral, bismuth(lll), gallium(lll).
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1 INTRODUCAO

“Enquanto todo mundo espera a cura do mal

E aloucura finge que isso tudo é normal

Eu finjo ter paciéncia

E 0 mundo vai girando cada vez mais veloz

A gente espera do mundo e o mundo espera de nos...
“Paciéncia” - Lenine (Musico e Eng. Quimico)

A descoberta dos antibidticos (antimicrobianos) — substancias que tratam infec¢des causa-
das por microrganismos — representou um dos marcos mais importantes na medicina mo-

derna [1].

O surgimento dos primeiros antibidticos sintéticos em 1935 — as sulfas — e a producao in-
dustrial da penicilina em 1940 comecaram a mudar o cenario das doencas no mundo, pois
eles eram capazes de aniquilar microrganismos responsaveis por diversas epidemias que
assolaram a humanidade, como o fizeram a pneumonia e a tuberculose. A indUstria de an-
timicrobianos desde entdao chegou com forca total e milhares de compostos foram sinteti-
zados, produzindo um grande arsenal de medicamentos com diferentes espectros e me-

canismos de ac¢ao, que transformaram o panorama epidemiolégico global [2].

Entretanto, apesar do sucesso e do conforto trazidos pelos antimicrobianos, a angustia que
permanecia, no que se refere aos “limites da ciéncia” em relacdo a medicina, era evidente
quando surgia a palavra “cancer”, seja nos meios de comunicacao ou no diagnéstico do

médico. A afirmativa era determinante e sem virgulas: “Cancer nao tem cura”.

A descoberta da atividade citotéxica da cisplatina em 1964, por Rosenberg e van Camp [3],
estimulou a pesquisa de desenvolvimento de fadrmacos num ramo relativamente novo, a
Quimica de Coordenacao, cujas relagdes com a Bioinorganica tém ganhado atencao e des-
taque na ciéncia, uma vez que compostos de coordenacao estao também envolvidos em

fendmenos vitais.

Mas a luta entre a humanidade e as doencas parece nunca ter fim. E a palavra universal-
mente temida agora é resisténcia. O uso indiscriminado de antibiéticos fez surgir bactérias
resistentes, as quais nao podem ser combatidas com o arsenal de antibiéticos de que dis-

poe a ciéncia hoje, tornando-se um problema grave no panorama mundial da salde desde
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0 ano 2000, segundo relatorios da Organizacdo Mundial da Saude. O Centro de Controle e
Prevencao de Doencas dos Estados Unidos estima que 23 mil pessoas morram por ano no
pais vitimas de bactérias resistentes aos antibidticos. Atualmente, cerca de dois milhdes de

pessoas estdo infectadas [4].

Se a resisténcia celular nao for controlada, pode trazer de volta um cendrio ja limitado aos
livros de histodria. Os antibioticos sao a base da medicina moderna, e se nao surtirem mais
efeito, infeccdes de ferimentos ou doencas como tuberculose, pneumonia e sifilis podem
se tornar novamente tao perigosas como ja foram no passado. Além disso, transplantes,
procedimentos cirdrgicos e quimioterapias para cancer funcionam apenas quando o paci-

ente pode ser protegido de infec¢bes, caso contrario se tornam inviaveis [4].

1.1 Bactérias e antibacterianos

As bactérias sao os seres vivos mais antigos na Terra, e estima-se que sejam um dos mais
abundantes. No organismo humano, existem aproximadamente 10 vezes mais bactérias

do que o numero de células que o constituem.

As bactérias foram observadas pela primeira vez
por volta de 1680 pelo holandés Antonie van Leu-
wenhoek (Figura 1), que construiu um dos primei-
ros microscépios do mundo, capaz de ampliar a
imagem cerca de 200 vezes. Antes disso, ndao se
imaginava a existéncia de seres vivos invisiveis a
olho nu, que levou tempo para ser aceita, mesmo

pela comunidade cientifica [1].

Foi somente no século XIX que Louis Pasteur, em

Figura 1- Van Leuwenhhoek e seu miscroscépio

sua classica “Teoria dos Germes”, propds que bac-
térias possivelmente causavam doencas. Naquela época, cirurgias, por menores que fos-
sem, comumente levavam a morte, pois o local da incisao facilmente era alvo de infec¢des

causadas por bactérias presentes na pele e mesmo nos instrumentos cirurgicos.
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Um dos primeiros adeptos da teoria de Pasteur de que bactérias podiam causar doencas
foi o cirurgiao inglés Joseph Lister. Por volta de 1865, Lister introduziu o uso de uma solu-
cao de fenol para esterilizar os instrumentos cirdrgicos, e também criou vaporizadores que
espalhavam uma névoa de antisséptico sobre o campo operatério. Esses procedimentos
aumentaram notoriamente as taxas de sobrevivéncia pés-cirurgica. Iniciava-se assim a “Era
antimicrobiana”, inicialmente marcada pelo uso de substancias capazes de matar os agen-

tes infecciosos quando aplicadas em uma superficie ou em um tecido vivo [1].

Figura 2 - Lister, o fenol e o uso do vaporizador de antisséptico sobre o campo operatério.

Por volta de 1909, o médico e bacteridlogo alemao Paul Erlich presenteou a ciéncia com
um novo conceito: A “toxicidade seletiva”. Erlich acreditava que deveria haver uma subs-
tancia que atuasse como uma “bala magica”, capaz de atingir um alvo especifico, o orga-
nismo invasor, sem provocar efeitos toxicos para o hospedeiro. A toxicidade seletiva é a
base do principio da quimioterapia’, que é o uso de substancias quimicas para combater

doencas.

Em 1910, Erlich sintetizou a arsfenamina, um composto de arsénio conhecido pelo nome
comercial de Salvarsan®. Além de atuar contra o tripanossomo da doenca do sono, foi
também o primeiro tratamento efetivo contra a bactéria causadora da sifilis [5]. Nos 20
anos que se seguiram ao Salvarsan®, pouco progresso foi feito em relacdo a encontrar no-

vos agentes antibacterianos [1].

' Quando aplicada ao cancer, a quimioterapia é chamada de quimioterapia antineoplasica ou antiblastica.
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Erlich também desenvolveu os modelos animais, que possibilitam testar os compostos em
animais de laboratério, e extrapolar os resultados farmacolégicos para o organismo huma-

no.

Em 1928, Alexander Fleming trabalhando com a bactéria Staphylococcus aureus, percebeu
que suas placas de cultura haviam se contaminado com um fungo. Observando
cuidadosamente as placas, Fleming percebeu que havia um halo de inibicao ao redor do
fungo, onde nao se desenvolveu bactéria alguma, e concluiu que o fungo produzia uma
substancia antibiotica, a qual denominou penicilina (Figura 3), por ser produzida pelo

fungo Penicilium notatum [2].

Entretanto, era muito dificil cultivar

esse fungo e apenas pequenas / NH
quantidades de penicilina podiam t‘/
ser produzidas. O//

A penicilina s6 ficou disponivel para Penicilina

uso terapéutico em 1940, quando
Figura 3 — Estrutura da penicilina e o halo de inibicdo bacteriana

foi possivel sintetizad-la em escala ao redor do fungo (area na placa delimitada pelo circulo) obser-
industrial, mérito atribuido a Howard vado no experimento de Fleming.

Florey e Ernst Chain [2]. O desenvolvimento de antibacterianos revolucionou a medicina
terapéutica, possibilitando a reducao drastica da mortalidade causada por doencas bacte-
rianas. Desde a descoberta das sulfonamidas, diversas classes de antibidticos surgiram com

diferentes mecanismos de acdo, que envolvem [1]:

¢ Inibicao do metabolismo celular do microrganismo, mas ndao o do hospedeiro, por

exemplo, sulfonas, sulfonamidas.

¢ |nibicao da sintese da parede celular do microrganismo, ex. penicilinas, cefalospori-

nas e vancomicina.

e Interacdes com a membrana plasmatica, afetando sua permeabilidade, por exem-

plo, polimixina, tirotricina.
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e Interrupcdo da sintese proteica, por exemplo, rifamicina, aminoglicosideos, tetraci-

clinas, cloranfenicol.

¢ |nibicao da transcricao e replicacao do acido nucleico, impedindo a divisao celular

ou a sintese de proteinas essenciais. Por exemplo, o acido nalidixico.

1.1.1 A atividade antibacteriana das sulfas

Em 1935 foi publicada a descoberta da atividade antibacteriana das sulfonamidas, também

chamadas de “sulfas”, o primeiro grupo de antibiéticos? contra diversas infec¢oes [2].

Quimicos da Bayer sintetizavam compostos e o patologista alemao Gehard Domagk os
testava. Domagk recebeu para testes um corante vermelho, a p-sulfamidocrisoidina, co-
mercialmente denominada Prontosil Rubrum®. O corante foi inativo nos testes in vitro. En-
tretanto, ndo se sabe o porqué, Domagk prosseguiu os testes in vivo e... o composto foi

misteriosamente ativo, apenas in vivo!

Mais tarde descobriu-se que o corante, a p-sulfamidocrisoidina, ndo era a espécie ativa,
mas quando metabolizado no intestino do animal, produzia a sulfanilamida (Figura 4), que

foi o primeiro antibacteriano efetivo contra infec¢des sistémicas.

20 termo antibidtico (cujo grupo envolve antibacterianos, antifingicos, antivirais e antiparasitarios) tem sido
comumente utilizado de modo mais restrito para indicar os antibacterianos, substancias que atuam especifi-

camente sobre as bactérias.
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Figura 4 - Degradacao in vivo da p-sulfamidocrisoidina, dando origem a sulfanilamida, o primeiro antibiético
contra infec¢bes sistémicas.

A sulfanilamida foi posteriormente sintetizada em laboratério e utilizada contra varias do-
encas, dentre elas a pneumonia e meningite. Varias estruturas andlogas da sulfanilamida
foram entao obtidas substituindo-se um hidrogénio ligado ao N sulfonamidico por um
grupo R, em geral heterociclos de 5 ou 6 membros. Constituiu-se assim o primeiro grupo
de antibidticos sintéticos usados no tratamento de doencas infecciosas. Mais de 5000 sul-

fas foram sintetizadas até 1945 [2].

As sulfonamidas possuem um amplo espectro de acdo contra bactérias Gram3-positivas e
Gram-negativas, por exemplo, causadoras de meningites (Haemophilus influenzae) e
pneumonias (Streptococcus pneumoniae). Antes das sulfas, a febre escarlate, causada pelo
Streptococcus pyogenes, era uma causa frequente de morte em criangas, pois quando nao é
tratada pode causar hemorragias, convulsées, inflamacao nos rins, infeccdo nos timpanos
e problemas cardiovasculares. As sulfas sdo também ativas contra Nocardia sp., Actino-

myces sp.*, Calymmatobacterium granulomatis e Chlamydia trachomatis. Apesar de muitas

3 O teste Gram é um teste de coloragéo cujo nome é em homenagem ao seu autor, o médico Hans C. J. Gram.
Gram-negativas (ndo se coram no teste) possuem uma membrana externa que reveste a parede celular das
bactérias tornando-as mais impermedveis. Essa membrana é ausente nas Gram-positivas (que se coram).

4 Actinomyces sp. foram Inicialmente confundidas com fungos, mas séo bactérias Gram-positivas, causadoras
principalmente de infeccbes provenientes de procedimentos dentarios e abcessos orais.


http://pt.wikipedia.org/wiki/Rins
http://pt.wikipedia.org/wiki/T%C3%ADmpano
http://pt.wikipedia.org/wiki/Cardiopatias
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sulfas terem sido substituidas por penicilinas, sao utilizadas no tratamento de infeccoes

urinarias, infeccdes de ouvido, mucosas ou intestino, e em lo¢des oculares [6].

Outra sulfa de grande importancia na clinica médica é o sulfametoxazol (Figura 5-a), que é
usado numa combinagao com o trimetoprim (Figura 5-b), um outro antimetabdlito. Ambos
atuam inibindo enzimas em etapas sequenciais da mesma via, o que leva a um efeito si-
nérgico, especialmente combinados na razéo sulfa/trimetoprim de 5:1, como é comerciali-

zado sob o nome de Bactrin® ou Cotrimoxazol®.

NH,
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Figura 5 — Estrutura quimica do sulfametoxazol (a), e do trimetoprim (b).

A associacao sulfametoxazol-trimetoprim foi recentemente avaliada contra 100 isolados
clinicos de Streptococcus pyogenes, tendo sua atividade in vitro eficazmente comprovada

em todos os isolados [7].

Essa associacao é usada em caso de infec¢des renais, urogenitais, gastrointestinais e der-
matologicas. Também é utilizado como medicamento de primeira linha para tratar a
pneumonia por Pneumocystis jirovecii. Entretanto, estudos recentes confirmam pela pri-
meira vez que mutagdes génicas naturais em P. jirovecii levam a producao de formas vari-
antes da enzima dihidrofolato redutase (DHFR), alvo do trimetoprim, levando a resisténcia

e contribuindo para falhas da terapia padrao, observadas clinicamente [8].

A combinacdo sulfametoxazol/trimetoprim também é usada contra a doenga meningocoé-
cica, causada pela bactéria Neisseria meningitidis, a mais grave das meningites, pois pode
levar ao 6bito em menos de 24 horas. Esse medicamento é especialmente importante para
pacientes alérgicos a penicilina. A doenca meningocdcica tem distribuicao global, poden-

do ocorrer surtos ocasionais e epidemias em qualquer pais do mundo, embora a Africa seja
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a regiao com maior numero de casos, onde cerca de 15 paises sofrem epidemias recorren-
tes a cada 8-12 anos. No Brasil, a doenca é endémica com casos principalmente no inverno,
com surtos e epidemias ocasionais. As maiores epidemias registradas no pais ocorreram na
década de 70 e em 1988. Nos ultimos 20 anos foram notificados cerca de 80 mil casos, mo-
tivando a vacinacao em massa de criancas e adultos, como ocorreu em 1995. No entanto,
nos Ultimos anos surgiram estirpes de Neisseria meningitidis resistentes as sulfas [9,10]. A
emergéncia de cepas bacterianas com diferentes graus de resisténcia antimicrobiana é o

aspecto mais alarmante na terapia de doencas infecciosas.

Muitas sulfonamidas foram substituidas pela penicilina, mas uma nova geracao de sulfas
tem tomado grande importancia, as sulfas de longa duracao como a sulfadoxina (Figura 6),
gue basta ser tomada uma vez por semana e constitui também um dos farmacos do Fanis-

dar®, usado no tratamento da malaria e de algumas pneumonias [1].

0
HZN—Q'E—NH OMe
O
N/ \ OMe
\—

Figura 6 — Estrutura da sulfadoxina, uma sulfa de longa duracao.

1.1.2 As sulfas que utilizamos neste trabalho

A sulfapiridina

O primeiro sucesso da segunda geracdo de sulfas foi o 4-amino-N-piridin-2-
ilbenzenosulfonamida (IUPAC), ou sulfapiridina (Figura 7-a). Produzido em Dagenhan
(Londres) em 1938, esse antibidtico foi comercializado sob o nome de Dagenan® e ampla-

mente utilizado no tratamento de pneumonia e meningite em diversos paises [2].
A sulfassalazina

A sulfassalazina (Figura 7-b), (dcido 2-hidroxi-5-[4-(2-piridilsulfamoil)fenildiazenillbenzéico)
(IUPAQ), Azulfin®, foi sintetizada em 1940 para tratar artrites reumatoides através da liga-

céo da sulfapiridina ao acido salicilico. E usada também no tratamento de doencas inflama-
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torias do intestino, como colite ulcerosa e doenca de Crohn. A sulfassalazina continua sen-
do o farmaco de escolha para tratar artrites reumatoides [11], sozinha ou combinada com
o metotrexato [12,13], e j& entrou em estudos clinicos de fase 1-2 no tratamento de glio-

mas malignos [11].

A sulfassalazina (Figura 7-b) é administrada por via oral e passa, sem sofrer modificacdes
estruturais, do trato gastrointestinal até o célon, onde é metabolizada por bactérias entéri-

cas originando a sulfapiridina (Figura 7-a) e o acido 5-aminosalicilico (Figura 7-c) [14,15].

Q HO N, o
HzN@ﬁ—NH Os HO NH,
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— — 0
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Figura 7 — Estrutura quimica da sulfapiridina (a), sulfassalazina (b), e do 4cido 5-aminosalicilico (c), respecti-
vamente.

1.1.3 Mecanismo de acao das sulfas

As sulfonamidas sdo agentes bacteriostaticos, ou seja, nao matam as bactérias, mas impe-

dem a sua proliferacao, facilitando que o sistema imunolégico do hospedeiro as destrua.

O mecanismo de agdo das sulfas baseia-se na inibicdo da sintese do acido tetrahidrofélico,
que participa na sintese de ADN e ARN nas bactérias. A acao da sulfa é por mimetismo ao
acido p-aminobenzodico (PABA), pois estes compostos sao estruturalmente muito pareci-
dos (Figura 8), e competem por uma enzima bacteriana, a dihidropteroato sintetase
(DHPS). A sulfonamida se liga a esta enzima impedindo que esteja disponivel para se ligar

ao PABA, e a rota sintética é interrompida [1].

sulfonamida acido p-aminobenzdico

Figura 8 - Estruturas analogas: sulfonamida e o acido p-aminobenzdico (PABA).
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A rota sintética de producao do acido tetrahidrofélico pode ser observada na Figura 9. (A
inibicdo da enzima dihidropteroato sintetase (DHPS) pela acdo da sulfa esta destacada com

um X).

Mecanismo de acao das sulfonamidas

Dihidropteridina Pirofostato PABA Acido dihidropterdico
ﬂ Dihidropteroato COOH
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Figura 9 — Mecanismo de acao das sulfonamidas: inibicdo da sintese do acido tetrahidrofélico nas bactérias,
necessario para a sintese de ADN e ARN.

Yun e colaboradores [16] estudaram recentemente, por cristalografia e modelos quanticos
computacionais, 0 mecanismo catalitico da enzima DHPS, que catalisa a formacao da liga-
cao entre o N do PABA e o C9 do dihidropteridina pirofosfato (DHPP), com a eliminacao do
pirofosfato. Os autores propéem um mecanismo SN1, pois ndo encontraram evidéncias
para uma SN2, como anteriormente foi sugerido [17]. A clivagem heterolitica da ligacao
C9-O do DHPP na auséncia do PABA foi investigada: a barreira energética é de apenas 24
kcal mol™ e o carbocation formado em C9 é estabilizado pela deslocalizacao da carga no

anel pterina. Além disso, o -NH, do PABA é um nucleéfilo fraco, o que favorece a SN1.
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As sulfonamidas possuem baixa toxicidade para os humanos, pois estes ndo sintetizam o
acido tetrahidrofélico, e sim o obtém reduzindo o acido félico adquirido dos alimentos
(Figura 10). Os humanos nao possuem a enzima-alvo das sulfas, ndo sendo afetados no

que diz respeito a sintese de ARN e ADN.

O .-
HooC | Dihidrofolato o]
N 0 redutase ~ HOOC |
H N | N H [e)
HOOC N = NH H N |
H “ | )\ HoOC H | NH
N~ N7 “NH, )\
N7 N7 ONH,
H
acido félico acido tetrahidrofdélico

Figura 10 - Reducao do 4cido félico, absorvido dos alimentos, pelos mamiferos.

Atualmente, algumas sulfas sao utilizadas na forma associada, como o sulfametoxazol em
combinagao com o trimetroprim (Cotrimoxazol” ou Bactrim®). O trimetoprim também é um
antimetabdlito e inibe a dihidrofolato redutase®, outra enzima na mesma rota sintética do
acido tetrahidrofélico na qual as sulfas atuam. As duas inibicdes na mesma rota sintética
sao responsaveis por um efeito sinérgico da combinacao sulfa/trimetoprim, que é potenci-

alizado na razao 5/1 [18].

As propriedades favoraveis das sulfas levaram ao seu uso indiscriminado e ao aparecimen-
to de resisténcia bacteriana, que é hoje o principal obstaculo ao tratamento de infecces

causadas por bactérias.

1.1.4 Resisténcia bacteriana

Se por um lado o sucesso dos antimicrobianos revolucionou a medicina, por outro lado, o
uso indiscriminado e exagerado desses medicamentos favoreceu o surgimento e a selecao

de cepas resistentes a acao dos farmacos. Inclui-se aqui o uso de antibiéticos em humanos

5> A enzima dihidrofolato redutase também esté presente nas células dos mamiferos. Entretanto, mutacdes de
milhoes de anos resultaram em diferencas estruturais significantes entre a enzima dos mamiferos e a enzima

das bactérias, de maneira que o trimetoprim reconhece e inibe a enzima da bactéria mais fortemente, sendo

em torno de 100.000 vezes mais ativo contra a enzima bacteriana [1].
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e animais ou, ainda, com propdsitos agricolas, tanto terapéutica quanto profilaticamente

[19].

O aparecimento da resisténcia bacteriana a antibiéticos de primeira linha, como fluoroqui-
nolonas, cefalosporinas de terceira e quarta geracao e carbapenémicos tem se tornado um
problema global [20]. Neste contexto, os principais microrganismos patégenos multirresis-
tentes de extrema preocupacdo para a saude sdo: Enterococcus faecium, Staphylococcus
aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumanii, Pseudomonas aeruginosa, e Entero-
bacteriaceae, e foram agrupados em um acrénimo, patdégenos “ESKAPE”, enfatizando a
capacidade que possuem de “escapar” dos antimicrobianos comumente utilizados [21]. A
emergéncia de resisténcia bacteriana tem se tornado uma grande ameaca a saude publica,
ja que o arsenal de antibioticos disponivel ndo é mais efetivo contra essas bactérias. Este
fato tem feito com que o objetivo maior de muitos pesquisadores seja a busca de novos

farmacos, associacdes ou esquemas terapéuticos [22-24].

A resisténcia bacteriana é uma condicao de imunidade do microrganismo frente ao anti-
bacteriano, fazendo com que este ndo tenha efeito, e pode ser vista como o oposto da sus-

ceptibilidade onde a quimioterapia tem sucesso absoluto.

Os antibidticos exercem a chamada "pressao seletiva", ou seja, em contato com os micror-
ganismos levardao as cepas sensiveis a morte, deixando vivas as cepas resistentes. Com o
uso frequente dos antibidticos, essa selecao leva ao predominio das cepas que de alguma
forma sobreviveram, multiplicaram-se e agora sao maioria. Em ambientes hospitalares ou
em comunidades sem qualquer controle do uso desses farmacos, o aparecimento de cepas

multirresistentes é mais frequente.

A resisténcia apresenta-se em diferentes graus e considera-se um nivel baixo de resisténcia
guando um aumento toleravel da dose do medicamento mantém a sua acao. Neste caso, a
atividade in vitro do farmaco contra a linhagem de baixa resisténcia é algumas vezes
menor que a atividade contra a linhagem susceptivel. Linhagens altamente resistentes sao
centenas ou milhares de vezes menos sensiveis ao antibacteriano em compara¢do com a

linhagem susceptivel [25].
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As bactérias tém sido classificadas como sensiveis ou resistentes a determinado farmaco
de acordo com a avaliacao, in vitro, da atividade antibacteriana do farmaco. A CIM® (Con-
centracao Minima Inibitéria) ou a CMB (Concentragao Minima Bactericida) sao geralmente
determinadas e sao consideradas resistentes as linhagens inibidas in vitro somente em

concentracdes superiores aquelas que se pode alcancar in vivo.

Entretanto, a relacao “inibicdo de crescimento bacteriano x concentracao do farmaco” nao
deve ser vista como absoluta, pois o sucesso terapéutico depende também de outros fato-
res, por exemplo, o farmacocinético, como a capacidade do farmaco em atingir o foco
infeccioso, como é o caso da eritromicina, extremamente ativa contra 0 meningococo, mas
gue nao penetra no sistema nervoso central. Além disso, o fator imunolégico do paciente
pode contribuir para a terapéutica quimioterapica. Dessa forma, um dado microrganismo é
sensivel ou resistente apenas quando se observa o sucesso ou a falha terapéutica, respec-
tivamente [26]. Portanto, a terapéutica deve ser vista de uma maneira menos simplista e
mais abrangente, na qual se leva em conta aspectos relativos ao farmaco, ao microrganis-

mo, a farmacocinética e a imunidade do paciente.

1.1.5 Resisténcia intrinseca ou adquirida

A resisténcia de um microrganismo pode ser classificada inicialmente como intrinseca ou

como adquirida.

A resisténcia intrinseca é aquela que faz parte das caracteristicas naturais, fenotipicas do
microrganismo, transmitida apenas verticalmente a prole. Faz parte da heranca genética
do microrganismo. Por exemplo, a bactéria Gram-negativa Pseudomonas aeruginosa, pos-
sui uma parede celular impermeavel a varios antibacterianos, como penicilinas, cefalospo-
rinas, tetraciclinas, quinolonas e cloranfenicol, que ndo conseguem atravessar essa parede
e atingir o alvo de acao antibacteriana, sendo portanto, naturalmente resistentes a esses
antibacterianos [1]. Essa caracteristica fenotipica € transmitida verticalmente de geracédo a
geracao. Outro fator de resisténcia intrinseca é a auséncia do alvo de agédo para o farmaco,

por exemplo, as penicilinas sao inibidores da sintese da parede celular bacteriana, e nao

¢ A Concentracao Minima Inibitéria é mais comumente dita por MIC (Minimum Inibitory Concentration).
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atuam contra micoplasmas devido a auséncia de parede celular nesses microrganismos. A
resisténcia intrinseca determina as classes de antibiéticos recomendadas para cada espé-
cie, por exemplo, a vancomicina é geralmente ativa em cocos Gram-positivos e aminogli-

cosideos sao reservados aos bacilos Gram-negativos [11, 28].

Ja a resisténcia adquirida ocorre quando, em uma espécie anteriormente susceptivel,
surge uma “nova” caracteristica, ausente nas células parentais, como resultado de altera-
¢Oes estruturais ou bioquimicas na célula bacteriana. Essas alteracées podem ocorrer devi-
do a mutagbes cromossdmicas, ou extra cromossémicas, via plasmideos, que sao estrutu-
ras de ADN circular que carreiam genes para determinada caracteristica, e sao transmitidas

de uma bactéria a outra [11].

A mutac¢ao é um fenémeno aleatério, resultado de um erro na replicacdo do ADN, e ocorre
naturalmente com probabilidade de 1 em cada 10 milhdes de células por divisao [11, 29].
Mutacdes ocorrem na auséncia ou presenca de antibioticos, entretanto se uma populagdo
bacteriana infecciosa contendo alguns mutantes resistentes a um determinado antibidtico,
for exposta a este farmaco, os microrganismos resistentes serao selecionados enquanto
havera a dréstica reducao das cepas sensiveis devido a acao do antibiético, e na maioria
dos casos, a rdpida reducao da populagdo bacteriana sensivel permite que as defesas natu-

rais do hospedeiro possam lidar efetivamente com as cepas resistentes [29].

O uso descontinuo do antibiético faz com que as defesas do hospedeiro tenham que lidar
com as cepas resistentes, que foram selecionadas pelo tratamento iniciado, como também
tenham que lidar com as cepas sensiveis, jdA que o tratamento foi interrompido. Isso
aumenta as chances das cepas resistentes se multiplicarem, que dependendo do fator
imunolégico do hospedeiro, pode levar a uma infeccao causada por bactérias inteiramente
resistentes aquele antibidtico. Este problema foi o principal fator no aparecimento de bac-

térias multirresistentes causadoras de tuberculose [1].

A resisténcia transferivel ocorre quando um dado microrganismo recebe material genético
de outro microrganismo, passando a expressar a caracteristica contida no gene adquirido.
Sao elementos transferiveis importantes para o fendmeno da resisténcia os plasmideos, os

transposons, e as sequéncias de insercao.
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1.1.6 Mecanismos de resisténcia

Mecanismos de resisténcia podem estar presentes em qualquer etapa dos processos ne-
cessarios a que um farmaco alcance e combine-se com seus alvos, podendo ocorrer como

consequéncia de vdérios fatores [30].

O acesso reduzido do antibiético ao patdégeno, por exemplo, é um fator que leva a resis-
téncia. Antibioticos p-lactamicos conseguem penetrar em algumas bactérias Gram-
negativas através de porinas, que sao canais proteicos presentes em sua membrana exter-
na, que atuam como poros para a passagem de dgua e nutrientes essenciais para o interior
bacteriano [1]. Através desses canais, os farmacos conseguem atingir seu receptor na pa-
rede celular e exercer sua acao bactericida. Como mecanismo de defesa, algumas bacté-
rias, através de geragdes, passaram a sintetizar esse canal cada vez menor ou até a codificar
a auséncia completa desse canal, impedindo assim a entrada do farmaco na célula, como
detectado em linhagens dos géneros Klebsiella e Enterobacter resistentes aos carbapené-

micos [31].

Antibiéticos aminoglicosideos utilizam-se da diferenca de potencial elétrico da membrana
bacteriana para penetra-la, ou seja, por terem carga positiva sao atraidos ao interior bacte-
riano, que é negativamente carregado. Algumas cepas de P. aeruginosa alteram, via plas-
mideo, o metabolismo energético da membrana da bactéria, resultando em diminuicdo
desse potencial da membrana, dificultando muito a penetracdo do farmaco na bactéria

[32].

Outro mecanismo de resisténcia bastante frequente é a eliminacdo do antibiético por
bombas de efluxo: A bactéria passa a produzir proteinas de membrana que bombeiam
ativamente os antibiéticos de dentro da célula para fora, diminuindo a sua concentracao
citoplasmatica. Esse mecanismo chamou a atencao da comunidade cientifica em torno de
1980, quando pesquisadores demonstraram esse mecanismo codificado em plasmideos
em cepas de E. coli [33, 34]. Outro exemplo muito estudado deste tipo de resisténcia é a
proteina transmembranar Tet(A), que confere resisténcia as tetraciclinas [35, 36]. A busca
por inibidores de bombas de efluxo a fim de reverter esse mecanismo de resisténcia tam-

bém tem atraido a atencao de pesquisadores [37].
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As bactérias podem conter genes que codificam a producao de enzimas com propriedades
de clivar ou de promover alteracdes estruturais na molécula do farmaco, tornando-o inati-
vo. Como exemplo de enzimas que quebram a estrutura do farmaco temos dezenas de
B-lactamases, variando de substrato e de microrganismo, que atuam promovendo a hidré-
lise de B-lactamicos como a penicilina e seus derivados, deixando aberta a estrutura do
anel, fazendo com que seja incapaz de se ligar ao seu sitio receptor [38-40]. A informacgao
para a producao das B-lactamases pode estar presente no cromossomo bacteriano, em
plasmideos ou em transposons e, como visto anteriormente, pode ser transferida a outras

bactérias tanto vertical como horizontalmente.

Existem ainda enzimas bacterianas que, em vez de quebrar a estrutura molecular do far-
maco, apenas alteram sua conformacdo, como ocorre nos aminoglicosideos (através de
adenilacdo, acetilagao e fosforilacao), o que reduz sua afinidade pelo receptor ribossomico

impedindo que exerca seu mecanismo de ac¢ao (inibicdo da sintese proteica bacteriana) [1].

Os aminoglicosideos e o cloranfenicol também sofrem modificacdo estrutural mediada por
enzimas, perdendo sua afinidade pelo receptor e, portanto, sua atividade. O cloranfenicol é
transformado em monoacetato ou diacetato de cloranfenicol por uma acetiltransferase no
interior de alguns microrganismos Gram-positivos e Gram-negativos. Recentemente, foi
relatada a agdo de uma enzima do tipo hidrolase na inativacao do cloranfenicol e florfenicil

[41].

Alteracdes nos alvos em que atuam os farmacos também podem impedir a interacao far-
maco-receptor, imprescindivel para a acdao antibacteriana. Muitas vezes, por mutagdo cro-
mossOmica, ha a alteracdo bioquimica do receptor, impedindo ali a perfeita ligacao do
farmaco no seu alvo de acdo. Alteragdes no ribossomo bacteriano sdo responsdveis por
resisténcia a grande nimero de drogas, ocorrendo com aminoglicosideos, cloranfenicol e
principalmente macrolideos. Existe uma outra maneira, promovida pela bactéria, de impe-
dir o contato farmaco-receptor, como é o caso da producao de uma proteina citoplasmati-

ca que protege fisicamente o ribossomo da inibicdo promovida pela tetraciclina [42].

Pode ocorrer ainda alteracao na ADN-girase ou topoisomerase, levando a resisténcia a

quinolonas [43], ou alteracdo na ARN-polimerase, como recentemente identificado em
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linhagens de Bacillus subtilis resistentes a cefalosporina [44] e em Mycobacterium tuberculo-

sis resistentes as rifamicinas [45].

Resisténcia bacteriana pode também ocorrer por alteracdes das proteinas microbianas que
transformam pro-farmacos em moléculas ativas, ou através do desenvolvimento de vias

metabdlicas alternativas as que foram suprimidas pelo antibiético [30].

1.1.7 A resisténcia bacteriana as sulfas

As sulfas nao foram somente os primeiros antibiéticos de amplo espectro disponiveis na
clinica médica mas, também, foram as primeiras vitimas do fendmeno chamado resisténcia

bacteriana [46].

Em 1938, quase todas as cepas de Neisseria gonorrhoeae eram sensiveis as sulfonamidas.
Dez anos mais tarde, apenas 20% dessas cepas ainda apresentavam susceptibilidade. Essa
diminuicao na atividade se estendeu também a Streptococcus hemolyticus e outras espé-

cies [26].

Como dito anteriormente, as sulfonamidas atuam inibindo a dihidropteroato sintetase
(DHPS), enzima responsavel pela ligacao entre o acido p-aminobenzdico (PABA) e a pteri-
dina na sintese de acido félico bacteriano. A resisténcia bacteriana as sulfas pode surgir por
varios fatores, uma vez que atuam por inibicao enzimatica competitiva. Por exemplo, po-
dem ocorrer mutacdes no cromossomo bacteriano que levem a hiperproducao de PABA,
aumentando a probabilidade de que este se ligue a enzima alvo das sulfas [6]. Entretanto,
a hiperproducao de PABA ocorre muito mais frequentemente através de plasmideos trans-

feridos de bactéria para bactéria.

Outros exemplos de resisténcia adquirida via plasmideo sdao comumente observados. Mu-
dancas na permeabilidade da membrana celular [47], que impedem a entrada do antibidti-
co dentro da célula bacteriana. Mutacdes no sitio alvo da enzima DHPS, associadas aos
genes denominados sull, sul2, e sul3, foram também caracterizadas em muitos isolados
clinicos e fazem com que a enzima perca a afinidade pela sulfa, mas mantenha sua ativida-

de bioquimica na producao do folato [48, 49].
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Um modo proposto para se reverter o fendmeno da resisténcia é a coordenacao de anti-
bidticos a ions metdlicos [50]. A coordenacao de sulfas a ions metalicos vem se mostrando
uma importante estratégia para incrementar a atividade antibacteriana desses antibioticos
bem como tem se mostrado uma estratégia interessante no que diz respeito a reversao da
resisténcia bacteriana. As sulfas possuem potenciais sitios de coordenacdao em sua estrutu-

ra, 0 que permite varios modos de coordenacao, como exemplificado na Figura 11, para a

sulfadiazina:
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Figura 11- Modos de coordenacao metalica as sulfas; neste exemplo, sulfadiazina.

Um exemplo da coordenacao metalica a sulfas como estratégia no combate a reversao da
resisténcia bacteriana é o uso do complexo sulfadiazinaprata(l) [51], aprovado pela FDA
(Food and Drug Administration) em 1973, até hoje o medicamento de escolha em casos de
gueimaduras graves. O longo periodo de tratamento necessario a regeneracao do tecido e
cura, frequentemente propicia o desenvolvimento de bactérias resistentes aos antibioti-
cos, mas sensiveis a este complexo. Estudos recentes propdem a associacao do complexo a
outros farmacos e materiais de uso médico [52, 53]. Por exemplo, associado ao acido hialu-
rénico, pode controlar infeccbes em ferimentos nos pacientes diabéticos, onde normal-
mente desenvolvem-se bactérias resistentes aos antibidticos, mas ndo resistentes ao com-

plexo sulfadiazinaprata(l) [54].
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AGERTT et al. obtiveram excelentes resultados antibacterianos in vitro com complexos
metalicos de Au(l) e Ag(l) coordenados a sulfas, que associados com o trimetoprim revela-
ram-se bastante promissores no combate a Mycobacterium tuberculosis [18], possivelmente

sendo uma alternativa para o combate as linhagens multirresistentes.
1.1.8 As tetraciclinas

As tetraciclinas (Figura 12-a) recebem essa denominacao devido a sua estrutura quimica
formada por quatro anéis, e foram o primeiro grupo de antibiéticos de amplo espectro de
acao, ou seja, que exibem atividade contra uma variedade de bactérias Gram-negativas e
Gram-positivas, aerdbias ou anaerdbias. As tetraciclinas sao antibidticos de primeira
escolha no tratamento da célera, peste, brucelose, riquetsioses e no tratamento das

infeccbes causadas por microrganismos atipicos’ como Chlamydia e Mycoplasma [1, 6].

A primeira tetraciclina, a clortetraciclina, foi descoberta em 1948 e recebeu inicialmente o
nome de aureomicina por ser produzida por um fungo de coloracdao dourada, o Strep-
tomyces aureofaciens. Mais tarde foram descobertos ou sintetizados muitos outros antibié-

ticos da familia das tetraciclinas (Figura 12-a), entre eles a tetraciclina (Figura 12-b) [1].

H3C\ /CH3

Ry Rz Ry Ry

IIIIIZ

OH

OH O OH O NH,
(a) (b)

Figura 12 - Estrutura geral das tetraciclinas (a). Na tetraciclina (b), Ri=H, K;=CHj3, K= OH e R,=H.

7 Microrganismos denominados “atipicos” devido a possuirem caracteristicas diferentes daquelas apresenta-
das pelas outras bactérias, por exemplo, auséncia de parede celular sélida, possuindo apenas uma membra-
na flexivel, e tamanho menor, o que dificultam sua identificdo mesmo em microscépios eletrénicos potentes.
Normalmente sao causadores de pneumonias entdo denominadas “atipicas”, infeccdes alérgicas e outras
doencas.
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As tetraciclinas apresentam um amplo espectro de acdo, que engloba a maioria das bacté-
rias Gram-positivas e Gram-negativas, anaerdbias ou aerdbias. Além de suas propriedades
farmacoldgicas, a tetraciclina possui uma estrutura quimica muito interessante para a co-

ordenacdo a ions metalicos, com vdrios sitios potencialmente quelantes:

e Os oxigénios do sistema ceto-fendlicoem C10e C11;

e Os oxigénios da 3-dicetonaem C11 e Cl12ouem C12eC1.
e O nitrogénio da dimetilamina em C4 e o0 oxigénio em C3.

e O oxigénio em C1 e o oxigénio (ou o nitrogénio) da amida.

e O oxigénio em C3 e o0 oxigénio (ou o nitrogénio) da amida.

1.1.9 Mecanismo de acao das tetraciclinas

As tetraciclinas sao antibidticos que inibem o crescimento das bactérias ligando-se a
unidade 30S do ribossomo (Figura 13) e impedindo que o anti-cédon no ARN
transportador se ligue ao cédon no ARN mensageiro. Isso interrompe as adi¢cdes de
aminoacidos para o alongamento da cadeia proteica. As tetraciclinas tem agao bacteriosta-

tica inibindo a sintese de proteinas, o que impede a replicacao e leva a morte da bactéria.

Unidade 50 S
Unidade 30 S

tetraciclina

GG A

Figura 13 - Mecanismo de acdo da tetraciclina na unidade 30 S do ribossomo.
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As tetraciclinas penetram nas bactérias Gram-negativas por difusdo passiva, através de
canais hidrofilicos nas porinas da membrana externa, ou por transporte ativo através de
um sistema dependente de energia. No plasma sanguineo, a tetraciclina é transportada
como complexo de cdlcio [55] e, uma vez dentro da célula da bactéria, um complexo de

magnésio é que se liga ao ribossomo e inibe a sintese proteica [56, 571.

A seletividade das tetraciclinas ocorre devido a diferencas entre o ribossomo bacteriano e
o das células eucariotas, além da habilidade das células bacterianas em concentrar esses
agentes mais rapidamente do que as células humanas o fazem, o que é muito importante,
pois as tetraciclinas podem inibir a sintese proteica nas células dos mamiferos, especial-

mente ao nivel das mitocondrias [1, 58].

1.1.10A resisténcia bacteriana as tetraciclinas

O amplo espectro de acdo, a baixa toxicidade, o baixo custo e o fato de serem
administradas por via oral, fizeram com que as tetraciclinas fossem um dos antibiéticos
mais utilizados no mundo durante anos [56]. Infelizmente, o seu uso indiscriminado levou
ao aparecimento de resisténcia bacteriana [59-62]. Outro fator apontado para o
surgimento da resisténcia as tetraciclinas foi o seu uso em tratamento de animais e como

aditivo para promover o crescimento de animais recém-nascidos [1].

A emergéncia da resisténcia as tetraciclinas tem limitado seu uso no tratamento de infec-
¢Oes bacterianas em humanos. Entre os mecanismos de resisténcia bacteriana as tetracicli-
nas, os mais importantes envolvem genes adquiridos de outras bactérias via plasmideos,
que codificam proteinas que agem ou impedindo a ligacao da tetraciclina ao ribossomo ou

bombeando o antibiético para fora das células [36].

No mecanismo por efluxo (Figura 14), comumente encontrado em bactérias Gram-
negativas, ha uma diminuicao do acesso das tetraciclinas ao ribossomo por reducao da
concentracao intracelular do antibiético a um nivel bem abaixo do necessério para a sua
atividade. Neste mecanismo, proteinas transmembranares (TetA) exportam tetraciclinas

para fora da célula, provocando uma menor concentracao do farmaco dentro das células
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bacterianas. A Tet(A) acopla o transporte de uma molécula de tetraciclina, na forma de um

complexo de Mg(ll), [TcMgl*, de dentro para fora das células, a entrada de um préton.

H
periplasma tetraciclina I
membrana E: | |
citoplasma | | Tet A
T ‘
[Te-Mg]"
Ribossomo

Figura 14 - Esquema representando o mecanismo de efluxo mediado pela Tet(A)

Outra proteina responsavel por efluxo da tetraciclina é a Tet(K), encontrada por exemplo
em cepas Gram-positivas de Staphylococcus aureus resistentes a tetraciclina, mas neste
caso podem ser sensiveis a outro exemplar tetraciclinico, a minociclina, que nao interage

com a proteina Tet(K) [30].

Em bactérias sensiveis, as tetraciclinas ligam-se ao ribossomo e mudam sua conformacgao
padrao interrompendo a sintese proteica. Essa interacdao farmaco X sitio ativo pode ser
impedida através da protecao ribossomal por proteinas citoplasmaticas, Tet(O) e Tet(M),
gue atuam como uma barreira, protegendo o ribossomo da acao das tetraciclinas e a sinte-
se proteica prossegue normalmente [63-65]. Um dado curioso é que a minociclina, outro
membro da familia das tetraciclinas, permanece ativa contra alguns tipos especificos de

bactérias que contém o gene de expressao dessas proteinas [66].

O fendmeno da resisténcia as tetraciclinas tem aumentado e até mesmo a tigeciclina, lan-
cada mais recentemente, tem apresentado resisténcia em Proteae e em Pseudomonas ae-

ruginosa. Cabe aqui ressaltar que o fendmeno da resisténcia é algo muito preocupante e
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gue existem cepas resistentes a todos os agentes conhecidos atualmente. Em consequén-
cia, é constante a necessidade de renovacao do arsenal de antibioticos, especialmente
aqueles com atividade em bactérias Gram-negativas, uma vez que sao menos sensiveis a

terapia [67].

1.1.11 Atividade antibacteriana de compostos de bismuto

O aparecimento da resisténcia aos antibiéticos usados atualmente fez com que fosse re-
tomado o interesse por compostos que haviam sido substituidos pelos antibioticos mo-
dernos. Entre esses agentes encontram-se complexos metalicos, cujo uso havia sido dimi-

nuido apds a descoberta da penicilina.

As propriedades do bismuto(lll) para o alivio de dores estomacais sao conhecidas desde a
Idade Média, e atualmente muitos compostos de bismuto tém sido prescritos para tratar
disturbios gastrointestinais. Entre os sais de bismuto mais utilizados, o subsalicilato de
bismuto(lll) é eficaz na prevencao e tratamento de quadros diarreicos de origem bacteria-
na (e viral), em particular na “diarreia do viajante”, causada principalmente por cepas de

Escherichia coli.

Na Figura 15, podem-se observar as estruturas de trés compostos de bismuto(lll) de uso
farmacoldgico: o subsalicilato de bismuto(lll) (a), principal ingrediente em Pepto-Bismol® e
Kaopectate®, usado ha mais de 75 anos como agente antidiarreico; o Bibrocatol (b), utiliza-
do para tratar infeccoes dos olhos, e o subgalato de bismuto(lll) (c), usado em preparagdes

dermatolégicas.

OH
/
Br o’B\I
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L. Br @) OH
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0] OH Br @)
(@) subsalicilato de bismuto (b) bibrocatol (c) subgalato de bismuto

Figura 15 - Alguns farmacos de Bismuto(lll).
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O subsalicilato, o citrato e o subcitrato de bismuto coloidal sao amplamente utilizados no
mundo todo para tratar doencas gastrointestinais relacionadas a infeccao por Helicobacter
pylori [68]. Esta bactéria, descoberta em 1983, € comum em cerca de 80% da populacao em
paises subdesenvolvidos [69]. Para erradica-la completamente sao usadas combinacdes
desses farmacos de bismuto com antibiéticos como amoxicilina e claritromicina [70].
Recentemente, ANDREWS et al. sintetizaram compostos de bismuto com atividade anti-
bacteriana muito relevante contra H. pylori, com valores de concentracao minima inibitoria

(MIC) na faixa de nmol L' [71].

Por outro lado, uma associacdo medicamentosa contendo citrato de bismuto coloidal,
metronidazol e tetraciclina foi aprovada pela FDA para o tratamento e erradicacdao do
H. pylori [72, 73]. Esta associacdo nos levou a acreditar que a coordena¢dao do ion
bismuto(lll) a antibiéticos poderia conduzir a obtencdo de novos farmacos biologicamente

mais ativos que os antibiéticos em si, por exemplo em linhagens bacterianas resistentes.

1.1.12 Atividade antibacteriana de compostos de galio

Estudos in vitro demonstraram que o nitrato de galio tem acdo antibacteriana inibindo o
crescimento da bactéria Pseudomonas aeruginosa, uma bactéria Gram-negativa que cresce
formando um biofilme, comumente encontrada em infec¢des hospitalares, sendo capaz de
se aderir a diversos materiais, contaminando catéteres, ventiladores, préteses e lentes de
contato [74]. Por causa da alta resisténcia a antibiéticos e do grande arsenal de fatores de
viruléncia desta bactéria, as infeccdes causadas por ela sao de dificil controle. KANEKO et
al. demonstraram que o nitrato de galio previne a formacao do biofilme e apresenta acao
bactericida in vitro. Além disso, este sal de galio foi efetivo em dois modelos experimentais
de infeccdo por pneumonia em animais. A acao antimicrobiana deve-se a habilidade do
galio(lll) de penetrar nos microrganismos através de seus mecanismos de transporte de

ferro(lll) e interferir com o metabolismo do ferro e com a sintese do ADN e de proteinas.
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1.2 Cancer e antineoplasicos

De acordo com dados levantados pelo INCA (Instituto Nacional de Cancer do Ministério da
Saude), o cancer é a segunda maior causa de morte por doenca no Brasil, perdendo apenas
para as doencas cardiovasculares. A mesma estatistica é observada em varios paises do

mundo [75].

As estatisticas do INCA para 2012/2013 apontaram o cancer de préstata como o mais inci-
dente em homens (30,8%), estimando-se 60.180 casos novos, e o cancer de mama (27,9%),

o mais incidente em mulheres de todo o mundo [75].

Nas ultimas décadas, o cancer, antes mais acentuado nos paises desenvolvidos, ganhou
uma dimensdo maior, convertendo-se em um evidente problema de saude publica mun-
dial. Essa progressiva ascensdo da incidéncia de doencas cronico-degenerativas é conheci-
da como transicao epidemioldgica, sendo notério que a partir de 1960 as doencas infecci-
osas e parasitarias deixaram de ser a principal causa de morte, sendo substituidas pelas
doencas do aparelho circulatério e pelas neoplasias®. O principal fator apontado como
causa dessa mudanca é o envelhecimento da populacgao, pois traz mudancas nas células,
aumentando a sua susceptibilidade a mutagdes, além de terem sido expostas por mais

tempo aos diferentes fatores de risco para cancer [75].

1.2.1 O que é o cancer e como se desenvolve

O corpo humano é formado por milhdes de células que se reproduzem por um processo
chamado divisdo celular. Esse processo é controlado, sendo o responsavel pela formacgao,
crescimento e regeneracao dos tecidos sauddaveis do corpo. Entretanto, existem situacoes
nas quais as células se tornam defeituosas e podem perder os mecanismos que controlam
a sua reproducdo. Neste caso nao param de se reproduzir, gerando o que comumente

chamamos de tumor.

& Neoplasma significa novo crescimento. Neoplasia, cancer, tumor.
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Entretanto, quando o ADN é danificado numa célula normal, hd mecanismos que bloquei-
am a replicacao do ADN, dando tempo a célula de repara-lo até a proxima diviséao. Se o
reparo nao for possivel, a célula se suicida (entra em apoptose), impedindo que o defeito
seja levado adiante nas células-filhas. Mas quando o numero de defeitos é grande, pode
ocorrer que os mecanismos de reparo ou eliminacdo da célula sejam vencidos ou insufici-

entes, e o cancer se instala.

Diversas mutagdes podem levar a formacao de tumores, por exemplo, mutagdes em genes
de supressao de tumor, que sao genes envolvidos no processo de checar a qualidade das
células, repara-las ou elimina-las, em ultimo caso. O gene TP53 é um importante exemplo
e codifica a proteina p53. Se o gene TP53 for danificado, os mecanismos de reparo ficam
deficientes e as células danificadas, ndo sendo reparadas nem eliminadas, se multiplicam
aumentando as chances de se desenvolver cancer [76]. Mutagdes no gene p53 sao encon-
tradas em 50% dos tumores humanos, sendo que esta presente em 96% dos tumores ova-

rianos [77].

Também sdo frequentes mutagdes em genes que codificam proteinas envolvidas no con-
trole da divisao celular. Por exemplo, mutacdo no gene Ras é frequente em, no minimo, 25
% dos casos de cancer em humanos [78]. Esse gene codifica a proteina Ras, que se auto-
ativa e auto-desativa fazendo o controle da divisao celular. Mutagdes no gene Ras podem

fazer a proteina Ras perder a capacidade de se auto-desativar e a divisao celular ndo para.

Além da exposicao a mutagénicos, outros fatores ou agentes sao usualmente envolvidos
no desenvolvimento do cancer. Virus estao envolvidos no minimo em 6 tipos de cancer
humano, e sao a causa de 15 % das mortes por cancer no mundo. O Epstein-Barr virus, por
exemplo, pode estar associado a determinados tipos de cancer como o linfoma de
Hodgkin e o cancer nasofaringeal; alguns tipos de Papiloma virus, sexualmente transmissi-
veis, sao encontrados em aproximadamente 90 % dos casos de cancer do colo do Utero; o
virus da Hepatite B e o HIV também podem inserir no genoma genes que codifiquem
anomalias em proteinas, por exemplo, nas tirosina quinases-PTKs, que sao proteinas res-
ponsaveis pela fosforilacdo de substratos proteicos, como enzimas, e estdo relacionadas a
diversos processos fundamentais, como a proliferacdo, diferenciacdo, sobrevivéncia ou
morte celular. A bactéria Helicobacter pilory, responsavel por Ulceras estomacais, também é

apontada como causa de cancer no estdmago [1].
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Alguns tipos de cancer de mama, estdmago e intestino parecem ter um forte componente
familiar, embora nao se possa afastar a hipétese de exposicao dos membros da familia a
uma causa comum. Determinados grupos étnicos parecem estar protegidos de certos
tipos de cancer: a leucemia linfocitica é rara em orientais, e o sarcoma® de Ewing é muito

raro em negros [75].

Os tratamentos utilizados no combate ao cancer, quimioterapia e radioterapia, também
podem induzir a outros tipos de cancer nos pacientes ja tratados. Por exemplo, pacientes
curados da doenca de Hodgkin frequentemente desenvolvem leucemia aguda. O risco do

desenvolvimento de um segundo cancer pode ser maior que o beneficio de cura do outro.

1.2.2 Quimioterapia antineoplasica

A quimioterapia € o tratamento de doencas através do uso de compostos quimicos. Quan-
do aplicada ao cancer é chamada de quimioterapia antineoplasica ou quimioterapia anti-

blastica [75].

Uma vez instalado o cancer, é muito dificil combaté-lo pois, como ja dito no item anterior,
os mecanismos de reparo celular ja foram vencidos. Como resultado, os agentes antineo-
plasicos tendem a ser altamente toxicos e atuam contra uma variedade de alvos celulares.
E tendo em mente o nimero de defeitos numa célula cancerosa, é pouco provavel que um
Unico composto quimico seja eficaz e sim uma combinacao deles, com diferentes meca-

nismos de acao, aliados a cirurgia e radioterapia.

Os quimioterapicos antineopldsicos usados na pratica clinica apresentam os seguintes me-

canismos de acao, compostos por:

e Agentes alquilantes: Ligam-se ao ADN impedindo a separacao dos filamentos da
dupla hélice, evento indispensavel na reproducao celular. Ex: mostardas nitrogena-

das, cisplatina, carboplatina.

° Sarcoma (do grego “crescimento carnoso”) é um cancer de pele menos comum, porém dos mais perigosos
e dificies de se tratar. Atingem a mesoderme e sao os tipos de cancer que mais fazem metastase.
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Antimetabdlitos: inibem a biossintese de componentes essenciais do ADN e ARN,
impedindo a multiplicacdo e funcdo normal da célula. Ex: inibidores da sintese de
purinas, como 6-mercaptopurina e 6-tioguanina, inibidores da sintese de acido ti-

midilico, como o 5-fluoruracil e metotrexato; e outros.

Antibidticos: interagem com ADN ou inibem a sintese de ADN ou de proteinas.
Apesar de apresentarem estruturas diversas, os antibiéticos possuem em comum
anéis insaturados que permitem a reducao e a consequente producao de radicais
livres reativos. Podem também apresentar outro grupo funcional que lhes acres-
centa novos mecanismos de acao, como alquilagao (mitomicina C), inibicao enzi-
matica (actinomicina D e mitramicina) ou inibicao da funcdo do ADN por intercala-
cao (bleomicina, daunorrubicina, actinomicina D, adriamicina, mitroxantona e epir-

rubicina).

Inibidores mitéticos: podem paralisar a mitose na metéfase, devido a atuar sobre a
proteina tubulina, que forma os microtubulos do fuso pelo qual migram os cromos-

somos. Ex: alcaloides vincristina, vimblastina e vindesina, e outros.

Outros agentes.

O primeiro antineopldsico desenvolvido foi o 1,1-tio-bis-2-cloroetano (Figura 16 -a), co-

nhecido como gas mostarda, usado nas duas Guerras Mundiais [75]. Em 1919, poucos anos

apds seu uso como arma quimica, observou-se que suas vitimas apresentavam poucos

glébulos brancos, porque o gas mostarda causava destruicao da medula dssea. Atualmen-

te a sua utilizacao estd regulada pela Convenc¢ao de Armas Quimicas (CWC-Chemical Wea-

pons Convention) como uma substancia de Classe 1, ou seja, sem outro uso a nao ser

guerra quimica.

/\/S
Cl v\d (a) Gas mostarda ou mostarda de enxofre
7
/\/N
Cl v\d (b) Mecloretamina ou mostarda nitrogenada

Figura 16 — Gas mostarda (a), mostarda nitrogenada (b), primeiros quimioterapicos antineoplasicos.
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Em 1946, estudos com camundongos mostraram que "mostardas nitrogenadas" (compos-
tos andlogos ao gads mostarda, porém tendo um atomo de N no lugar do S) reduziam o
crescimento de tumores. O avanco deste tipo de pesquisa levou ao primeiro quimioterapi-

co, a mecloretamina (Figura 16-b), especialmente util no combate ao linfoma de Hodgkin.

O desenvolvimento de antitumorais a base de metais iniciou-se com a descoberta da ativi-

dade antitumoral da cis-diaminodicloroplatina(ll), conhecida por cisplatina (Figura 17).
H3N\ / Cl
Pt

Figura 17 - Estrutura da cisplatina.

Suas propriedades citotéxicas foram descobertas por Rosenberg e colaboradores em 1964,
enquanto investigavam os efeitos de um campo elétrico na proliferacao da bactéria Esche-
richia coli em solucao de NH4Cl, sob uma corrente elétrica produzida por eletrodos de
platina [3, 79, 80]. Durante o experimento, foram observados filamentos de bactérias, con-
sequéncia da interrupcao da proliferacdo bacteriana (divisdao celular interrompida). Esse
efeito foi entdo atribuido a compostos possivelmente formados pela reacao lenta entre a
platina dos eletrodos e o NH.Cl da solugdo, em presenca da corrente elétrica aplicada e luz.
Os compostos possivelmente formados na reacdo, (NH.),[PtCls], (NH4)[Pt(NH)Cls],
cis-[Pt(NHs),Cl,], cis-[Pt(NHs),Cly] (cisplatina) e [Pt(NHs);Cl:]Cl foram testados e apenas os

compostos com geometria cis apresentaram atividade antitumoral, sendo a cisplatina o

mais ativo em teste animal [81].

A cisplatina entrou em testes clinicos de fase | em 1971 e foi aprovada pela FDA (Food and
Drug Administration) em 1978 sob o nome comercial de Platinol®. Apesar da alta eficacia
da cisplatina, a resisténcia celular, além dos efeitos colaterais como nefrotoxicidade e neu-
rotoxicidade, representam uma limitacdo ao seu uso. Atualmente, existem 6 farmacos de
platina comercialmente aprovados para uso clinico. A principal caracteristica dos comple-
xos de platina(ll) é ligar-se ao ADN de maneira covalente, interferindo no processo de divi-

sao celular, levando a apoptose e necrose [81].
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O sucesso dos antibioticos no tratamento de infeccdes bacterianas em meados do século
XX levou a esforcos paralelos nos Estados Unidos, Europa e Asia para descobrir um arsenal
equivalente de farmacos direcionados ao tratamento do cancer. Embora nao tdao bem
sucedidos quanto os antibiéticos sao no tratamento de infec¢des, antibiéticos como do-
xorrubicina, daunorrubicina e bleomicina, cujo alvo é o ADN, levaram a um importante
impacto, desde 1960, no tratamento de pacientes com cancer. Estes compostos pertencem
a uma classe de antibiéticos denominada antraciclinas, produzidos por bactérias perten-

centes ao género Streptomyces [82].

Sao mecanismos de acao antitumoral sugeridos para as antraciclinas, quebras no ADN
através da inibicdo da enzima Topoisomerase Il, formacao de adutos e pontes intercadeias
no ADN, bem como inducao de radicais livres dentro da célula, levando ao envelhecimento
e morte celular, embora ainda ndo sejam totalmente esclarecidos [83]. Esses antibidticos
antitumorais parecem ter maior seletividade as células cancerosas do que as células nor-
mais. Estudos recentes propéem um novo mecanismo de acao antitumoral envolvendo a
clivagem de um fator de transcricdo chamado CREB3L1, que explica os efeitos antitumorais
e a seletividade da doxorrubicina. Esses estudos revelaram que o farmaco produz molécu-
las lipidicas denominadas ceramidas que desencadeiam a clivagem do CREB3L1. Neste
caso, células tumorais com alta concentracao de CREB3L1, como, por exemplo, células de

cancer de mama humano, sdo mais sensiveis a doxorrubicina [84].

Em contraste com a maioria dos outros farmacos terapéuticos, agentes antineoplasicos
que tém mais de um mecanismo de acao parecem ter uma vantagem clinica sobre agentes

com um Unico mecanismo de acao.

A maior falha da quimioterapia antineopldsica é resultado da resisténcia celular aos farma-
cos. As células tumorais podem ter resisténcia intrinseca ou adquirida. A resisténcia pode
ser devido a dificuldade do farmaco de penetrar na célula, aumento da producdo da prote-
ina alvo do farmaco, mutagdes que previnem o farmaco de se ligar no seu alvo de acao,
desenvolvimento de vias metabdlicas alternativas, ou sistemas de efluxo do farmaco para
fora da célula [1]. E também observada resisténcia nos casos em que o tratamento é des-
continuado, em que a quimioterapia é aplicada em intervalos irregulares ou doses inade-

quadas.
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1.2.3 Atividade antitumoral de compostos de bismuto

O bismuto é uma alternativa bastante interessante, pois seus compostos nao sao téxicos e
os efeitos indesejaveis sdo reversiveis ao longo de algumas semanas, assim que a sua
ingestao é interrompida [73]. A baixa toxicidade e o fato de nao haver descricao de resis-
téncia a compostos de bismuto tém estimulado a busca por novos agentes e o estudo de

suas propriedades antitumorais [68, 72].

Podemos citar, como exemplo, compostos de tropolonas ou tiossemicarbazonas ou ditio-
carbamatos de bismuto(lll) que apresentaram atividade antitumoral [72, 85-87]. O meca-
nismo da acao citotoxica de compostos de bismuto parece envolver a inibicao de enzimas
como proteases, lipases, glicosidases e fosfolipases [88]. LI et al. demonstraram que a cito-
toxicidade de um complexo de bismuto(lll) com 2-acetilpiridina-
N(4)feniltiossemicarbazona em células HepG2 (células de carcinoma hepatico) estava asso-
ciada a um aumento na producdo intracelular de espécies reativas de oxigénio, e a reducao

do potencial da membrana mitocondrial [89].

Um composto de bismuto com a 6-mercaptopurina apresentou atividade semelhante ao
ligante livre, porém menor toxicidade quando administrado em altas doses em camun-

dongos [72, 90].

WANG et al. descreveram um composto hidrossoltvel de bismuto(lll) com o 1,4,7,10-
tetraaqua(2-piridilmetil)-1,4,7,10-tetraazaciclododecano, que se mostrou 100 vezes mais
potente que a cisplatina. O complexo liga-se ao ADN em concentracdes fisiologicamente

relevantes via interacao nao-covalente [91].

A utilizacao de compostos de bismuto no tratamento de cancer também se apoia na habi-
lidade de reduzir efeitos colaterais de antineoplasicos como a cisplatina, cuja toxicidade é
limitante, sem afetar a atividade do farmaco. Nesse sentido, o subnitrato de bismuto foi

capaz de reduzir os efeitos colaterais da cisplatina [92, 93].
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1.2.4 Atividade antitumoral de compostos de galio

O galio(lll) vem ganhando interesse e espaco na medicina, sendo o nitrato de galio(lll) utili-
zado no tratamento do cancer e da hipercalcemia. O nitrato de galio mostrou-se ativo em
pacientes com linfoma nao-Hodgkin e também com cancer de bexiga [94-96]. Foi muito
efetivo na inibicdo de crescimento de tumores implantados subcutaneamente e o0 menos

toxico [97].

Outros compostos de gdlio tém sido sintetizados e tém se mostrado promissores [98]. O
maltolato de gdlio é ativo contra varias linhagens celulares, inclusive as resistentes ao
nitrato de galio [99]. O tris(8-quinolinato)galio(lll) possui maior disponibilidade oral que
sais de galio(lll), o que permite a administracdo de doses menores, diminuindo efeitos co-
laterais toxicos [100]. Este composto apresentou-se dez vezes mais ativo que o cloreto de

galio [101].

O galio(lll) entra na célula da mesma forma que os ions ferro(lll), por endocitose mediada
pelo receptor da transferrina [102]. Transferrina é uma beta-globulina ndo-heme, mediado-
ra do transporte de ferro no plasma e estd normalmente 25 a 50 % saturada com ferro.
Outro ponto em comum com o ferro é que, uma vez dentro da célula, o gélio é transferido
para a ferritina celular. A atividade do galio é muito aumentada pela adicdo de transferrina
no meio de cultura, que aumenta sua acumulacdo celular. Como as células tumorais ex-
pressam maiores niveis de receptores de transferrina do que as células normais, a entrada

do galio nas células tumorais pode ser favorecida [103, 104].
Mecanismo de acao

O galio(lll) mimetiza o Fe(lll), ligando-se a transferrina e formando um complexo que blo-
queia a proliferacao celular dependente do ferro e outros processos relacionados com o

ferro nas células tumorais [105, 106].

O galio inibe a subunidade R2 da enzima ribonucleotideo-redutase, bloqueando a sintese

de ribonucleotideos essenciais para a sintese do ADN [106].

Foi demonstrado que o nitrato de galio e o maltolato de galio induzem a apoptose em

linhagens celulares de linfoma humano através da inibicdo do potencial da membrana
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mitocondrial e ativacao da caspase-3. Além disso, o gdlio pode causar alteragées em pro-
cessos celulares, tais como: inibicdo da proteina tirosina fosfatase, inibicao da ATPase
dependente de magnésio, inibicao da polimerizacao da tubulina, inibicao da proteassoma,

e outros [97].

O nitrato de galio ndo apresenta resisténcia cruzada com farmacos antineoplasicos con-
vencionais e nao causa mielossupressao, podendo ser usado quando outros farmacos fa-
Iharem, ou quando a contagem sanguinea esteja baixa. Outro interesse clinico do nitrato

de galio centra-se no tratamento de hipercalcemias associadas ao cancer [107].

Devido ao potencial terapéutico do galio, geracdes mais novas de compostos de galio es-
tdo em vdrias fases de desenvolvimento pré-clinico e clinico. A Figura 18 mostra alguns
compostos de gdlio que ja sao usados ou que apresentam atividade antitumoral promisso-

ra contra varios tipos de cancer.
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Figura 18 - Compostos de gélio usados como antineopldsicos ou com atividade antitumoral.




58

1.3 Justificativa

O uso de complexos metdlicos no tratamento de cancer é uma das mais importantes apli-
cacdes de complexos na clinica médica. Entretanto, existem problemas associados ao seu
uso, especialmente efeitos colaterais e o aparecimento de resisténcia celular, que ainda
nao foram resolvidos. Varias estratégias tém sido empregadas visando a obtencao de no-
vos farmacos que ndo sejam reconhecidos pelos mecanismos de resisténcia celular e que

apresentem especificidade para células tumorais.

Do mesmo modo, o aparecimento de bactérias “super-resistentes” representa uma extre-
ma preocupacao para a saude publica. A crescente resisténcia microbiana aos antibioticos

convencionais cria uma demanda por novos agentes antibacterianos.

A obtencdo de complexos combinando farmacos ja utilizados na clinica e ions metalicos

pode causar um impacto na atividade biolégica em relacao a esses farmacos livres.

Compostos de coordenacao contendo antibidticos sao promissores para o uso na clinica
médica, tanto no tratamento do cancer como no tratamento de doencas infecciosas [36,
108-116]. Neste sentido, os ions galio(lll) e bismuto(lll) sao interessantes devido ao seu po-
tencial farmacoldégico. No entanto, as formulagées farmacéuticas a base de bismuto néo
sao muito bem definidas ou estaveis, os compostos de bismuto nao sao muito soluveis e as
espécies ativas ainda nao estdao muito bem caracterizadas. A labilidade dos ligantes, a aci-
dez de Lewis e a habilidade do centro metdlico de expandir sua esfera de coordenacao
fazem com que o controle das reacdes e a caracterizagdo dos complexos seja uma tarefa
dificil. Uma estratégia para atenuar as reacdes de hidrélise em solu¢do aquosa com a for-
macao do cation (BiO)* é a incorporacao de ligantes coordenantes contendo N, O ou S
como atomos doadores [108]. O galio(lll) também apresenta problemas de solubilidade
em em pH fisiolégico e sua baixa disponibilidade e toxicidade justificam a busca por novos

compostos para uso clinico.

Com relagdo as estratégias utilizadas para contornar os mecanismos da resisténcia, neste
trabalho é abordada a coordenacao de metais a antibidticos como uma estratégia de re-

versao da resisténcia e como uma plataforma para a producao de novos farmacos.
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Nossa proposta € a de tentar aliar as propriedades farmacolégicas da sulfassalazina, sul-
fapiridina, e tetraciclina as dos ions metdlicos bismuto(lll) e gdlio(lll) através da obtencao

de complexos de coordenacao.

Foram também escolhidos 2 ligantes heterociclicos tridentados do tipo [NN'O] doadores
gue nao sao utilizados como antibiéticos, mas seus compostos metalicos relatados na lite-
ratura, inclusive o complexo de galio(lll), apresentaram atividade antitumoral agindo como
inibidores de proteassomas, que sao complexos de proteinas celulares capazes de degra-
dar proteinas como a proteina citoplasmatica [117]. Buscou-se através da sintese de com-
plexos inéditos de bismuto(lll) com esses ligantes, aliar suas propriedades farmacoldgicas,
buscando obter compostos com propriedades antitumorais e possivelmente com novas
propriedades biolégicas, por exemplo, antibacterianas, inclusive em linhagens resistentes,
a fim de contribuir para a restauracao do arsenal quimioterdpico que vem sendo perdido
devido a emergéncia alarmante da resisténcia celular. Neste trabalho estdo relatadas a sin-
tese, caracterizacgao fisico-quimica no estado sélido e em solucdo, a atividade citotdxica e a

atividade antibacteriana de alguns complexos metalicos inéditos de bismuto(lll) e galio(lll).

1.4 Objetivo

A fim de se obter complexos metdlicos com melhor potencial quimioterapico que seus
ligantes livres e que sejam biologicamente mais ativos em linhagens celulares resistentes,
o objetivo deste trabalho foi sintetizar e caracterizar complexos metalicos inéditos de bis-
muto(lll) e gélio(lll) coordenados aos antibidticos sulfapiridina, sulfassalazina e tetraciclina.
Objetiva-se obter compostos mais soluveis do que os atualmente disponiveis e que sejam
ativos contra bactérias resistentes. Objetiva-se igualmente obter compostos ativos em

linhagens cancerosas.
Mais especificamente, pretendeu-se:

e Sintetizar e caracterizar complexos inéditos de bismuto(lll) e galio(lll) com os
antibioticos sulfapiridina, sulfassalazina e tetraciclina, em estado sélido e em solu-

cdo.
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Sintetizar e caracterizar complexos inéditos de bismuto(lll) com ligantes tridenta-

dos assimétricos, em estado soélido e em solucao.

Estudar o efeito dos complexos sintetizados no crescimento de bactérias, avaliando
o efeito da coordenacao na atividade bioldgica, inclusive contra algumas linhagens

resistentes aos antibioticos livres utilizados na obten¢ao dos complexos.

Estudar o efeito dos complexos sintetizados no crescimento de células tumorais,
através da determinacdo da concentracdo de composto necessaria para inibir 50%

do crescimento celular.

Estudar a interacao do complexo de galio(lll) da tetraciclina com o ADN, e determi-
nar a constante de ligacao do complexo com este alvo, que é o alvo celular de

muitos farmacos antineoplasicos.
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2 MATERIAIS E METODOS (PARTE EXPERIMENTAL)

2.1 Reagentes

Todos os reagentes e solventes utilizados neste trabalho foram de grau analitico, adquiri-
dos da Sigma’, Aldrich’, Merck’, ou Vetec’ e foram utilizados conforme adquiridos do fabri-

cante.

Os compostos de bismuto(lll) foram sintetizados a partir do cloreto de bismuto(lll), BiCls,
dissolvido em solu¢do aquosa com adicao de HCl 3 mol L. O meio acido foi utilizado para
a dissolucao do sal de bismuto a fim de evitar a precipitacao do cloreto de bismutila, BiOCl,

insoluvel, que normalmente ocorre com o bismuto(lll) na presenca de agua [118].

Os compostos de galio(lll) foram sintetizados a partir do nitrato de galio, Ga(NOs)s, dissol-

vido em agua desionizada.

Os antibioticos de grau analitico, sulfapiridina (usado para a obtencdao do composto 1),
sulfassalazina (usado para a obtencdao dos compostos 2 e 3) e tetraciclina (usado para a
obtencdo dos compostos 4 e 5) foram obtidos da Aldrich® e Merck’, e conservados sob

refrigeracdo e abrigo da luz.

O ligante C31H30N:0, utilizado na sintese do composto 6, foi sintetizado como descrito na
literatura [119], pela condensacdo da 2-aminometilpiridina com o 3,5-di-terc-butil-2-
hidroxibenzaldeido, sequida da reducao do produto com NaBH, a 0 °C. Detalhes da sintese

desse ligante estdo descritos no Anexo 1. Rendimento: 85 %; Ponto de fusao: 69 °C.

O ligante Ci3H1:N2l,0, utilizado na sintese do composto 7, foi sintetizado como descrito na
literatura [117, 120], pela condensac¢ao da 2-aminometilpiridina (MM = 108,14 g mol") com
o 3,5 diiodosalicilaldeido (MM = 373,92 g mol™), sequida da reducdo com NaBH4 a 0 °C.

Detalhes da sintese estdao descritos no Anexo 2. Rendimento: 90 %; Ponto de fusao: 89 °C.

As caracterizagOes dos dois ligantes sintetizados (C21H3oN2O e Ci3H12N2I,0) foram feitas por

RMN de 'H, espectroscopia na regidao do infravermelho e ponto de fusao, ja conhecidos na
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literatura, e os espectros serao apresentados e discutidos juntamente com aqueles obtidos

para os respectivos complexos inéditos de bismuto(lll).

2.2 Sintese dos complexos

2.2.1 Complexo 1 - Composto de bismuto(lll) da sulfapiridina

A sulfapiridina possui 2 prétons ionizaveis: pKa; = 2,6 (-NHs*) e pKa, = 8,4 (H sulfonamidico)

[106], e esta representada com o seu respectivo complexo de bismuto(lll) na Figura 19.

N sulfonamidico ~ N/S\\
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Figura 19 - Estrutura da sulfapiridina totalmente protonada, C;1H:,N50,S (a), e do complexo
[Bi(C11H11N30,5)5Cls] (b).

A sintese do complexo 1 foi feita com a participacao da aluna de Iniciacao cientifica Marina
S. Franco. Adicionou-se 0,1420 g (5,7 x 10* mol) de sulfapiridina (C11H:1N30-S) a 3,0 mL de
agua bidestilada, sob agitacdao. Acrescentou-se NaOH Tmol L', gota-a-gota, até a dissolu-

¢ao completa da sulfapiridina, em pH 9,5.

e Dissolveu-se 0,0600 g (1,9 x 10* mol) de BiCl; em agua desionizada com adicées de

alicotas de HCl 3 mol L, obtendo-se uma solucao de pH 1,0.
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e A solucao de sulfapiridina foi gotejada sobre a solugdo do cloreto de bismuto, sob
agitacao. Formou-se um precipitado levemente amarelado, que foi filtrado, lavado

com agua e seco a vacuo.

e (ristais de coloracdo amarelo-palida foram obtidos através da evaporacao lenta de

uma solucdao do composto obtida em etanol com aquecimento.

Rendimento: 0,11 g- 53 %.

2.2.2 Complexo 2 - Composto de bismuto(lll) da sulfassalazina

A sulfassalazina (Figura 20-a) possui 4 prétons ionizaveis: pKa = 0,62 (H ligado ao nitrogé-
nio piridinico), pKa 2,9 (H carboxilico), pKa 8,7 (H fendlico) e pKa 11,1 (H sulfonamidico)
[121]. A estrutura do complexo inédito de bismuto(lll) sintetizado é apresentada na Figura

20-b.
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Figura 20 - Estrutura da sulfassalazina (C1sH14N4OsS) (a) e do complexo [Bi(C1sH13N40sS),Cl] (b)

e Dissolveu-se 0,2000 g (5 x 10* mol) de sulfassalazina em 3,0 mL de H,0 alcalinizada

com solucao de NaOH 1 mol L (pH = 9). Obteve-se uma solugao laranja intenso.
e Dissolveu-se 0,0800 g (2,5 x 10* mol) de BiCl; em 0,3 mL de HCI 3 mol L.

e Adicionou-se, sob agitacao intensa, a solucao do ligante a solucao do ion metdlico,

formando imediatamente um precipitado. Agitou-se por 45 minutos.
e O precipitado foi filtrado e seco a vacuo.

Rendimento: 0,16 g — 59 %.
2.2.3 Complexo 3 - Composto de galio(lll) da sulfassalazina

Ainda com o ligante sulfassalazina (Figura 21-a), foi sintetizado um complexo inédito de

galio(lll) (Figura 21-b).

O

(a) (b)

Figura 21 - Estrutura da sulfassalazina (CigH14N4OsS) (a), e do complexo [Ga(CigH1205N4S)(H,0)(OH)] (b).

e Dissolveu-se 0,1995 g de sulfassalazina em 13 mL de etanol e 220 uL de NHs (conc).
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e Transferiu-se para um baldo e deixou-se em refluxo por 15 minutos.

e Adicionou-se uma solucao preparada com 0,1275 g de nitrato de galio, Ga(NOs)s,

em 13 mL de etanol. Formou-se um precipitado instantaneamente.

e O sistema ficou em refluxo por 3 horas. A suspensao foi filtrada a vacuo, o precipi-

tado foi lavado com etanol e éter etilico.

Rendimento: 0,15 g — 56 %.

2.2.4 Complexo 4 - Composto de bismuto(lll) da tetraciclina

A estrutura da tetraciclina (Figura 22) contém 4 anéis, nomeados ABCD da direita para a
esquerda. O carbono 1 é identificado na carbonila do anel A e a numerac¢dao dos outros

carbonos se faz no sentido anti-horario. O anel D é aromatico.

A tetraciclina possui 3 prétons ionizaveis com pka; = 3,47 (C3-OH), pka, = 7,66 (C10-OH e
C12-OH) e pkas 9,3 (H-N(CHs),) [122, 123].

Grupo dimetilamoénio
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Figura 22 - Estrutura do cloridrato de tetraciclina, (C;;H2sN2Os)Cl, e seus pka’s.

O complexo inédito de bismuto(lll) obtido com o ligante tetraciclina esta apresentado na

Figura 23.

Figura 23 - Estrutura do complexo [Bi(C22H23N20g)(H,0)Cl].

A sintese foi feita em capela e ao abrigo da luz, de acordo com o procedimento descrito a

sequir.
e Dissolveu-se 0,3300 g BiCl; (1 x 102 mol) em 600 uL de solu¢ao de HCl 3 mol L™.

e Dissolveu -se 0,5000 g de cloridrato de tetraciclina, (Cx2H,sN,Os)Cl (MM= 480,91 g

mol’; 1 x 102 mol) em 7,0 mL de H,0.

e Adicionou-se a solucao do metal a solucao do ligante. Ap6s a adicao do metal, o pH
foi elevado a 2, com adicao de aliquotas de solucao de NaOH 1 mol L. Houve a

formacao de um precipitado amarelo.
e Apds 10 minutos de agitacao, o precipitado foi filtrado e seco a vacuo.

Rendimento: 0,47 g - 61 %.
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2.2.5 Complexo 5 - Composto de galio(lll) da tetraciclina

Ainda com o ligante tetraciclina, foi sintetizado um complexo inédito de galio(lll), cuja es-

trutura estd representada na Figura 24.

NO;

Figura 24 - Estrutura do composto [Ga(H,0)>(C22H23N>04),](NOs)

A sintese do complexo foi feita com a participacdo da aluna de Iniciacao cientifica Lilian

Amaral de Carvalho, em capela e ao abrigo da luz.
e Dissolveu-se 0,0800 g (3,1 x 10*mol) nitrato de galio em 500 pL de H.0.
e Dissolveu-se 0,3000 g (6,2 x 10*mol) de cloridrato de tetraciclina em 3,0 mL de H,O.

e Adicionou-se, lentamente, a solucao do nitrato de gdlio sobre a solucao do ligante.
A reacao foi deixada sob agitacdo por 4 horas. Durante esse periodo, a solugdo pas-

sou de amarela a alaranjada.

e O pH foi elevado com adicdes de aliquotas de NaOH 1 mol L' até que houvesse

precipitacao (pH = 1,88).

e O precipitado foi filtrado, lavado com agua e etanol, seco a vacuo e posteriormente

mantido em geladeira e ao abrigo da luz.

Rendimento: 0,14 g - 40 %
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2.2.6 Complexo 6 - composto de bismuto(lll) do C;1H3oN,O

A sintese e caracterizacao do ligante e do complexo inédito de bismuto(lll) descrito a se-

guir foram executadas na Wayne State University, MI- EUA em colaboracdo com o Prof.

Cladudio N. Verani (orientador do estagio sanduiche de seis meses). A estrutura do ligante

(Figura 25-a) e a do respectivo complexo de bismuto (Figura 25-b) estao apresentadas a

sequir.

H H
N | X N | X
N \ N
OH = o—Bi— =
[ ¢
Cl

(a) (b)

Figura 25 - Estrutura do ligante C31H30N,0 (a), e seu respectivo complexo [BiCy1H29N,0Clo] (b).

O complexo [Bi(C;1H29N,0)Cl;] foi obtido reagindo-se o ligante C31H3N.O com BiCl; em

metanol na razdo molar metal/ligante de 1:3, embora o produto obtido tenha sido (M:L)

1:1.

Dissolveu-se 0,3000 g (9,2 X 10* mol, MM = 326,2 g mol') de ligante em 30 mL de

metanol sob agitacdo e aquecimento a 60 °C.

Dissolveu-se 0,0960 g (3,0 X 10“*mol, MM = 315,5 g mol™) de BiCl; em uma solucao

preparada com 20 mL metanol + 32 uL de HCl concentrado.

A solucdao do metal foi adicionada a solucao do ligante sob agitacdao. Observou-se
mudanca imediata na cor, intensificando o tom amarelo. Apds 30 minutos de
agitacao e aquecimento, o solvente foi evaporado em rotavapor deixando o mini-

mo de solvente para filtrar o precipitado amarelo microcristalino formado.

O precipitado foi filtrado, lavado com dietiléter, e seco a vacuo. Foram adicionadas

duas gotas de DMSO em aproximadamente 15 mL do filtrado, o qual foi mantido a
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temperatura ambiente. Cristais hexagonais de coloracdo amarela intensa foram

obtidos apés 2-3 horas.

Rendimento: 0,15 g-81,1 %.

2.2.7 Complexo 7 - Composto de bismuto(lll) do Ci3H12N.l,O

A sintese e caracterizacao do ligante e do complexo inédito descrito a sequir também fo-

ram executadas na Wayne State University (EUA).

| H
H A
N |\ N\ N|
OH N\ O~B'< ~
| / Cl
| Cl

Figura 26 - Estrutura do ligante Cq3H1,N2l0 (a) e seu respectivo complexo [Bi(Ci3H11N210)Cl,] (b).
e Dissolveu-se 0,2000 g de ligante C;3H1;:N21,0 (MM = 466,06 g mol') em 20 mL de
metanol sob agitacdo e aquecimento para auxiliar na dissolucao.

e Dissolveu-se completamente 0,050 g de cloreto de bismuto(lll) (MM = 315,5 g mol™)

em 10 mL de metanol e 10 gotas de solu¢ao metandlica de HCI 1,2 mol L.

e Adicionou-se a solucao do cloreto de bismuto sobre a solucao do ligante, o que

modificou a cor da solugdo para um amarelo bem intenso.

e O volume foi reduzido com aquecimento sob agitacao, até a precipitacdo do com-

plexo.
e O precipitado de cor amarela foi filtrado, lavado com dietiléter, e seco a vacuo.

Rendimento: 0,11 g - 92 %.
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2.3 Analise elementar (C, H, N) e Absorcao Atomica (Bi e Ga)

A determinacdo do teor de C, H e N foi realizada no Departamento de Quimica-UFMG, em
analisador elementar Perkin-Elmer 2400, e o teor de metal nos complexos foi determinado
por absorcdo atébmica em espectrometro modelo Hitachi-Z8200, acoplado a um forno de

grafite Hitachi.

2.4 Temperatura de fusao/decomposicao

A temperatura de fusao/decomposicao dos compostos foi determinada em um aparelho
de ponto de fusao modelo MQAPF-302 da Microquimica Equipamentos LTDA (Temperatu-

ra maxima 350 °C).

2.5 Espectroscopia de absorcao na regiao do infravermelho

Os espectros de absorcdo na regidao do infravermelho foram obtidos na regidao de 4000 a
400 cm™ em Espectrometro Perkin Elmer 283 B, ou em Espectrometro Bruker Tensor 27
FTIR, na regido de 4000 a 600 cm™. As amostras foram preparadas em pastilhas de KBr e os

espectros foram obtidos a temperatura ambiente.

2.6 Condutimetria

As medidas de condutividade foram realizadas em um aparelho Digimed DM 31.

A condutividade molar, a 25 °C, dos compostos foi determinada a partir de uma solucao de
concentracao 1 x 102 mol L' em dimetilformamida ou nitrometano de grau ultrapuro,

HPLC, adquiridos da Vetec'.

A constante de célula foi de 1,02 cm™ e a condutividade Au= 4,08 ohm™ cm? mol™” para o
solvente dimetilformamida puro. A constante de célula foi de 0,94 cm™ e a condutividade

An= 8,75 ohm™ cm? mol™ para o solvente nitrometano puro.
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W.J. Geary fez uma revisdo de valores de condutividade molar para compostos de coorde-
nacao em diferentes solventes organicos [124]. Os resultados obtidos neste trabalho foram
analisados com base nas faixas de valores constantes da Tabela 1, que foram retiradas do
artigo de revisao escrito por GEARY intitulado “The use of conductivity measurements in

organic solvents for the characterisation of coordination compounds” [124].

2.7 Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear de 'H

Os espectros de RMN de 'H foram obtidos no espectrémetro Bruker Avance DRX 200 ou
DRX 400 do Departamento de Quimica da UFMG, a temperatura ambiente. Os espectros de
RMN de "H-"H COSY foram feitos a 400 MHz em um espectrometro BRUKER AVANCE DRX
400, a temperatura ambiente. As amostras foram analisadas em dimetilsulféxido-ds

(DMSO-ds) ou em N,N-dimetilformamida-d; (DMF-d;), usando TMS como referéncia.

2.8 Espectroscopia de massas

Os espetros de massas foram obtidos em colaboracao com o Professor Rodinei Augusti,
Departamento de Quimica-UFMG, em espectrometro de massas LCQ Fleet da ThermoSci-
entific (San Jose, CA, USA) com ionizacao por eletrospray, nas seguintes condicdes: Faixa
de varredura: 100-2000 m/z, temperatura do capilar: 275 °C, tensao do spray: 25 kV, tensao
do capilar: 25 V. As amostras foram dissolvidas em MeOH e foram injetadas no aparelho

por infusdo direta a um fluxo de 10 yL min™".

As distribuicdes isotopicas para as espécies propostas foram simuladas com o auxilio do

programa Xcalibur para Windows, para efeito de comparacao com os espectros obtidos.
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2.9 Difracao de raios-X em monocristal

2.9.1 Complexo 1 - [Bi(Cy1H11N30,S)3Cls]

Monocristais de cor amarelo-palido foram obtidos através da evaporacao lenta da solucao

do composto em etanol com aquecimento a 70 °C.

As medidas de difracdo de raios-X em monocristal e a resolucdo da estrutura do
[Bi(C11H11N30,S)5Cl5] (complexo 1) foram feitas pelo Professor Nelson Goncalves Fernandes
com a participacao do aluno Geanderson Coelho dos Santos, do Departamento de Quimi-

ca-UFMG.

Os dados foram coletados a 293 K em um difratdbmetro Oxford Gemini Atlas Ultra com
monocromador de grafite, A (KaMo) = 0,71073 A, utilizando o banco de dados CrysAlis-Pro
e um software de processamento [125]. Utilizou-se, para esta analise, o programa 1- SIR97

[126] incorporado no conjunto de programas WinGX [127].

Todos os atomos, exceto hidrogénios, foram apurados anisotropicamente sobre F? usando
a matriz completa e método dos minimos quadrados [SHELXL-97] [128]. A estrutura do
complexo foi desenhada com o auxilio dos programas Mercury [129] e ORTEP-3 para

Windows [130].

2.9.2 Complexo 6 - [BI(C21 HngzO)C'z]

Monocristais amarelos hexagonais foram obtidos através da evaporacao lenta da solucao

metandlica filtrada (aproximadamente 15 mL), a qual foram adicionadas 2 gotas de DMSO.

As medidas de difracdo de raios-X em monocristal e a resolucdao da estrutura do
[Bi(C21H20N20)Cl,] (complexo 6) foram feitas pelo Professor Richard J. Staples, do Departa-
mento de Quimica da Michigan State University- MI-USA. Os dados foram coletados a 293
K em um difratdbmetro Bruker APEX-Il CCD (charge coupled device), com monocromador
de grafite, A (KaCu) = 1,54178 A. A estrutura do complexo foi resolvida por métodos diretos

usando o programa SHELXZ-97 [131] e o método dos minimos quadrados em F?,
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2.10 Atividade antibacteriana

A atividade antibacteriana foi avaliada através da Concentracdao Minima Inibitéria (CMI ou
MIC), que representa a concentracao do composto a partir da qual o crescimento bacteria-

no é inibido totalmente.

O efeito dos ligantes e dos complexos foi estudado em linhagens de bactérias da colecdo
do Laboratério de Genética de Microrganismos, no Departamento de Biologia Geral do
Instituto de Ciéncias Bioldgicas- UFMG, em colaboracdo com a professora Monica

Bucciarelli-Rodriguez.

As bactérias utilizadas nos testes foram as seguintes linhagens da American Type Culture
Collection (ATCC) e da colecdao do laboratério de genética de microrganismos do ICB-

UFMG:
e Escherichia coli ATCC 25922
e Staphylococcus aureus ATCC 25923
e Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
e Salmonela typhimurium ATCC 13311
e Shigella sonnei ATCC 11060
e Shigella dysenteriae ATCC 13313
e Escherichia coliMC 1061 ATCC 53338
e Escherichia coliMC 1061 ATCC 53338/ pBR 322

e FEscherichia coli BH 100 (multirresistente)

Salmonella MG 031 (multirresistente)

As linhagens sao do tipo Gram-negativa, exceto a Staphylococcus aureus ATCC 25923, que

é Gram-positiva.
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Solucbes-estoque dos compostos foram preparadas em quantidade minima de DMSO ou
DMF para a dissolucao, sendo obtidas na concentracao de 10 mg/mL. Aliquotas dessa
solucao foram diluidas em 20 mL de meio de cultura MH - Agar Mueller Hinton (Difco®) -
previamente fundido, estabilizado a 40 °C em banho-Maria, entdo homogeneizado e verti-

do em placa de Petri.

Foram feitas duas séries de placas, uma para o ligante e outra para o complexo, nas con-

centracbes 1,2,4,8,16,32,64 e 128 ung/mL.

As linhagens bacterianas foram cultivadas em meio apropriado a 37 °C, e estocadas em
Ligniere (0,8% p/v Difco Nutrient Broth, 0,5% p/v Sigma gelatin, 0,7% p/v Difco Agar). A
partir do estoque em Ligniére, cada linhagem foi pré-inoculada em 2 mL de meio de cultu-

ra BHI - Brain Heart Infusion (Difco), e incubada a 37 °C por 24 h.

A cultura resultante foi diluida 100 vezes em solucao estéril de cloreto de sédio a 0,85%, e
inoculada nas placas previamente preparadas. As placas foram incubadas a 37 °C por 24 h.
A andlise das placas foi feita apos esse periodo. A MIC foi determinada pela observacgao

visual da placa onde nao houve nenhum crescimento bacteriano.
Duas placas de controle foram feitas (Figura 27):

(a) Bactérias inoculadas apenas no meio de cultura (MH) sem o composto, a fim de se obter

uma referéncia do crescimento de cada linhagem (“branco”);

(b) Bactérias inoculadas no meio de cultura ao qual se adicionou o solvente DMF (ou
DMSO) na maior concentracao utilizada no experimento. A concentracao final de DMF ou

DMSO no meio de cultura nao ultrapassou 0,1%.
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(a) (b)

Figura 27 - Crescimento bacteriano em placas-controle, contendo o meio de cultura
Agar Mueller Hinton (MH) sem adicdo de solvente (a), e com adicdo de DMF 0,1% (b).

Observou-se que o solvente nao impediu o crescimento bacteriano nas condi¢des do ex-

perimento. Todos os experimentos foram repetidos no minimo 3 vezes.

2.11 Atividade citotoxica em células tumorais

A sensibilidade de células tumorais aos ligantes e respectivos complexos foi avaliada atra-

vés da concentracao de composto necessaria para inibir 50% do crescimento celular, a Clso.

A linhagem celular utilizada nestes estudos foi a K562, adquirida do Banco de Células do
Rio de janeiro (BCRJ-nimero CR083 do acervo). Esta linhagem celular foi obtida a partir de
efusdo pleural de uma paciente de 53 anos de idade com leucemia mieléide crénica em

fase blastica terminal.

As células foram cultivadas em meio RPMI 1640, contendo L-glutamina e suplementado
com 10% de soro fetal bovino a 37 °C, em atmosfera umidificada, contendo 5% de CO,. O

meio RPMI 1640 e o soro fetal foram adquiridos da Cultilab® - Sdo Paulo.

Para o estudo citotéxico, 1 x 10° células mL' foram incubadas por 72 h na presenca e na
auséncia do composto em varias concentragdes, dependendo da atividade do composto,

conforme indicado nos capitulos referentes a estes estudos. Apos este periodo, a viabilida-
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de das células foi verificada por exclusao com azul de Tripan, que cora somente as células
mortas, e as células viaveis foram contadas em um contador de particulas (modelo 22, série

AK32252 da BECKMAN COULTER).

Testes controle foram realizados incubando-se as células apenas com o solvente na
concentracdo maxima usada no experimento e verificou-se que tanto o crescimento
quanto a viabilidade celular nao foram afetadas pelo solvente nas condicdes dos experi-

mentos.

A Clso foi determinada com o auxilio do programa computacional OriginPro7, sendo os

dados analisados com ajuste sigmoidal (Boltzmann).

2.12Interacao com ADN por titulacao na regiao do UV-Vis

A interacao do complexo com o ADN de timo de vitelo (CT-ADN) foi estudada através de

uma titulacao espectrofotométrica na regiao do UV-Visivel.

Os espectros foram adquiridos em um espectrofotometro de duplo feixe CARY 100 VARI-
AN. As medidas foram realizadas em cubetas de quartzo com 0,1 e 1,0 cm de caminho

Optico.

Preparou-se uma solucao inicial do complexo a 1,0 X 102 mol L' em DMSO. Transferiu-se
uma pequena aliquota para uma solucao tampao HEPES'™, de forma a se obter uma solu-

¢ao do complexoa2,0x 10° mol L.

Preparou-se uma solucao de CT-ADN em tampao HEPES. A concentracao do ADN foi de-
terminada pela Lei de Lambert-Beer, (A = € X ¢ X 1), a partir do €xon = 6600 L mol' cm™ em A

de 258 nm.

Adicionaram-se aliquotas da solucao de CT-ADN a solucao do complexo. A absorvancia do

CT-ADN foi subtraida pela adicdo das mesmas quantidades a uma solucao referéncia.

1° Tampao HEPES: Solugéo 2,0 x 102 mol/L de sal de HEPES, pH 7,22 e a forga i6nica foi mantida constante em
2,0x 10° mol L de KCl.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo, serd descrita a caracterizacao dos 5 complexos inéditos de bismuto(lll) ou
Ga(llll) obtidos com os antibioticos sulfapiridina, sulfassalazina e tetraciclina e serao apre-
sentados e discutidos os resultados de atividade antibacteriana (MIC) e antitumoral (Cls)
desses complexos, que foram sintetizados buscando melhorar essas propriedades biolégi-

cas, inclusive em linhagens resistentes.

Também serd apresentada a caracterizagao dos 2 complexos inéditos de bismuto(lll) obti-
dos com ligantes heterociclicos tridentados do tipo [NN'O] doadores, e os respectivos
resultados de atividade antibacteriana e antitumoral, que foram investigadas devido ao
fato de que os complexos de galio(lll), cobre(ll) e zinco(ll) desses ligantes apresentaram
efeito antitumoral agindo como inibidores de proteassomas [117, 120, 132-135]. Proteas-
somas sao complexos de proteinas celulares capazes de degradar proteinas como a prote-

ina citoplasmatica.

3.1 Complexo 1 - [Bi(C11H11N30.S)sCl;]
Composto de bismuto(lll) da sulfapiridina

Fac-triclorotris(4-amino-N-piridin-2-il-benzenosulfonamida)bismuto(lll)

3.1.1 Analise Elementar: C,H, N e Bi

Os teores (%) de C, H, e N, bem como o teor (%) do ion metalico estdao apresentados na

Tabela 1, juntamente com os valores calculados para a férmula [Bi(C11H11N50,S)5Cls].

Tabela 1 - Valores de C,H,N e Bi, experimental e calculado, para o composto [Bi(Ci1H11N30,S)sCls] na forma
cristalina.

Elemento % C %H % N % Bi
Calculado 37,28 3,14 11,86 19,66
Experimental 37,99 3,18 11,84 19,53

Os resultados de C, H, N e Bi sugerem um composto de férmula minima BiCs3H33NoOeSsCls.
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A analise elementar esta de acordo com a férmula proposta [Bi(Ci1H11N50,S);Cls], em que o

bismuto(lll) esta ligado a trés moléculas de sulfapiridina e 3 ions cloreto.

3.1.2 Espectroscopia de absorcao na regiao do infravermelho

A sulfapiridina possui varios grupos funcionais que absorvem na regido do infravermelho.
A analise das bandas do espectro de absorcao nessa regiao pode auxiliar na atribuicdo dos

sitios de coordenacao dessa molécula a um ion metalico.

O espectro de absorcdo na regido do infravermelho do ligante livre sulfapiridina esta

apresentado na Figura 28.
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Figura 28 - Espectro na regido do infravermelho, obtido para a sulfapiridina - C;1H11N30,S, em KBr.

No espectro da sulfapiridina livre, observam-se vérias bandas na regido de 3420-3100 cm™,
que podem ser atribuidas aos modos vibracionais de estiramento vNH dos grupos anilini-

co e sulfonamidico. As bandas em 3418 e 3310 cm™ sdo atribuidas a v:s(NH,) e v(NH,) do

grupo anilinico, respectivamente.
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As vibracoes de estiramento assimétrico e simétrico do grupo -SO, aparecem em 1369 e

1126 cm™, respectivamente.

E dificil atribuir os modos vibracionais do anel piridinico a suas respectivas bandas, pois a

maioria é de origem complexa e envolve diferentes modos vibracionais [136].

O espectro de absorcao na regido do infravermelho obtido para o complexo de bismuto(lll)

da sulfapiridina estd apresentado na Figura 29.
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Figura 29 - Espectro, na regidao do infravermelho, obtido para o complexo [Bi(Ci1H11N30,S)5Cls], em KBr.

IV (cm™): 3423F; 3333F; 3244m; 3211(ombro); 3148f; 3111f; 3087f; 3059f; 3026f; 2959f;
1628F; 1591F; 1529F; 1501F; 1464f: 1379F; 1346F; 1300F; 1279F; 1255F; 1241F; 1184f: 1167f:
1126F; 1082F; 1009m; 964F; 881f; 839m:; 821f; 797F; 772m:; 725f: 677F; 644f; 610f.

O espectro do complexo é modificado na regido de 3400-3000 cm™ devido a desprotona-
¢ao do nitrogénio sulfonamidico e protonacdo concomitante do nitrogénio piridinico, que
provoca o aparecimento de absorcdes multiplas na regido 3300-2960 cm™ [137]. Esta in-
terpretacdo estd de acordo com a estrutura determinada por difracdo de raios-X, que é

discutida no item 3.1.6.
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No espectro da sulfapiridina, as vibragdes de estiramento assimétrico e simétrico do grupo
-SO, aparecem em 1369 e 1126 cm™, respectivamente. No complexo, 0 v(SO,) deslocou-
se de 1369 cm™ para 1346 cm™, devido a desprotonacao do nitrogénio sulfonamidico e a
coordenacao do bismuto, enquanto que o v,(SO,) permanece inalterado. O mesmo efeito
foi observado no espectro infravermelho de outros complexos sulfonamidicos em que os

sitios de coordenagao nao envolvem o grupo SO, [136, 138, 139].

3.1.3 Condutimetria

A condutividade do composto [Bi(Cy1H11N50,S);Cls] em dimetilformamida foi de 10,35 ohm-
' cm? mol™. Este valor esta bem abaixo da faixa de referéncia para eletrélitos 1:1 (65 a 90
ohm™ cm? mol™ [124]), conforme pode ser visto na Tabela 2, sugerindo que o composto é

neutro.

Tabela 2- Faixa de valores de condutividade (ohm™ cm? mol™') esperados para complexos a 10 mol L' [124].

Solvente 1:1 2:1 3:1 4:1
Nitrometano 75-95 150-180 220-260 290-330
Dimetilformamida 65-90 110-175 200-240 300

3.1.4 Ressonancia magnética nuclear de hidrogénio- RMN de 'H

O espectro de RMN de 'H da sulfapiridina em DMF-d; apresenta sinais referentes a todos os
seus 11 prétons. A atribuicao desses sinais foi feita com base no Banco de Dados do “Spec-
tral Database for Organic Compounds” do National Institute of Advanced Industrial Science
and Technology (AIST), Japao [140]. O espectro do ligante esta apresentado na Figura 30 e

o do seu respectivo complexo, na Figura 31.
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No espectro do ligante livre (Figura 30), pode-se observar um sinal muito alargado em
torno de 6 10,7 - 11,0 ppm na regidao mais desprotegida do espectro, que se refere ao proé-
ton do NH sulfonamidico. A auséncia desse sinal no espectro do complexo (Figura 31) indi-
ca que houve a desprotonacdao desse grupo na formacao do [Bi(Ci1H11N50,S)sCls].
Esta modificacdo estd de acordo com a coordenacao do bismuto(lll) ao nitrogénio sulfo-
namidico desprotonado. Os demais sinais praticamente nao se alteraram, podendo-se
concluir que os outros sitios de coordenacao existentes nao estdo envolvidos na formacao

do CompleXO [Bl(C1 1 H11N3025)3C|3].

3.1.5 Espectro de massas

No espectro de massas ESI-MS no modo positivo, um pico em m/z 1062,63 (Figura 32) cor-
responde ao ion molecular [Bi(Ci1H11N30,S)sCls]** (M*®), formado pela remog¢do de um

elétron da espécie neutra, confirmando a presenca do complexo em solucao.
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Figura 32 - Regido expandida do espectro ESI-MS em metanol, evidenciando o pico em 1062,63, que confir-
ma a presenca do complexo [Bi(C;1H11N30,S);Cls] em solugao.

A dissociacdo desta espécie, induzida por colisao (ESI-MS/MS) fornece um pico intenso em
m/z 814,59 correspondente a perda de [C;1H10N30,S]® (sulfapiridina-H®) do ion molecular,

conforme pode ser visto na Figura 33.
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Figura 33 - Regiao do espectro MS-MS, pico intenso em m/z 814,59, correspondente a perda de
[C11H10N30,S]® (sulfapiridina-H®) do ion molecular.

3.1.6 Estrutura do cristal: Andlise por difracao de raios-X.

Os principais dados sobre as condicdes de coleta e detalhes do refinamento da estrutura

do [Bi(Ci1H11N30,S); Cl5] estdo registradas na Tabela 3.

Tabela 3 - Dados de coleta e refinamento da estrutura do [Bi(Cy1H11N50,5); Cls], obtidos por difracao de raios-
X em monocristal

Férmula empirica C33H33BiCI3NgO6S;

Massa Molar/ g 1063,22

Temperatura 293(2) K

Comprimento de onda 0,71073 A

Sistema cristalino Trigonal

Grupo espacial R3

Dimensoes da célula unitaria a=17,9557(3), b=17,9557(3),
c=10,19691 (12) A, a =90, B = 90,
y=120°

Volume 2847,12(7) A3

z 3

Densidade (calculada) 1,860 Mg/m?

Coeficiente de absorcao 5,08 mm™'

F(000) 1572

Dimensdes do cristal 0,23 X 0,25 x 0,29 mm?3
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Faixa de Teta usada na coleta de dados

4,00a379°

Faixa de indices h, k, |.

-27<h<30,-29<k<15-9<1<17

Reflexdes coletadas

6528

Reflexées independentes

4005 (Rine = 0.024)

Corregao de absorcao

Empirica

Método de refinamento

Matriz completa dos minimos quadrados sobre F?

Dados/restricbes/parametros

4005/4/172

Qualidade do ajuste sobre F?

1,00

indices R Final (para 3857 reflexées com/>20(/))

R1=0,023, wR2 =0,055

fndices R (todos os dados)

R1=10,024, wR2 = 0,057

Maior diferenca (pico e vale)

1,37 e-0,55 eA-3

Estrutura absoluta

Parametro Flack = 0,003(3)

A estrutura absoluta foi determinada fornecendo um parametro Flack de 0,003(3) [141].

A estrutura do complexo [Bi(Ci1H11N30.S)s Cls] pertence ao sistema cristalino trigonal, gru-

po espacial R3. Os parametros encontrados para a célula unitdria sao: a = 17,9557(3), b =

17,9557(3),c=10,19691 (12) A, « = 90,8 =90,y = 120°.
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Figura 34 - Estrutura do complexo [Bi(C11H11N30,S);Cls], fac-triclorotris(4-amino-N-piridin-2-il-

benzenosulfonamida)bismuto(lll), determinada por difracdo de raios-X em monocristal.
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A férmula do complexo possibilitaria a existéncia de dois isdbmeros: facial e meridional. A
difracdo de raios-X revelou os trés ligantes cloreto numa mesma face do octaedro, indi-

cando a obtencdo do isémero facial (fac).

Como pode ser visto na Figura 34, o Bil estd hexacoordenado por 3 ions Cl2 e 3 atomos
N6, formando uma geometria octaédrica distorcida em torno do dtomo central. Por impo-
sicao simétrica, os trés angulos CI2-Bi1-Cl2 sdo iguais (87,743 °) assim como os trés angu-
los N6-Bi1-N6 sao iguais (108,79+5 °). Entretanto, esses angulos diferem do angulo ideal
para uma geometria octaédrica perfeita (90°), principalmente os angulos N6-Bi-N6. Essa
distorcao pode ser causada por efeitos estéreos e eletronicos do ligante combinados com
a presenca do par de elétrons nao-ligante proveniente do orbital 6s do bismuto(lll). Valores
de comprimento de ligacao selecionados sao apresentados na Tabela 4, e serao discutidos

em seguida.

Tabela 4 - Comprimentos de ligacdo /A, selecionados na estrutura do complexo [Bi(Cy1H11N30,5)sCls].

Ligacao Distancia-(A)
Bi1—ClI2 2,5442 (7)
C7—N6 1,349 (4)
C9—NS8 1,344 (4)
Bi1l—N6 2,924 (2)
C7—NS8 1,359 (4)
C16—N19 1,383 (4)

Os trés ions cloreto neutralizam a carga 3* do bismuto. O comprimento da ligagao Bi1-Cl2 é
2,5442 A, o qual esta dentro da faixa de valores encontrados para a ligacdo Bi-Cl em outros

complexos de bismuto(lll) [142-144].

A distancia Bi-N6 é 2,924 A, o que indica uma interacdo de forca média, pois a soma dos

raios covalentes e a soma dos raios de van der Waals'' para Bi-N sao rcov(Bi-N) 2,27 Ae

1O raio atémico ¢ definido como a metade da distancia entre os nicleos de dois atomos vizinhos (iguais), numa
mesma molécula. Se o elemento é metal ou gas nobre, considera-se o estado sélido. Se o elemento € um nédo-
metal, usa-se a distancia entre os nucleos de atomos unidos por uma ligagdo quimica, sendo também chamado
de raio covalente de um elemento. Ja o raio de Van der Waals é a metade da distancia entre nicleos de ato-
mos em moléculas vizinhas (atdbmos nédo ligados entre si), pertencentes a mesma substancia. FONTE: Principios
de quimica: questionando a vida moderna e 0 meio ambiente, Peter Atkins e Loretta Jones, Porto Alegre, Ed.
Bookman, 2001- p.133.
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YrvdW(Bi-N) 3,94 A, respectivamente [144]. Uma distancia Bi-N de 2,9(1) A também foi
encontrada em um composto similar, o) triclorotris(3-sulfanilamido-6-
metoxipiridazina)bismuto(lll) [145]. Distancias de ligacao Bi-N ainda maiores foram descri-
tas para outros compostos de organobismuto(lll): Bi-N = 3,170(7) A no Bi[2-
{O(CH,CH,),NCH,}CeHals,  Bi-N=3,211(5) A no Bi[2-{MeN(CH,CH,),NCH,}CsH,]s [85] e
Bi-N=3,214(7) A no Bi[2-(Et;NCH2)CsH.]; [146].

O H8 foi encontrado no mapa de diferenca, entretanto nao foram encontradas diferencas
significativas nas distancias C7-N6, C7-N8 e C9-N8, portanto, as ligagdes C7-N6 e C7-N8

parecem apresentar a mesma ordem de ligacao.

A rede tridimensional de ligagdes de hidrogénio que contribuem para a estabiliza¢ao da

estrutura cristalina da molécula pode ser visualizada na Figura 35.

Figura 35 - Interagdes intermoleculares entre 3 moléculas do complexo [Bi(Cy1H11N50,5);Cls].

Provavelmente, o atomo H8 estd envolvido em uma ligacdao de hidrogénio intramolecular

bifurcada (com 04 e Cl2).
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O H19A esta envolvido em uma ligacao de hidrogénio intermolecular quase linear com o
O5 enquanto que o H19B interage com dois cloretos de uma molécula vizinha. As intera-
¢oes N19-H19A---0O5 e N19-H19B---CI2 sdo ligacdes de hidrogénio intermoleculares fracas,
como sugerem os dados apresentados na Tabela 5.

Tabela 5 - Comprimentos de ligacao selecionados, angulos e parametros geométricos para ligagoes de hi-
drogénio (A, °). Cédigo de simetria: (i) -y, x-y, z; (i) -x+y+1/3, -x+2/3, z+2/3; (iii) x, y, z+1; (iv) -y, x-y, z+1

N—H.--A N—H/A H--A/A N--A/A N—H-A /°
N8—H8--04' 0,86 2,13 2,858 (3) 142
N8—H8--Cl2' 0,86 2,81 3,340 (3) 122
N19—H19A--05' 0,85 (1) 2,14 (1) 2,995 (4) 177 (5)
N19—H19B--C|2' 0,86 (1) 2,83 (4) 3,568 (3) 146 (5)
N19—H19B--CI2" 0,85 (1) 3,12 (4) 3,702 (3) 127 (4)

3.1.7 Atividade antibacteriana (determinacao da MIC - Concentragao minima

inibitoria)
O experimento foi realizado conforme o protocolo descrito no item 2.9, e os valores de MIC

obtidos encontram-se na Tabela 6.

Tabela 6 - Concentracdo minima inibitéria (MIC) / umol L' da sulfapiridina e do complexo
[Bi(CHHHN3OZS)3C|3].

MIC/ pmol L™
Linhagem bacteriana
BiCls sulfapiridina [Bi(Ci1H11N30,S)3Cls]
E. coli ATCC 25922 > 406 > 1027 241
S. aureus ATCC 25923 > 406 385 90
P. aeruginosa ATCC 27853 > 406 1027 120
S. typhimurium ATCC 13311 > 406 96 30
S.sonnei ATCC 11060 > 406 1027 241
S. dysenteriae ATCC 13313 406 128 30
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Como pode ser observado na Tabela 6, o sal de bismuto(lll) ndo foi ativo contra as linha-
gens bacterianas testadas, sendo obtida a MIC de 406 umol L' apenas para a Shiguella dy-

senteriae.

A sulfapiridina livre ndo apresentou valor de MIC contra a E. coli até a maior concentracao
testada, de 1027 umol L. Isto significa que esta cepa de E. coli é extremamente resistente a
sulfapiridina, pois seu crescimento persistiu mesmo com o aumento da concentragao de
antibiético. Ja o complexo de bismuto(lll) foi ativo nesta linhagem de maneira dependente
da concentragao, inibindo totalmente o crescimento bacteriano na MIC 241 umol L. A
atividade do complexo de bismuto(lll) foi no minimo 4 vezes maior que a do antibiético

livre.

A sulfapiridina livre apresentou MIC de 1027 umol L contra a P. aeruginosa, enquanto o
complexo de bismuto(lll) inibiu totalmente o crescimento bacteriano na MIC de 120 umol
L. O complexo foi 8 vezes mais potente que a sulfapiridina livre. Esse resultado também é
muito importante, pois a P. aeruginosa é uma bactéria Gram-negativa bastante impermea-
vel a muitos antibidticos e faz parte dos 6 patégenos multirresistentes (“ESKAPE”) [21] que
mais ameacam a saude publica global, conforme citado na introducéo deste trabalho

(1.1.4, pag35).

Além disso, o complexo de bismuto(lll) foi 3 vezes mais potente que a sulfapiridina livre
contra S. typhimurium e 4 vezes mais ativo contra S. dysenteriae, S. sonnei e a Gram-positiva

S. aureus, também incluida no grupo “ESKAPE” de patégenos multirresistentes.

O complexo [Bi(Cy1H11N50,S)sCls], descrito neste trabalho, apresentou-se mais ativo do que
o ligante livre nas 6 linhagens de bactérias resistentes a sulfapiridina. Este resultado é im-
portante porque a resisténcia bacteriana é o maior obstaculo no tratamento de infec¢des

causadas por bactérias.

Entretanto, o mecanismo pelo qual o complexo reverteu a resisténcia bacteriana ainda ndo
pode ser esclarecido. Fato é que a atividade do complexo foi aumentada de 3, 4 ou 8 vezes
nas diferentes linhagens. Os mecanismos de resisténcia sao diversos, podendo em uma
bactéria operar varios mecanismos combinados. Por exemplo, no caso da resisténcia as

sulfas, podem ocorrer hiperproducao de PABA, alteracdes na enzima DHPS fazendo com
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que esta perca a afinidade pela sulfa, ou modificagdes na membrana, afetando a permeabi-

lidade ao farmaco.

Existem poucos trabalhos relatando estudos de compostos metélicos com sulfapiridina.
MONDELLI et al. [139] sintetizaram e caracterizaram um composto de niquel(ll) com sul-
fapiridina no qual o niquel estd em um ambiente octaédrico distorcido, coordenado pelo
nitrogénio anilinico de duas moléculas de sulfa atuando como ligante monodentado, e os
atomos de nitrogénio sulfonamidico e piridinico de outras duas moléculas de sulfa atuan-
do como ligantes bidentados. Infelizmente, o complexo foi menos ativo que o ligante livre
contra S. aureus e E. coli. Os autores propdéem que uma absorcao reduzida do composto

pelas bactérias poderia ser a razdo da menor atividade.

KREMER et al. [136] sintetizaram complexos metdlicos de Cu(ll) com 8 diferentes sulfas he-
terociclicas, dentre elas a sulfapiridina. A atividade antibacteriana foi testada e observou-se
gue os complexos com anéis heterociclicos de 5 membros foram mais ativos que as sulfo-
namidas livres, enquanto que os complexos de sulfas contendo anéis de 6 membros (como
é o caso da sulfapiridina) apresentaram atividade igual ou menor que a sulfa de origem. Os
autores propuseram, a partir de resultados de coeficiente de particdo em octanol/agua,
gue a maior atividade de um complexo de sulfa deve estar relacionada a sua maior lipofilia
em relacao a sulfonamida livre, o que poderia aumentar a penetracdao do complexo na cé-

lula bacteriana.

Por outro lado, a forma ativa das sulfonamidas é a sua forma ionizada [1]. COWLES e BRU-
EKNER sugeriram que as sufonamidas penetram na célula bacteriana em sua forma néo-
ionizada, mas uma vez dentro da célula, devem-se ionizar de alguma maneira para produ-

zir o efeito antibacteriano [136].

3.1.8 Atividade citotoxica em células tumorais (determinacao da CI50)

O fato de alguns compostos de bismuto, como ditiocarbamatos de bismuto(lll) e comple-
xos de tropolona, apresentarem atividade antitumoral [72, 85], nos incentivou a investigar
o efeito do composto de bismuto(lll) da sulfapiridina no crescimento de células tumorais

(conforme o protocolo descrito no item 2.11).
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As curvas dose-resposta obtidas para o complexo e a sulfapiridina estdo mostradas na Fi-

gura 36.
100
. = complexo
‘—; o sulfapiridina
8 80 -
(@]
e
(D]
e 60 -
‘©
2
(@)
o 40 A
o
(@]
{qe}
o
2 204 E. )
£
D
©
3 04

T T T T T T T ' )
20 40 60 80 4 100
Concentracdo do Composto (umol L)

Figura 36 - Inibicdo do crescimento celular das células K562 em funcéo da concentracdo de sulfapiridina livre
e do complexo [Bi(Ci1H11N50,S);5Cls].

O composto inibiu o crescimento das células tumorais na Clso = 44 umol L' enquanto a

sulfapiridina livre nao foi ativa até a maior concentracao testada de 100 umol L.

O mecanismo da acao citotdxica de farmacos de bismuto parece ocorrer através da inibi-

cao de enzimas, como proteases, lipases, glicosidases e fosfolipases, etc. [88].

Farmacos sulfonamidicos tém sido apontados como promissores agentes antitumorais
[147]. No entanto, o mecanismo da acao antitumoral parece ser multifatorial, podendo
envolver inibicdo da polimerizacao dos microtubulos, inibicao da anidrase carbénica, inibi-
cao da angiogénese, inducao da parada do ciclo celular na fase G1, etc. [147, 148]. Recen-
temente, GONZALEZ-ALVAREZ et al demonstraram que complexos ternarios de Cu(ll), con-
tendo 2,2-bipiridina e um derivado sulfonamidico como ligantes, ligam-se ao ADN e exi-
bem atividade citotoxica em células Caco-2 (adenocarcinoma de célon) e linfocitos Jurkat T

(leucemia). O complexo mais ativo, [Cu(L2).(bipy)], onde HL2 = N-(benzo[d]tiazol-2-il)-4-
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metilbenzenosulfonamida, foi capaz de clivar a molécula do ADN e induzir a morte celular

por apoptose [149].

No caso do complexo de bismuto(lll) da sulfapiridina, o mecanismo da acao citotéxica nao
foi esclarecido. Como as células de mamiferos ndo possuem a enzima dihidropteroato sin-
tetase, que é o alvo farmacoldgico da sulfapiridina, a acdo citotdxica deste composto na

linhagem K562, que é de origem humana, esta relacionada a coordenacao ao bismuto(lll).

3.2 Complexo 2 - [Bi(C1sH13N405S).Cl]
Composto de bismuto(lll) da sulfassalazina

Clorobis(sulfassalazinato)bismuto(lll)

3.2.1 Analise Elementar: C,H, N e Bi

Os teores (%) de C, H, e N, bem como o teor (%) do ion metdlico estao apresentados na
Tabela 7, juntamente com os valores calculados para férmula [Bi(CisH13N4OsS),Cll, MM =

1039,20 g mol™.

Tabela 7 - Valores de C,H,N e Bi, experimental e calculado, para o composto [Bi(CigH13N4OsS),Cl].

Elemento % C %H %N % Bi
Bi(Ci1gH13N4OsS).Cl 41,61 2,52 10,78 20,11
Experimental 41,74 2,41 10,62 19,59

Os resultados de C, H, N e Bi sugerem um composto de férmula minima BiCssH26NsO10S,Cl.

A analise elementar estd de acordo com a férmula [Bi(CisH13N4OsS),Cl], em que o bismu-
to(lll) estd coordenado a duas moléculas de sulfassalazina (desprotonadas), € a um ion clo-

reto.



3.2.2 Espectroscopia de absorcao na regiao do infravermelho
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A sulfassalazina possui varios grupos funcionais que absorvem na regiao do infravermelho,

que poderiam auxiliar na atribuicao do sitio de coordenacao a ions metalicos. Entretanto,

seu espectro é complexo devido a presenca dos 3 anéis aromaticos diferentes (o anel sali-

cilico, o anel central p-substituido e o anel piridinico), dos grupos oxigenados -OH, -COOH

e -SO,, e do -NH sulfonamidico, o que leva a varias bandas de absorcédo, algumas sobre-

postas ou combinadas, de dificil atribuicao.

O espectro da sulfassalazina livre estd apresentado na Figura 37 e a regiao abaixo de 1800

cm’ do espectro foi ampliada para melhor distin¢do das bandas (Figura 38).
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Figura 37 - Espectro na regiao do infravermelho para o ligante sulfassalazina livre, em KBr.
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Figura 38 - Regido selecionada e ampliada do espectro IV da sulfassalazina, em KBr.

O espectro do complexo de bismuto(lll) da sulfassalazina (Figura 39) apresenta varias mu-

dancas na regiao do infravermelho em relacao ao espectro do ligante sulfassalazina livre,

indicando que houve coordenacao.
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A regiao abaixo de 1800 cm™ foi ampliada para melhor distincao das bandas (Figura 40).
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Figura 40 - Regido selecionada e ampliada do espectro IV do complexo [Bi(CigH13N40sS),Cl], em KBr.

No espectro do complexo de bismuto, uma banda larga em 3424 cm ' refere-se ao estira-

mento vO-H.

Uma banda muito forte em 1677 cm™ no espectro do ligante livre, referente ao
vC=0 do grupo COOH, desloca-se para 1631 cm™ no espectro do complexo. Esse desloca-
mento da banda vC=0 para regido de menor energia no espectro do complexo indica a

participacao do grupo carboxilato na coordenacao ao bismuto(lll) [150].

Um ombro largo em 1596 cm™ é observado no espectro do complexo, proveniente da so-
breposicao das bandas em 1618 e 1587 cm™, associadas a modos vibracionais presentes no
anel salicilico [150]. Modificacdes nestas bandas provavelmente resultam de um novo am-

biente quimico envolvendo o anel salicilico na coordenacao.

A banda em1280 cm™ perde intensidade e se alarga no espectro do complexo. Essa modifi-
cacao também foi observada em complexos ternarios de sulfassalazina, aminoacidos e

Ni(ll), em que o grupo fenol participa na coordenacao da sulfassalazina ao Ni(ll) [151]. Além



95

disso, uma banda referente 6 OH fora do plano em 1357 ou 1390 cm™ confirma que o fenol

esta protonado.

Uma banda muito forte em 1263 cm™, no espectro do ligante referente a v C-O perde

intensidade e desloca-se para 1269 cm ', em maior frequéncia.

As modificacdes observadas no espectro infravermelho do complexo comparado ao es-
pectro do ligante livre sugerem a coordenacao do bismuto (lll) a sulfassalazina através de

uma ligagdo com o oxigénio do carboxilato e através do oxigénio fendlico.

3.2.3 Condutimetria

A condutividade do composto [Bi(CisH13N4OsS),Cl] em nitrometano foi de 11,64 ohm™ cm?
mol™. Este valor estd bem abaixo da faixa de referéncia para eletrélitos 1:1 em nitrometano,
em condicdes semelhantes, 75 a 95 ohm™ cm? mol™ [124], sugerindo que o composto é

neutro.

3.2.4 Ressonancia magnética nuclear de hidrogénio- RMN 'H e 'H -'H-COSY

As atribui¢des dos sinais de RMN de 'H da sulfassalazina ndo foram encontradas na literatu-
ra, exceto referentes aos atomos de hidrogénio labeis, carboxilico e sulfonamidico, na regi-
ao desprotegida do espectro, em torno de 11 ppm [150]. Fizemos um estudo por RMN de
'H e espectroscopia de correlacao 'H-"H (COSY) do ligante sulfassalazina e atribuimos os
sinais do espectro de RMN de 'H a seus respectivos atomos de hidrogénio. Os acoplamen-

tos no espectro bidimensional COSY podem ser observados na Figura 41.
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Figura 41 - Espectro de RMN 'H-"H - COSY, da sulfassalazina em DMSO-de, 400 MHz.

Na Figura 41, podem-se observar os contornos referentes aos 9 hidrogénios nao labeis da
sulfassalazina ao longo da diagonal. Os contornos fora da diagonal sdo os contornos de
correlacao, que se localizam na mesma direcao horizontal (ou vertical, pois o espectro é

simétrico) dos contornos da diagonal, evidenciando os respectivos acoplamentos.

Foram observados os seguintes acoplamentos entre os sinais (contornos) na diagonal e os

sinais (contornos) de correlacdo, fora da diagonal:
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H1 acopla-se com H2 (sinal do H1 em § 7,99, porém estd no multipleto, juntamente com os
sinais do H6 e H6', contribuindo para o aumento da intensidade do pico maior do multiple-

to, onde situa-se o sinal dos prétons H6 e H6'.
H2 (tripleto) acopla-se com H1 e H3.

H3 (tripleto) acopla-se com H2 e H4.

H4 (dupleto) acopla-se com H3.

H5 (multipleto) acopla-se com Hé.

H6 (multipleto) acopla-se com H5.

H7 (simpleto) ndo se acopla.

H8 (dupleto) acopla-se com o H9.

H9 (dupleto) acopla-se com o H8.

A integracdo e a multiplicidade dos sinais também foram essenciais para a atribuicdo. Os
espectros de hidrogénio do ligante livre sulfassalazina e do complexo estao apresentados

na Figura 42 e na Figura 43, respectivamente.
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Os sinais nos espectros de RMN de "H obtidos para o ligante sulfassalazina e seu complexo

de bismuto foram atribuidos e estao discriminados na Tabela 8.

Tabela 8 - Atribuicées dos sinais de RMN de 'H do ligante C1sH14N4OsS e do composto [Bi(CisH13N40sS),Cl]
em DMSO-ds a 298K, 200 MHz.

Sullfassalazina (C:sH14N4O5S) composto [Bi(CigsH13N405S).Cl]
Atribuicao (integral) 8 / ppm (multiplicidade) &8 / ppm (multiplicidade)
Hs:8,5,5',1,6,6' (6H) 8,20 - 7,90 (multipleto) 8,13 -7,65 (multipleto)
H2 (1H) 6,86 (t) 6,85 (t)
H3 (1H) 7,77 (m) 7,78 (m)
H4 (1H) 7,23 (d) 7,19 (d)
H7 (1H) 8,35 (d) 8,28 (m)
H9 (1H) 7,16 (d) 6,74 (d)
H10 (NH) 13,00 - 10,50 (s) largo 13,00 - 11,50 (s) largo
H11 (OH) ausente 8,13-7,65(m)
H12 (OH) 13,00 - 10,50 (s) largo Ausente

Um sinal pouco intenso e muito alargado pode ser observado na regidao mais desprotegida
do espectro da sulfassalazina, em torno de 6 13,0 - 10,5 ppm. Esse sinal refere-se aos proé-
tons labeis dos grupos NH sulfonamidico e o COOH carboxilico [150]. No espectro do
complexo, observa-se a perda de um desses proétons, indicando o envolvimento de um dos

grupos, desprotonado, na coordenacgao.

Os sinais dos prétons do anel salicilico, H9, H8 9 8
e H7, deslocaram-se consideravelmente tor- 11 Ho N 6% O 10
\\
nando-se mais blindados no complexo: 7 N < > ﬁ_NH
12 HO \ 6 5 o) / N
0 4 V1

e O sinal do préton H9 é o que sofre o —

maior deslocamento, deslocando-se de AS =- 0,42 ppm.
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e O deslocamento do sinal do H8 ndo se pode mensurar, pois esta na regiao do mul-
tipleto. Entretanto, sabe-se que desloca-se em sentido de campo alto, devido ao
desaparecimento do dupleto em 8,12 ppm (parte do sinal do H8) e a outras mu-
dancas como alargamento, intensidade e aparecimento de novos picos na regiao

do multipleto.

e Osinal do H7 desloca-se de AS =- 0,07 ppm.

Os sinais dos prétons do anel piridinico, H1, H2, H3 e H4, parecem nao sofrer modifica-

¢oes que indiquem o envolvimento desse anel na coordenacao:

e Osinal do H1 nao pode ser avaliado por estar completamente dentro do multiple-

to.

e Osinal do H2, em & 6,86 no espectro do ligante, permanece praticamente inaltera-

do em & 6,85 no espectro do complexo.

¢ No espectro do complexo, os sinais dos prétons que constituem o multipleto fazem
parecer que o sinal do H3 estd deslocado. Entretanto, uma observacao criteriosa
nas intensidades e formas dos picos em torno de 6 7,78 parece indicar que este é o
pico central do sinal do H3, localizado em & 7,77 no espectro do ligante, mantendo-

se praticamente inalterado.

e O H4 varia de -0,04 ppm.

A coordenac¢ao de um ion metalico ao nitrogénio piridinico provocaria uma alteracao sig-

nificativa no deslocamento dos prétons do anel [132].

e Qutra observacao feita é quanto ao valor da integral do multipleto, que correspon-

de a 6 protons no espectro do ligante e a 8 protons no espectro do complexo:

e Um desses 2 prétons a mais no multipleto do complexo refere-se ao préton H3, cu-

jo sinal passa a fazer parte do multipleto apds a coordenacao.

e O outro préton adicional no multipleto pode ser o préton fenélico. O préton fendli-

co nao é observavel no espectro do ligante livre, mas poderia permanecer na estru-
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tura do complexo e ser detectado no espectro em fungao do novo ambiente quimi-
co apos a coordenacao. Essa conclusao foi elaborada a partir da andlise de sinais de
proton labil em espectros de RMN de 'H de outros ligantes e respectivos complexos
onde nao ocorreu a desprotonacdo na formacdao do complexo. Observou-se, por
exemplo, que o proton labil do grupo NH diminui sua labilidade no complexo: sinal
ausente no espectro do ligante torna-se presente no espectro do [BiC1H2N-OCl:]
(item 3.6.6), ou sinal muito alargado no espectro do ligante torna-se mais agudo na
forma de um simpleto no espectro do complexo [BiCi3H11N21,OCl;] (item 3.6.7) e do

complexo CoCysH»4ColsN4O; [132].

Essas modificacdes estdao em acordo com a proposta de coordenacao da sulfassalazina ao
bismuto(lll), envolvendo o grupo carboxilico desprotonado e o grupo fendlico do ligante

(Figura 20, pag 64).

3.2.5 Espectro de massas

No espectro de massas ESI-MS no modo positivo, um pico em m/z 1073,91 (Figura 44) cor-
responde a espécie [Bi(CisH13N4055)2(H,0),ClI** (M**) em solucao, formada pela remocao
de um elétron da espécie neutra onde ocorreu a coordenac¢ao de 2 moléculas de agua. A
expansao do espectro na regidao do pico esta de acordo com a distribuicdo isotépica simu-

lada para a espécie sugerida (Figura 45).
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3.2.6 Atividade antibacteriana (MIC - Concentracao minima inibitoria)

O efeito antibacteriano da sulfassalazina e do complexo [Bi(Ci1H11N30,5);Cl;] foi estudado

em 6 linhagens de bactérias e os valores de MIC obtidos encontram-se na Tabela 9.



103

Tabela 9 - Concentragdo minima inibitéria (MIC) / umol L da sulfassalazina (C1gH1aN4OsS) e do complexo
[Bi(C1sH13N405S),Cl]

MIC/ umol L
Linhagem de bactéria
BIC|3 sulfassalazina Bi(C1gH13N405S)2(Hzo)2C|
E. coli ATCC 25922 > 406 > 643 > 246
S. aureus ATCC 25923 > 406 > 643 > 246
P. aeruginosa ATCC 27853 > 406 > 643 > 246
S. typhimurium ATCC 13311 > 406 > 643 > 246
S. sonnei ATCC 11060 > 406 > 643 > 246
S. dysenteriae ATCC 13313 406 643 246

O sal de bismuto(lll), a sulfassalazina, e o complexo de bismuto(lll) foram praticamente ina-
tivos em todas as linhagens testadas, sendo que a MIC foi atingida apenas para a S. dysen-

teriae, na maior concentracao testada, tanto para o ligante livre quanto para o complexo.

Para ligar-se a enzima DHPS, alguns requisitos estruturais sdo necessarios as sulfas, dentre
eles, o grupo amino nao deve ser substituido, ou seja, a amina deve ser primaria [1]. A sul-
fassalazina é um pré-farmaco que é metabolizado in vivo por bactérias entéricas azorredu-
toras, gerando a sulfapiridina e o acido 5-amino salicilico. A atividade antibacteriana de-
pende, portanto, do metabolismo que ocorre no intestino, liberando a sulfapiridina e o
acido 5-aminosalicilico. Uma possivel explicacdo para a menor atividade da sulfassalazina
comparada a sulfapiridina nas linhagens bacterianas testadas pode estar relacionada a
substituicdao no nitrogénio anilinico. E a inatividade do complexo metdlico pode ter a

mesma razao.

Existem poucos estudos de atividade antibacteriana de complexos metalicos de sulfassala-
zina na literatura. EL-WAHED et al sintetizaram e investigaram o efeito antibacteriano con-
tra E.coli de complexos de Mn(ll), Hg(ll), Cr(lll) ZrO(I1), VO(II) e Y(lll) com a sulfassalazina, on-
de o ion metélico coordenou-se ao anel salicilico da sulfassalazina. Somente o complexo
de Mn(ll) apresentou atividade semelhante a da sulfassalazina livre (1 cm de diametro de
inibicao por difusao em disco), enquanto os demais complexos nao apresentaram ativida-
de antibacteriana in vitro [152]. No composto inédito aqui descrito, o bismuto(lll) também

se coordenou ao anel salicilico da sulfassalazina e também nao melhorou a atividade anti-
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bacteriana, in vitro, em relacao ao farmaco livre. Para verificar esta possivel explicacao, es-

tudos in vivo seriam necessarios.

3.2.7 Atividade citotdxica em células tumorais

O efeito do composto [Bi(CisH13N405S).Cl] no crescimento das células tumorais foi estuda-
do e a curva dose-resposta obtida para o complexo [Bi(CisH13N4OsS),Cl] e para a sulfassala-

zina esta apresentada na Figura 46.
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Figura 46 - Inibicdo do crescimento celular das células K562 em funcdo da concentracdo do complexo
[Bi(C18H13N405S),Cl] e da sulfassalazina livre.

O complexo inibiu o crescimento das células K562 na Clso = 9,7 umol L' enquanto que a
sulfassalazina livre apresentou valor de Cls, = 21,1 umol L7, ou seja, a coordenacao ao
bismuto(lll) dobrou a atividade da sulfassalazina. Para efeito de comparacao, a carboplati-
na usada na clinica apresenta Clso = 10 umol L', determinada nas mesmas condi¢bes expe-

rimentais.

REFAT et al testaram complexos de Mg(ll) ou Ca(ll) com sulfassalazina contra células de

carcinoma do célon e figado [153]. O complexo de Mg(ll) apresentou atividade antitumoral
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comparavel ao antibidtico antineopldsico doxorrubicina nas células do célon, enquanto
que o complexo de Ca(ll) apresentou atividade compardavel a doxorrubicina nas células do
figado. Os autores sugeriram que o mecanismo de acao desses complexos envolve a liga-

¢ao no ADN e ARN das células tumorais.

O mecanismo de acdo antitumoral da sulfassalazina tem sido motivo de discusséao em
inimeros trabalhos. Foi relatada a sua capacidade de inibir processos imunolégicos como
sintese de interleucinas, que sdo proteinas envolvidas na ativacao de linfocitos e na indu-
cdo de divisao de outras células. A sulfassalazina inibe a fosforilagdo do fator nuclear
kappaB, que ativado parece promover a origem e a sobrevivéncia de células tumorais. Ou-

tra abordagem para o mecanismo de acao da sulfassalazina é a inibicao do sistema de
transporte Xc', um aminodcido transportador essencial para o influxo de cisteina e a sobre-

vivéncia de linfomas [154].

3.3 Complexo 3- [Ga(C18H1205N4S)(H20)(OH)]
Composto de galio(lll) da sulfassalazina

Aquahidroxo(sulfassalazinato)galio(lll)

3.3.1 Andélise Elementar: C,H, N e Ga

Os teores (%) de C, H, e N, bem como o teor (%) de metal estdao apresentados Tabela 10,
juntamente com o0s respectivos valores calculados para a  estrutura

[Ga(C18H1205N4S)(H20)(OH)], MM = 501,1 2 g mol.

Tabela 10 - Valores de C,H,N e Ga, experimental e calculado, para a proposta [Ga(CisH1205N4S)(H,0)(OH)].

Elemento % C %H % N % Ga
Calculado 43,14 3,02 11,08 13,91
Experimental 42,42 3,13 11,34 12,75

Os resultados de C, H, N e Ga sugerem um composto de férmula minima GaCisH1sN4O-S.
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A analise elementar estd de acordo com a féormula proposta [Ga(CisH1,0sN4S)(H,O0)(OH)],
em que uma molécula de sulfassalazina (desprotonada nos grupos fenol e carboxilico) se
coordena de forma bidentada ao galio(lll), a uma molécula de dgua, e a um ligante hidré-

xido.

3.3.2 Espectroscopia de absorcao na regiao do infravermelho

Os espectro de absorcdo na regidao do infravermelho para a sulfassalazina livre esta apre-
sentado na Figura 47 e a regido abaixo de 1800 cm™ do espectro foi ampliada para melhor

distincao das bandas (Figura 48).
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e As bandas de estiramento vO-H e vN-H estdo presentes na regido de maior fre-

guéncia no espectro, em torno de 3340- 3029 cm™.

Uma banda muito forte em 1677 cm™ é atribuida ao estiramento vC=0 do grupo
COOH.

A banda em 1280 cm™ e a banda muito forte em 1263 cm™, no espectro do ligante,

podem ser atribuidas ao vC-O [139, 150]

As bandas de estiramento assimétrico e simétrico do grupo SO,, 1:5(S0,) e 145(S0,),

sao atribuidas as bandas em 1359 e 1173 cm’, respectivamente.

O espectro do complexo de galio(lll) da sulfassalazina (Figura 49) apresenta varias mudan-
cas na regiao do infravermelho em relacdo ao espectro do ligante sulfassalazina livre, indi-

cando que houve coordenacao. A regido abaixo de 1800 cm™ do espectro foi ampliada

para melhor distincao das bandas (Figura 50).
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Figura 50 - Regiao selecionada e ampliada do espectro IV do complexo [Ga(CisH1205N4S)(H,0)(OH), em KBr.
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As bandas na regido de 3000-3400 no espectro da sulfassalazina livre, referente aos estira-
mentos v(OH) e v(NH), encontram-se alargadas no espectro do complexo. Uma banda
larga em 3440 cm™ no espectro do complexo é atribuida ao estiramento vOH, provavel-

mente devido a presenca de OH e H,O dgua no complexo.

Uma banda muito forte em 1677 cm™ no espectro do ligante é atribuida ao estiramento
vC=0 do grupo COOH. Essa banda perde intensidade e desloca-se para regiao de menor
frequéncia, tornando-se um “ombro” em 1626 cm™ no espectro do complexo, o que indica

a participacao do grupo carboxilato na formacao do complexo [150].

No espectro da sulfassalazina livre, observa-se trés bandas em 1635, 1616, 1587 cm™, asso-
ciadas aos estiramentos vCC e vCN dos anéis aromaticos [150]. J& no espectro do comple-
xo de gdlio, essas trés bandas se sobrepéem formando uma banda intensa e alargada
em1608 cm™, provavelmente devido ao envolvimento do anel salicilico na coordenacao. A
presenca de agua na esfera de coordenacao do complexo também contribuiria para essa

banda larga devido ao modo vibracional §(H-O) [151].

A banda em1280 cm™ no espectro do ligante é atribuida ao estiramento C-O [151]. No
complexo, essa banda perde intensidade e se alarga. Essa modificacdo também foi obser-
vada em complexos ternarios de sulfassalazina, aminoacidos e Ni(ll), em que o grupo fenol

participa na coordenacao da sulfassalazina ao Ni(ll) [151].
Uma banda em 512 cm™ e outra em 454 cm™ referem-se a vM-O no espectro do complexo.

Com base nos resultados apresentados, propde-se que o galio(lll) se liga a uma molécula
de sulfassalazina que atua como ligante bidentado, através dos oxigénios desprotonados
do grupo fendlico e do grupo carboxilico, de acordo com a Figura 51-a. (O mesmo modo
de coordenacao foi proposto para um complexo de Mn(ll) ligado a sulfassalazina [155]).
Outra possibilidade de coordenacdo seria a formagdao de um dimero (Figura 51-b), com

duas pontes hidréxido, o que nao afetaria a andlise elementar.
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e (b) o complexo na forma de um dimero.

3.3.3 Condutimetria

A condutividade do composto [Ga(CisH1,0sN4S)(H,O)(OH)] em DMF foi de 13,28 ohm™ cm?
mol™. Este valor estd bem abaixo da faixa de referéncia para eletrélitos 1:1 em dimetilfor-

mamida, 65 a 90 ohm™ cm? mol™ [124], o que sugere um composto neutro.
3.3.4 Ressonancia magnética nuclear de hidrogénio- RMN 'H

O espectro de RMN 'H da sulfassalazina e do respectivo complexo de gdélio(lll) estdo apre-

sentados na Figura 52 e Figura 53, respectivamente.
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As atribuicdes dos sinais de RMN 'H aos respectivos prétons da sulfassalazina e do

complexo [Ga(CigH1205N4S)(H,O)(OH) estao listadas na Tabela 11.

Tabela 11 - Atribuicoes dos sinais de RMN 'H da sulfassalazina e do complexo [Ga(CigH1,05sN4S)(H,0)(OH) em
DMSO-d6 a 298K.

sulfassalazina (C15H14N4OsS) [Ga(C1sH1205N4S)(H20)(OH)]
Atribuicao (integral)
6 / ppm (multiplicidade) & / ppm (multiplicidade)
Hs:8,5,5',1,6,6" (6H) 8,20 - 7,90 (m) 8,13-7,65(m)
H2 (1H) 6,86 (t) 6,86 (t)
H3 (1H) 7,77 (m) 7,78 (m)
H4 (1H) 7,23 (d) 7,19 (d)
H7 (1H) 8,35 (d) 8,28 (m)
H9 (1H) 7,16 (d) 6,74 (dd, sobreposto)
H10 (-1NH) 13,00 - 10,50 (s) largo 13,00 - 10,50 (s) largo
H11 (1-OH) ausente ausente
H12 (1-OH) 13,00 - 10,50 (s) largo ausente

Em relagdo aos sinais de RMN H' da sulfassalazina, previamente discutidos no item 3.2.4, as
seguintes modificacdes foram observadas no espectro do complexo de galio(lll) em rela-

¢ao aos protons do anel salicilico- H7, H8, H9, H11 e H12:

O dupleto em & 8,36 no espectro da sulfassalazina, atribuido ao préton H7 do anel salicili-

co, se desloca para 6 8,47 ppm no espectro do complexo (A= 0,11 ppm).

O deslocamento do sinal do H8 nao pode ser mensurado, pois esta na regidao do multiple-
to; entretanto, sabe-se que desloca-se em sentido de campo alto devido ao desapareci-
mento do sinal do H8 em 8,12 ppm e outras mudanc¢as como alargamento, intensidade e

Novos picos na regiao do multipleto.

O sinal do préton H9 desloca-se significativamente de Ad = - 0,22 ppm, gerando um duplo

dupleto, com parte sobreposta ao sinal vizinho a esquerda.
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No espectro do ligante, o sinal alargado em torno de 6 10,5 - 13,0 ppm referem-se aos dois
prétons labeis NH sulfonamidico e COOH carboxilico (H10 e H12 respectivamente). A inte-
gracao dessa regiao no espectro do complexo revela a perda de um dos prétons labeis na
coordenacao do gélio(lll) a sulfassalazina. As modificacdes anteriormente discutidas suge-
rem a desprotonacdao do H12, carboxilico, e a coordenacdo do grupo carboxilato ao

galio(lll).

No espectro da sulfassalazina, o sinal centrado em & 7,77 e o sinal centrado em & 6,86 cor-
respondem aos prétons do anel piridinico nas posi¢ées para e meta ao heterodtomo N. No
espectro do complexo, esses sinais nao se deslocam, o que pode ser um indicio do nao

envolvimento da piridina na coordenacao.

Essas modificacdes estdao em acordo com a proposta de coordenacao da sulfassalazina ao
galio(lll)de forma bidentada, através dos grupos carboxilato e fenolato resultantes da des-

protonac¢dao de ambos os oxigénios.

3.3.5 Espectro de massas

No espectro de massas ESI-MS no modo positivo, um pico em m/z 482,77 (Figura 54-a) cor-
responde a espécie [Ga(CisH120sN4S)(H-0)1* em solucao, formada pela perda do ligante OH
da espécie neutra. A expansdo do espectro na regiao do pico esta de acordo com a distri-

buicao isotépica simulada para a espécie sugerida (Figura 54-b)
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Figura 54 - Regido expandida do espectro ESI- MS em metanol, evidenciando o pico em 482,77, atribuido a
espécie [Ga(CisH1205N4S)(H,0)]* em solugao (a), e sua respectiva distribuicao isotdpica simulada (b).

3.3.6 Atividade antibacteriana (MIC - Concentracao minima inibitoria)

O efeito antibacteriano da sulfassalazina e do complexo [Ga(CisH1205N4S)(H.O)(OH)] foi

estudado em 6 linhagens bacterianas e os valores de MIC obtidos encontram-se na Tabela

12.

Tabela 12 - Concentracdo minima inibitéria (MIC) / umol L da sulfassalazina (CisH14N4OsS) e do complexo

[Ga(CigH1205N4S)(H,0)(OH)1.

MIC/ pmol L™
Linhagem de bactéria
Ga(NOs); sulfassalazina [Ga(CigH1205N4S)(H,0)(OH)]
E. coli ATCC 25922 > 501 > 643 >511
S. aureus ATCC 25923 > 501 > 643 >511
P. aeruginosa ATCC 27853 501 > 643 255
S. typhimurium ATCC 13311 > 501 > 643 >511
S. sonnei ATCC 11060 > 501 > 643 >511
S. dysenteriae ATCC 13313 > 501 643 511
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A semelhanca do complexo de bismuto(lll), o complexo de galio(lll) da sulfassalazina ndo
apresentou atividade antibacteriana significativa. Entretanto, nota-se atividade contra a

P. aeruginosa, embora o valor de MIC encontrado nao tenha sido baixo.

Sabe-se que o gdlio(lll) é capaz de mimetizar o Fe(lll), principalmente pelo fato de que a
razdo carga/raio desses ions é similar. Assim, muitos sistemas bioldgicos sao incapazes de
distingui-los, possibilitando ao gdlio(lll) ser adquirido em vez do Fe(lll), ligando-se a sitios
de Fe(lll) da transferrina, e impedindo processos bioldgicos que dependem do Fe(lll), uma

vez que o galio(lll) nao é eletroativo [74].

O ion Fe(lll) é essencial para o crescimento da maioria dos microrganismos, uma vez que é
necessario em varios caminhos metabdlicos e na sintese do ADN. galio(lll) é adquirido por
certas bactérias através da ligacao a sitios de Fe(lll) da transferrina, sendo incorporado por

fagoécitos mononucleares em sitios de inflamacao [74].

KANEKO et al demonstraram que o nitrato de galio(lll) inibe o crescimento de Pseudomo-
nas aeruginosa e a formacao de biofilme in vitro, e que o gdlio atua diminuindo a entrada
de ions ferro, essencial no metabolismo bacteriano. Portanto, é provavel que a atividade
do complexo de galio da sulfassalazina contra P. aeruginosa esteja relacionada com a
absorcao de galio(lll) em lugar de Fe(lll), perturbando processos celulares que dependem

essencialmente do Fe(lll) [74].

REFAT et al sintetizaram uma série de complexos de sulfassalazina do tipo [M(saz)(H,0).]
com os metais alcalinos terrosos Mg(ll), Ca(ll), Sr(ll) e Ba(ll) onde a sulfassalazina também
atuou como ligante bidentado através do carboxilato e do fenolato. Os compostos obti-
dos foram testados pelo método de disco-difusdo em 5 linhagens de bactérias, dentre as
quais a Pseudomonas aeruginosa. O ligante sulfassalazina e os complexos ndao foram ativos
contra a Pseudomonas aeruginosa, exceto o composto de Sr(ll), que apresentou zona de

inibicdo de 2 cm [153].

3.3.7 Atividade citotdxica em células tumorais

O efeito do composto [Ga(CisH1205N4S)(H20)(OH)] no crescimento das células tumorais foi

estudado e observou-se que o composto inibiu o crescimento das células K562 na Clso =
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18,6 umol L. Entretanto, esta atividade nao difere significativamente da atividade antitu-
moral da sulfassalazina livre, que foi Clso = 21,1 umol L. Uma possivel explicacao para este
resultado seria a dissociacdo do complexo dentro das células liberando a sulfassalazina

livre. O nirato de gdlio apresentou Clso = 35,6 umol L' nas mesmas condi¢oes.

3.4 Complexo 4 - [Bi(C22H23N.0s)(H20)Cl:]
Composto de bismuto(lll) da tetraciclina

Aquadicloro(tetraciclinato)bismuto(lll)

3.4.1 Anaélise Elementar: C, H, N e Bi

Os teores (%) de C, H, e N, bem como o teor (%) do ion metdlico estao apresentados na
Tabela 13, juntamente com os valores calculados para a estrutura [Bi(C2;H23N2Og)(H,O)Cl:],

MM = 741,33 g mol™.

Tabela 13 - Valores de CHN e Bi, experimental e calculado para a proposta [Bi(Cz2H23N,0s)(H,0)Clo].

Elemento % C %H % N % Bi
Calculado 35,64 3,40 3,78 28,19
Experimental 35,99 3,58 3,64 26,66

Os resultados de C, H, N e Bi sugerem um composto de férmula minima BiCx;H2sN,OsCls, de
acordo com a férmula proposta [Bi(C2;H23N20s)(H>0)Cl,], em que o bismuto(lll) estd coor-
denado a uma molécula de tetraciclina desprotonada, dois ions cloreto e uma molécula de

agua.

3.4.2 Espectroscopia de absorcao na regiao do infravermelho

A tetraciclina possui varios grupos ativos na regiao do infravermelho. DZIEGIELEWSKI et al.
[156] estudaram os espectros de vdarios compostos da familia das tetraciclinas e fizeram
atribuicdes bastante precisas aos modos vibracionais apresentados pelos compostos, entre

eles o cloridrato de tetraciclina.
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O espectro de absorcao na regidao do infravermelho, obtido para o cloridrato de tetracicli-
na, estd apresentado na Figura 55 e a regido abaixo de 1800 cm™ do espectro foi ampliada

para melhor distincao das bandas (Figura 56).
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Figura 56 - Regidao ampliada do espectro de infravermelho do cloridrato de tetraciclina (Cy;H2sN,Og)Cl, em
KBr.

Na regiao de alta frequéncia do espectro da tetraciclina, observam-se as bandas de estira-

mento VOH (3614 cm™), vs NH- (3362 cm™) e vas NH, (3302 cm™).
A tetraciclina apresenta um conjunto de bandas muito fortes na regiao das carbonilas:

e A bandade estiramento vC=0 da amida, em 1672 cm™.
e A banda de estiramento da carbonila vC;=0, em 1616 cm™.

e A banda de estiramento da carbonila vC1:=0, em 1582 cm’

O grupo amida apresenta varios modos vibracionais que absorvem na regiao do infraver-
melho. Uma banda em 1526 cm™ e outra em 696 cm™ referem-se a modos vibracionais

deste grupo.
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Estas e outras bandas atribuidas ao espectro de absorcdo da tetraciclina na regido do infra-

vermelho foram listadas na Tabela 14, com base na literatura [156].

Tabela 14 - Atribuicdo de bandas (cm™) na regido do infravermelho para o cloridrato de tetraciclina em KBr.

Atribuicao Numero de ondas (cm™)
v (OH) 3614

Vas (N HZ) 3362 (fOI'tE)

vs (NH>) 3302 (forte)

v (CH) (esqueleto) 2988 (média)

Ligacdo de hidrogénio

2756, 2658, 2612 (muito fraca)

Amida |

1672 (muito forte)

v (C;0) (anel A)

1616 (muito forte)

v (C4;0) (anel C e anel D)

1582 (muito forte)

Amida ll 1526 (forte)

CCanel e vas(CHs) 1454 (forte)

65(C-CHs), 6(COH) 1356

Amidalll 1326 (média)

Amida lll 1248 (forte) e 1228 (m. forte)
y (CH) 862, 780, 742

Amida V 696

Amida IV 670, 570

O espectro do complexo de bismuto(lll) da tetraciclina apresenta varias modificacées em

relacdo ao espectro da tetraciclina livre, indicando que houve complexacao. O espectro do

complexo de bismuto(lll) estd apresentado na Figura 57.
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Figura 57 - Espectro na regiao do infravermelho, obtido para o complexo [Bi(C;,H23N20g)(H,0)Cl,], em KBr.

A regiao abaixo de 1800 cm™ do espectro do complexo de bismuto(lll)) foi ampliada para

melhor distincao das bandas (Figura 58).
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Figura 58 - Regido ampliada do espectro IV do complexo [Bi(C2;H23N,0s)(H20)Cla].

Em relacdo ao espectro da tetraciclina, varias modificacdes no espectro do complexo de

bismuto(lll) podem ser observadas.

As bandas de VOH (3614 cm™), vas NH, (3362 cm™) e vs NH> (3302 cm™) no espectro da tetra-
ciclina, se juntam constituindo uma banda muito larga em 3362 e um ombro largo em

3275 cm™ no espectro do complexo.

A banda vC=0 da amida, em 1672 cm™ no espectro da tetraciclina, aparece em 1664 cm™
no espectro do complexo, regidao de menor energia, 0 que sugere a participacao do grupo

amida na coordenacao ao bismuto(lll).

A banda em 1526 cm™ (amida Il) no espectro da tetraciclina, estd ausente no espectro do
complexo de bismuto(lll), ou desloca-se para maior frequéncia sobrepondo-se com a ban-
da vC1=0 em 1580 cm™'. A banda do modo vibracional amida V em 696 cm™ no espectro

da tetraciclina, aparece deslocada no espectro do complexo, em 706 cm™.

As bandas referentes as carbonilas vC;=0 e v(;;=0, respectivamente em 1616 e 1582 no

espectro da tetraciclina, permanecem praticamente inalteradas no espectro do complexo,
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sendo observadas em 1616 e 1580 cm™'. A permanéncia dessas bandas inalteradas no es-

pectro do complexo descarta a possibilidade de coordenacao desses sitios ao bismuto(lll).

Esses resultados sugerem o envolvimento do grupo amida da tetraciclina na coordenacgao

ao bismuto(lll).

3.4.3 Condutimetria

A condutividade do composto [Bi(C;,H23N>0s)(H,0)Cl,] em DMF foi 12,76 ohm™ cm? mol™.
Este valor estd bem abaixo da faixa de referéncia para eletrélitos 1:1 (65 a 90 ohm™ cm?

mol”) [124], o que sugere um composto neutro.

3.4.4 Ressonancia magnética nuclear de hidrogénio- RMN 'H

A espectroscopia de ressonancia magnética nuclear de 'H pode ser usada para monitorar
os sitios de ligacdo da tetraciclina a ions metdlicos. Duas regides no espectro de RMN 'H da
tetraciclina sdo de interesse especial na atribuicao do sitio de ligacao: os prétons do grupo
dimetilamonio, o préton em C4 no anel A, e os préotons aromaticos no anel D, que podem
indicar se a coordenacao ocorre no anel A ou no sistema ceto-fendlico dos anéis BCD [123,

157].

Ha vérios estudos na literatura utilizando RMN 'H como ferramenta de andlise sobre a este-
reoquimica e reatividade das tetraciclinas [158-161]. Entretanto, devido a complexidade da
estrutura molecular das tetraciclinas e ao grande nimero de sitios potencialmente com-

plexantes, a literatura apresenta algumas controvérsias sobre a localizacdao destes sitios.

CASY e YASIN [158] estudaram o espectro de RMN de 'H de varios antibiéticos da familia
das tetraciclinas. ASLESON et al. [162] fizeram um estudo dos sinais observados no espec-
tro de RMN 'H do cloridrato de tetraciclina e atribuiram 4 sinais do espectro, cuja atribuicao
era anteriormente controversa. Através de comparacdes com espectros de tetraciclinas
modificadas e compostos-modelo, os autores atribuiram os sinais em & 9,10 e § 9, 59 aos
dois prétons da amida. A nao-equivaléncia desses prétons foi justificada pela contribuicdo

das formas candnicas mostradas na Figura 59.
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Figura 59 - Formas candnicas ndo-equivalentes, do grupo amida das tetraciclinas.

O sinal em 6 11,80 foi atribuido ao préton da hidroxila em (C10)OH, e o sinal em 6 15,11 foi

atribuido ao préton da hidroxila em (C12)OH.
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Os espectros de RMN 'H da tetraciclina e do complexo [Bi (C22H23N,0s)(H,0)Cl,] estdo na

Figura 60 e Figura 61, respectivamente.
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Figura 60 - Espectro de RMN H' obtido para o cloridrato de tetraciclina, (C32H2sN,0g)Cl, em DMSO-ds,
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Figura 61 - Espectro de RMN 'H, em DMSO-ds, para o complexo [Bi (C2;H23N,0g)(H,0)Cly] obtido no espectro-
metro de 400 MHz

As atribuicdes dos sinais de RMN 'H aos respectivos protons da tetraciclina e do complexo

[Bi (C32H23N,0s)(H.0)Cl,] estao descritas Tabela 15.

Tabela 15 - Atribui¢des dos sinais de RMN 'H do cloridrato de tetraciclina- (C;;H2sN,0s)Cl, e do composto [Bi
(C22H23N208)(H20)C|2],em DMSO'de

tetraciclina [Bi(C22H23N20s)(H20)Cl.]
Atribuicao (Integral)
6 / ppm (multiplicidade) 6 / ppm (multiplicidade)
(C6)CH; 1,52 (s) 1,52 (s)
(C4)N(CH:3), 2,87 (s) 2,64 (s)
(C4HH 4,30 (s) 3,75 (s)
(C6)OH 5,05 (s) 5,04 (s)
(C9)H (arom.) 6,94 (d) 6,92 (d)
(C7)H (arom.) 7,12 (d) 7,12 (d)
(C8)H (arom.) 7,56 (t) 7,55 (1)
(C2)CO-NH; 9,12e9,54(s) 9,12 (s)
(C10)OH 11,80 (s) 11,84 (s)
(C12)OH 15,13 (s) 15,13 (s)
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O sinal em & 2,87 é atribuido aos 6 prétons do grupo dimetilamonio. Esses prétons nao sao
labeis e seu deslocamento quimico é afetado pela coordenacdo metélica em sitios do anel
A. No espectro do complexo observa-se que a coordenacao ao bismuto deslocou este sinal

para é 2,64 (A6=-0,23 ppm).

O sinal em & 4,30 ppm referente ao préton em C4 no espectro do ligante, desloca-se para

3,75 no espectro do complexo (A6 =- 0,55 ppm).

Essas mudancas indicam a coordenacgao nos sitios do anel A. Entretanto, existem duas pos-
sibilidades de coordenacao bidentada neste anel envolvendo o oxigénio em C3 (ap6s des-

protonacdo) e a amida em C2:
e Através do oxigénio em C3 e do oxigénio da amida;
e Através do oxigénio em C3 e do nitrogénio da amida.

Os sinais observados no espectro da tetraciclina em 6 9,12 e 9,54 sdo atribuidos aos dois
protons do grupo amida, cujas formas candnicas existentes por efeito mesomérico nao sao
equivalentes, conforme explicado anteriormente. Analisando o espectro do complexo de
bismuto, podemos observar que os dois sinais referentes aos prétons da amida tornaram-
se apenas um sinal em § 9,12 no espectro do complexo, cuja integral é igual a 2, ou seja, 0s
protons da amida tornaram-se equivalentes apds a coordenacao ao bismuto. Essa mudan-
¢a sugere a coordenacao via nitrogénio da amida, no qual o Unico par de elétrons dispo-
nivel para a ressonancia com a carbonila se tornaria indisponivel, uma vez que estaria

envolvido na ligagao covalente coordenada com o bismuto no complexo.

Os prétons aromaticos do anel D aparecem em & 6,94, 7,12 e 7,56 no espectro da tetracicli-
na, e praticamente estao inalterados no espectro do complexo (6 6,92, 7,12 e 7,55) indi-
cando que o sistema ceto-endlico contendo C10 e C11 estd preservado no complexo, ndo

participando da coordenacao.

No espectro da tetraciclina, o préton da hidroxila em C10 d& origem a um sinal em 6 11,80
e o proton da hidroxila em C12 tem sinal em & 15,13. Esses prétons permanecem no com-

plexo, indicando o nao envolvimento desses sitios na coordenacao.
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A hidroxila em C6 d& origem a um sinal em 6 5,05 na tetraciclina que permanece no com-
plexo. O sinal em 6 1,52, cuja integracao corresponde a 3 hidrogénios, é atribuido ao grupo

metila em C6 e nao sofre qualquer deslocamento.

Com base nos resultados apresentados, analisados em conjunto com aqueles discutidos
nos itens anteriores, propomos que a tetraciclina coordena-se ao bismuto(lll) de modo
bidentado através do nitrogénio da amida e do oxigénio da hidroxila em C3, apds despro-

tonacao.

3.4.5 Espectro de massas

No espectro de massas ESI-MS no modo positivo, um pico em m/z 705,08 corresponde ao
ion molecular [Bi(Cx2H23N20g)(H,0)Cl]** (M*®), formado pela remocao de um elétron da
espécie neutra, confirmando a presenca do complexo em solucdo. Na Figura 62, podem ser
observados o pico experimental isolado (a) e a distribuicao isotépica simulada para a espé-

cie, (b).
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Figura 62 - Regiao expandida do espectro ESI-MS em metanol, evidenciando o pico em 705,08, atribuido a
espécie [Bi(C2;H23N20s)(H,0)Clo] ™ em solucao (a), e sua respectiva distribuicao isotépica simulada (b).

3.4.6 Atividade antibacteriana (MIC - Concentracao minima inibitoria)

O efeito antibacteriano da tetraciclina e do complexo [Bi(C;;,H,3N,0)Cl>(H,0)] foi estudado

em 9 linhagens de bactérias e os valores de MIC obtidos estao indicados na Tabela 16.

Tabela 16 - MIC/ umol L™, da tetraciclina e do complexo [Bi(Cy2H23N,04)Cly(H,0)1.

MIC / pmol L™
Linhagem de Bactéria
BiCls tetraciclina [Bi(C32H23N,04)Cl5(H,0)]
1-S. dysenteriae ATCC 13313 406 1 1
2-S.sonnei ATCC 11060 > 406 2 5
3-S. aureus ATCC 25923 > 406 1 1
4- S. tiphymurium ATCC 13311 > 406 2 3
5- P. aeruginosa ATCC 27853 > 406 66 22
6-E. coli BH 100 > 406 33 1
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7- Salmonella MG 031 > 406 266 173
8-E. coliMC 1061 > 406 1 6
9-E.coliMC 1061/ pBR 322 > 406 266 65

Nao ha um limite pré-estabelecido e unico de MIC no qual um microrganismo é considera-
do sensivel ou resistente a um farmaco. Estes valores dependem do farmaco e da linhagem
bacteriana. Para a tetraciclina, em geral, sdo consideradas sensiveis as linhagens que foram

totalmente inibidas em concentracdo menor que 8 umol L' [30].

Na Tabela 16, observa-se que a MIC foi atingida para todas as linhagens de bactérias até a
concentracao testada, tanto para a tetraciclina livre quanto para o complexo de bismu-

to(Il).

Na linhagem Gram-positiva S. aureus, a tetraciclina livre e o complexo de bismuto foram

igualmente ativos.

Nas linhagens Gram-negativas sensiveis a tetraciclina (linhagens n° 1, 2, 4 e 8) observa-se
gue a atividade do complexo de bismuto foi ligeiramente menor que a da tetraciclina livre,
com excecao da linhagem 1, onde a MIC foi igual para a tetraciclina livre e para o complexo
de Bismuto. As tetraciclinas atravessam a membrana externa das bactérias Gram-negativas
por difusao passiva, através de canais hidrofilicos nas porinas da membrana externa. Uma
explicacao possivel para a atividade ligeiramente reduzida do complexo nas linhagens
Gram-negativas sensiveis a tetraciclina é que o complexo de bismuto tenha menor afini-
dade pelos canais hidrofilicos das porinas na membrana externa dessas bactérias e o influ-

xo do complexo tenha sido reduzido.

Por outro lado, o resultado relevante (que é o objetivo central deste trabalho) é que o

complexo de bismuto foi mais ativo contra todas as linhagens resistentes a tetraciclina.

O complexo de bismuto foi 3 vezes mais ativo que a tetraciclina livre contra a linhagem
resistente Gram-negativa P. aeruginosa. Essa bactéria € comumente encontrada em infec-
¢oes hospitalares e, por causa da alta resisténcia a antibiéticos e do grande arsenal de fato-
res de viruléncia desta bactéria, as infeccbes causadas por ela sao de dificil controle. A P.
aeruginosa é intrinsecamente resistente a varios antimicrobianos, incluindo cloranfenicol,

tetraciclinas, algumas quinolonas e betalactamicos. Os mecanismos de resisténcia mais
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comumente descritos nesta linhagem sao a reducao da permeabilidade da membrana da
bactéria e bombas de efluxo, que transportam o antibiético para fora da célula bacteriana

[6].

O complexo de bismuto(lll) foi apenas ligeiramente mais ativo contra a linhagem resistente
Salmonella MG 031, enquanto que o ligante livre foi ligeiramente mais ativo que o comple-

X0 contra S. sonnei e S. tiphymurium.

As bactérias apresentam diferentes mecanismos de absor¢ao, podendo a nova estrutura
(do complexo) favorecer a sua absor¢ao em relacdo ao ligante livre em uma espécie, ou

dificultar a sua absorcdo em outra espécie.
O complexo e o ligante apresentaram a mesma atividade contra S. aureus e S. dysenteriae.

Vale a pena destacar a atividade do complexo de bismuto nas linhagens resistentes de E.
coli. A linhagem E. coli BH 100, da colecao do Laboratério de Genética de Microrganismos
da UFMG, possui o gene aadA, o qual confere resisténcia a estreptomicina, espectiomicina
e aos aminoglicosideos, sendo portanto multirresistente [163]. O complexo de bismuto(lll)
da tetraciclina foi 33 vezes mais ativo do que o antibiético livre nesta linhagem multirresis-
tente, apresentando MIC de 1 umol L. Esse valor de MIC esta abaixo do limite para cepas
sensiveis a tetraciclina (< 8 umol L"), enquanto a MIC de 33 umol L' obtida para a tetraci-
clina livre estd acima desse limite. Ou seja, o complexo de bismuto(lll) reverteu totalmente

a resisténcia nesta linhagem multirresistente.

E igualmente importante salientar que, embora o complexo de bismuto(lll) tenha sido 6
vezes menos ativo que a tetraciclina contra a linhagem sensivel E. coli MC 1061, o complexo
foi 4 vezes mais ativo que a tetraciclina contra a linhagem resistente E. coli MC 1061 / pBR
322, onde foi inserido o plasmideo pBR 3222, carreador de genes que conferem resisténcia
a tetraciclina. Um fator de resisténcia (FR) pode ser calculado dividindo-se o valor da MIC
na cepa resistente E. coli MC 1061 / pBR 322 pela MIC na cepa sensivel parental E. coli MC

1061. Obtém-se um FR de 266 para a tetraciclina e de apenas 11 para o complexo. Em

12pBR322 é um dos plasmidios mais utilizados de clonagem em E. coli. Foi o primeiro plasmidio artificial.
Criado em 1977, o seu nome deriva de p (plasmidio) e BR, Bolivar e Rodriguez, os criadores, de origem mexi-
cana. Possui genes que codificam proteinas de resisténcia a ampicilina e a tetraciclina (wikipédia).
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outras palavras, a insercao do plasmideo pBR 322 tornou esta cepa de E. coli 266 vezes re-

sistente a tetraciclina e apenas 11 vezes resistente ao complexo de bismuto(lll).

Esta linhagem resistente apresenta em sua membrana plasmatica uma proteina transpor-
tadora, a Tet(A), que transporta a tetraciclina, na forma de um complexo de magnésio, para
fora da célula contra a entrada de um préton. O modo pelo qual os complexos conseguem
driblar o mecanismo da resisténcia a tetraciclina nao foi elucidado. Pode-se especular que
a Tet(A) ndo seja capaz de reconhecer e transportar o complexo de bismuto para fora da

célula.

Estes resultados sao extremamente importantes devido a crescente resisténcia apresenta-
da as tetraciclinas, sendo que esta resisténcia tem sido o maior obstaculo para a continui-

dade de seu uso clinico.

3.4.7 Atividade citotdxica em células tumorais

O efeito do composto [Bi(C2:H23N,0s)(H,0)Cl,] no crescimento de células tumorais foi estu-

dado e a curva dose-resposta obtida estad apresentada na Figura 63.
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Figura 63 - Efeito do composto [Bi(Cy2H,3N20s)(H,0)Cl,] no crescimento de células K562, incubadas por 72 h.
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O complexo de bismuto(lll) inibiu o crescimento das células tumorais com um valor de Clso
= 7,44 umol L', enquanto que a tetraciclina apresentou a Clso = 52,4 umol L, ou seja, o
complexo é 7 vezes mais ativo que o ligante livre. Este valor de CI50 é significativo, situan-
do-se entre os valores obtidos para a cisplatina, que é de 1 umol L e para a carboplatina,
que é de 10 umol L' nas mesmas condi¢des. O complexo de bismuto(lll) da tetraciclina
também foi mais ativo do que um complexo de platina(ll) da tetraciclina, [PtCl,(tc)], sinteti-
zado no grupo de pesquisa da prof2 Elene C. Pereira Maia, cuja Cls, foi de 9,39 umol L na
mesma linhagem celular [164]. Estes resultados colocam este composto como um promis-

sor agente antitumoral.

3.5 Complexo 5-[Ga(H20)2(C22H23N208)2](NO3)

Composto de galio(lll) da tetraciclina

Nitrato de diaquabis(tetraciclinato)galio(lll)

3.5.1 Andélise Elementar: C,H, N e Ga

Os teores (%) de C, H, e N, bem como o teor (%) do ion metalico estdo apresentados na
Tabela 17, juntamente com os valores calculados para a formula

[Ga(HzO)z(szstNzOs)z](NO3), MM = 1054,61 g mol”’

Tabela 17 - Valores de CHN e Ga, experimental e calculado para [Ga(H,0),(C2;H23N20s)2]1(NO3).

Elemento % C %H % N % Ga
Calculado 50,11 4,78 6,64 6,61
Experimental 49,65 4,75 6,67 6,59

Os resultados de C, H, N e Bi sugerem um composto de férmula minima GaCssHsoNsO,1, €
estdo de acordo com a férmula proposta Ga(C;;H23N>QOs)2(H20)21(NOs), em que o galio(lll)
estd coordenado a duas moléculas de tetraciclina desprotonadas e duas moléculas de

agua. O ion nitrato atua como contra-ion.
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3.5.2 Espectroscopia de absorcao na regiao do infravermelho

O espectro de absorcao da regiao do infravermelho para a tetraciclina ja foi discutido no
item 3.4.2, pag 116, e esta reapresentado na Figura 64. A regidao abaixo de 1800 cm™ foi

ampliada na Figura 65, para melhor visualizacdo das bandas.
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Figura 64 - Espectro na regido do infravermelho para o cloridrato de tetraciclina (C;;H2sN,0g)Cl, em KBr.
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Figura 65 - Regido ampliada do espectro de infravermelho da tetraciclina (C3;HsN,0s)Cl, em KBr.

O espectro de absorcao da regiao do infravermelho obtido para o complexo de galio(lll)

estd apresentado na Figura 66. A regiao abaixo de 1800 cm-' foi ampliada na Figura 67.
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Figura 66 — Espectro na regido do infravermelho do composto [Ga(H,0),(C2;H23N,0s)2](NOs), em KBr.
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Figura 67 - Regido ampliada do espectro de infravermelho [Ga(H>0)2(C22H23N208),1(NOs), em KBr.

A banda de estiramento vC=0 da amida, presente em 1672 cm™ no espectro da tetraciclina
livre, aparece deslocada para regiao de menor energia no espectro do complexo, sobre-

pondo-se com as bandas das outras carbonilas, o que indica a participagao da carbonila da

amida na coordenacao ao galio.

As bandas em 1526 cm™ e 696 cm™'no espectro da tetraciclina livre correspondem a modos
vidracionais da amida. No espectro do complexo, encontram-se deslocadas para 1570 cm’

e 706 cm™, respectivamente, indicando o envolvimento do grupo amida na coordenacao.

A banda de estiramento da carbonila vC;=0 em 1616 cm™ no espectro da tetraciclina per-

manece praticamente inalterada em 1618 cm™, indicando a nao participagao desse oxigé-

nio na coordenagao ao anel.

Uma banda caracteristica de absorcao referente ao estiramento simétrico N-O é obser-

vada em 1384 cm™ no espectro do complexo, o que indica a presenca do ion nitrato livre.

Essas observacgdes reforcam a proposta de coordenacao da tetraciclina ao Galio(lll) através

da carbonila da amida e confirma a presenca do ion nitrato no composto.
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3.5.3 Condutimetria

A condutividade do composto [Ga(H,0)2(C;2H23N,0s),](NOs) em DMF foi de 103,8 ohm™ cm?
mol™. Este valor estd proximo da faixa de referéncia para eletrélitos 1:1 em DMF (65 a 90

ohm™ cm? mol™) [124], o que indica que o composto é um eletrdlito 1:1.

3.5.4 Ressonancia magnética nuclear de hidrogénio- RMN 'H

Os espectros de RMN 'H da tetraciclina e do complexo [Bi(C;;H23N,0s)(H,0)Cl] estdo apre-

sentados na Figura 68 e na Figura 69, respectivamente.
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Figura 68 - Espectro de RMN 'H obtido para cloridrato de tetraciclina, (C;2H2sN20s)Cl, em DMSO-ds.
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Figura 69 - Espectro de RMN 'H obtido para o complexo [Ga(H,0),(C2;H23N208)21(NOs) em DMSO-ds

Os deslocamentos quimicos dos principais sinais seguem na Tabela 18, com as respectivas

atribuicdes, para a tetraciclina e o complexo de galio.

Tabela 18 - Atribuicdo dos sinais de RMN de 'H do cloridrato de tetraciclina- (C;2H2sN20s)Cl, e do complexo
[Ga(H,0)2(C2;H23N208)2]1(NOs) em DMSO-ds.

Atribuicao (Integral) tetraciflirja. [Ga(Hzo)z(C22Hz'3N2'o'8)2](NO3)
6 /ppm (multiplicidade) 6 /ppm (multiplicidade)

(C6)CH; 1,52 (s) 1,52 (s)
(C4)N(CH:)2 2,87 (s) 2,83 (m)
(CAH 4,30 (s) 4,22 (s)
(C9)H (aromatico.) 6,94 (d) 6,94 (d)
(C7)H (aromatico) 7,12 (d) 7,12 (d)
(C8)H (aromatico) 7,56 (d) 7,56 (s)

(C2)CO-NH 9,12e9,54 (s) 9,13e9,49 (s)
(C10)OH 11,80 (s) 11,81 (s)
(C12)OH 15,13 (s) 15,13 (s)
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Conforme discutido anteriormente no item 3.4.4, as regides no espectro de RMN de 'H da
tetraciclina, de especial interesse na atribuicao do sitio de coordenacao a ions metalicos,
sao os prétons do grupo dimetilamoénio, o proton em C4 no anel A, e os prétons aromati-

cos no anel D [123, 157].

H

A principal modificacdo causada pela coordenacao
ao galio concerne ao préton em C4, cujo sinal des-
locou-se de 6 4,30 para 6 4,22 ppm, o que repre-

senta uma variacao Ad = - 0,08 ppm. A intensidade

do sinal também diminuiu bastante. Essa modifica-

cao indica que o anel A esta envolvido na coordenacao.

Os sinais dos prétons do grupo dimetilaménio deslocaram-se de 6 2,87 para 6 2,83,
resultando em Ad = - 0,05 ppm. O sinal também alargou-se e perdeu intensidade. Essas
modificacdes indicam o envolvimento do anel A na formagao do complexo. Existem duas
possibilidades de coordenacao bidentada neste anel envolvendo o oxigénio em C3 e a
amida: uma através do nitrogénio da amida, e a outra via oxigénio em C3 e oxigénio da
amida. Entretanto, a presenca de dois sinais distintos em 6 9,13 e § 9,54, referentes aos pro-

tons da amida, descarta a ligacao ao nitrogénio da amida.

Outra observacao em relacao aos sinais da amida é que se aproximaram de 0,05 ppm se
comparados com 0s respectivos sinais no espectro da tetraciclina. Essa aproximacao dos
sinais é provavelmente devido ao envolvimento do grupo amida na coordenacao ao galio,
porém através do oxigénio, o que tornaria as formas candnicas do grupo amida magneti-

camente mais parecidas.

Conclui-se entdao que o complexo de gélio se forma através da coordenacdo bidentada
envolvendo o oxigénio da hidroxila em C3 apds desprotonacao e o oxigénio da carbonila

da amida, ambos os grupos localizados no anel A da tetraciclina.
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3.5.5 Espectro de massas

No espectro de massas ESI-MS no modo positivo, um pico em m/z 955,15 (Figura 70-a) cor-
responde & espécie Ga(CH2N,0s)," em solucdo, formada pela perda de duas moléculas

de agua e do contra-ion nitrato. A expansdao do espectro na regiao desse pico estd de

acordo com a distribuicao isotépica simulada para a espécie sugerida (Figura 70-b).
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Figura 70 - Regido expandida do espectro ESI- MS em metanol, evidenciando o pico em 955,15 atribuido a

espécie Ga(C22H23N208)2+ em solugéao (a), e sua respectiva distribuicao isotdpica simulada (b).

Combinando os resultados de analise elementar C, H, N, Ga, condutimetria, espectro de
massas, RMN de H' e espectro de absorcdo da regiao do infravermelho, propomos que o
galio(lll) se liga a duas moléculas de tetraciclina desprotonadas atuando como ligante bi-
dentado: através do oxigénio da carbonila da amida e da hidroxila em C3 apés desproto-
nagao. Duas moléculas de dgua completariam a geometria octaédrica em torno do atomo

central, de acordo com a féormula [Ga(H,0),(C2;H23N20s):1(NOs) e a seguinte estrutura:



Figura 71 - Estrutura para o complexo [Ga(H,0),(C;H23N20g)21(NOs).
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Baker e Brown [165] sintetizaram complexos de vdrias tetraciclinas (incluindo a tetraciclina)

com Co(ll) e Ni(ll) e obtiveram complexos do tipo (ML;)(H-0). propondo o mesmo tipo de

coordenacao octaédrica que o composto de galio aqui apresentado. Os espectros eletréni-

cos que obtiveram indicaram a coordenacao da tetraciclina de forma bidentada, através do

anel A, envolvendo atomos de oxigénio.

3.5.6 Atividade antibacteriana (MIC - Concentracao minima inibitoria)

O efeito antibacteriano da tetraciclina livre e do complexo [Ga(H,0),(C3;H23N20s),1(NOs) foi

estudado em 9 linhagens de bactérias e os resultados de MIC encontram-se na Tabela 19.

Tabela 19 - MIC / umol L™, para a tetraciclina e o complexo [Ga(H,0)(Cz;H23N208)21(NOs).

MIC/ pumol L™
Linhagem de Bactéria
Ga(NO:s); tetraciclina [Ga(H20),(C2,H23N,08)2](NO3)
1-S. dysenteriae  ATCC 13313 > 501 1 <1
2-S. sonnei ATCC 11060 > 501 2 1
3-S. aureus ATCC 25923 > 501 1 1
4- S. tiphymurium ATCC 13311 > 501 2 1
5- P. aeruginosa ATCC 27853 501 66 29
6-E. coli BH 100 > 501 33 1
7- Salmonella MG 031 > 501 266 115
8- E.coliMC 1061 > 501 1 1
9-E.coliMC 1061 + pBR 322 > 501 266 14
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Na linhagem Gram-positiva S. aureus, a tetraciclina livre e o complexo de bismuto foram

igualmente ativos.

Nas linhagens Gram-negativas sensiveis a tetraciclina, S. desinteriae, S. sonnei e S. typhimu-
rium (n° 1, 2, 4 respectivamente), observa-se que a atividade do complexo de galio(lll) foi 2
vezes maior que a da tetraciclina livre e maior também do que a do complexo de bismu-
to(lll) do mesmo antibiético. Como ja dito, a tetraciclina atravessa a membrana externa das
bactérias Gram-negativas através de canais hidrofilicos formados pelas porinas da mem-
brana externa. Uma explicacdo possivel para a melhor atividade do complexo de galio(lll),
pode ser o fato de o complexo se ionizar em solucdo, gerando a espécie catidnica
[Ga(H20)2(C22H23N,0s),]*, que possuiria maior afinidade pelos canais hidrofilicos das porinas

na membrana externa dessas bactérias.

Entretanto, os resultados de maior impacto foram obtidos nas linhagens resistentes, onde

o complexo de galio(lll) reverteu a resisténcia a tetraciclina.

A linhagem (6), E. coli BH 100 multirresistente, apresentou-se resistente a tetraciclina livre
(MIC de 33 umol L"), mas foi sensivel ao complexo de galio(lll) com a MIC de 1T umol L, ou
seja, houve reversao completa da resisténcia, e aumento da atividade antibacteriana em 33

vezes devido a coordenacao do antibiotico ao galio(lll).

E interessante comparar o resultado obtido na linhagem(8) E. coli MC 1061, sensivel a tetra-
ciclina (MIC 1 umol L"), com o resultado obtido na linhagem resistente E. coli MC 1061 / pBR
322 (MIC 266 umol L"), a qual abriga o plasmideo pBR 322, carreador de genes que confe-
rem resisténcia a tetraciclina. O complexo de galio foi igualmente ativo na linhagem sensi-
vel (MIC 1T umol L), mas foi 19 vezes mais ativo na linhagem resistente (MIC 14 umol L"). O
fator de resisténcia (MIC da cepa resistente E. coli MC 1061 / pBR 322 dividido pela MIC da
cepa sensivel parental E. coli MC 1061) para o complexo foi 14 e para a tetraciclina, 266. Em
outras palavras, a insercao do plasmideo pBR 322 tornou esta cepa de E. coli 266 vezes

resistente a tetraciclina, e apenas 14 vezes resistente ao complexo de galio(lll).

Conforme dito anteriormente, esta linhagem resistente apresenta em sua membrana

plasmatica uma proteina transportadora, a Tet(A), que transporta a tetraciclina para fora da
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célula. Pode-se especular que a Tet(A) nao seja capaz de reconhecer e transportar o com-

plexo de galio(lll) para fora da célula.

Em trabalhos anteriores do grupo de pesquisa da profa. Elene C. Pereira Maia, um comple-
xo de palddio(ll) com a tetraciclina apresentou atividade antibacteriana 16 vezes maior que
o ligante livre contra a linhagem resistente (E. coli HB101/pBR322) [157] e um complexo de
platina ligado a tetraciclina foi 6 vezes mais ativo quando comparado a tetraciclina nessa

mesma linhagem resistente [123].

Nas linhagens resistentes P. aeruginosa e Salmonella MG 031, o complexo foi 3 e 2 vezes

mais ativo que a tetraciclina livre, respectivamente.

3.5.7 Atividade citotdxica em células tumorais

O efeito do composto [Ga(H,0).(C2H23N,0s)21(NOs) no crescimento das células tumorais foi
estudado e a curva dose-resposta obtida para o composto [Ga(H>0)2(C2;H23N20s),1(NOs)

estd apresentada na Figura 72.
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Figura 72 - Efeito do composto [Ga(H,0)2(C2;H23N,208)21(NOs) no crescimento de células K562.

O composto inibiu o crescimento das células K562 de modo dependente da concentragao:
o aumento da concentracdo do composto leva a um aumento da inibicdo do crescimento

celular. O valor da concentragao necessaria para inibir o crescimento celular em 50%, a Clso,
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foi de 4,14 umol L' enquanto que a Clso encontrada para a tetraciclina foi de 52,4 umol L™.

O nirato de galio apresentou Cls, = 35,6 umol L' nas mesmas condi¢des. A coordenacao ao

galio aumenta consideravelmente a atividade citotdxica; o composto foi aproximadamen-

te 13 vezes mais ativo que o ligante livre.

3.5.8 Interacdao com o ADN

A interacao do complexo com o ADN (de timo de vitelo) foi estudada através de uma titu-

lacdo espectrofotométrica na regidao do UV-vis, segundo descrito no item 2.12.

Os espectros obtidos estao representados na Figura 73.
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Figura 73 - Espectros UV-Vis de solucdo do composto [Ga(H;0)(Cy;H24N20s),1(NOs), inicialmente a 2,0 x 10°
mol L e adicbes crescentes de solucdo de ADN.

Observou-se que a adicao de ADN induz um efeito hipocrémico no espectro do complexo,

indicando a formacao de uma espécie ternaria com o ADN. Este resultado é relevante, pois
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o ADN é o alvo mais importante de medicamentos antitumorais. O efeito hipocrémico ob-
servado nao pode ser atribuido a diluicao, uma vez que os volumes de solucao de ADN
adicionados foram muito pequenos e o decréscimo observado na absorvancia, muito mai-
or do que o calculado para as diluicdes efetuadas. Este tipo de efeito hipocromico é muito
comum quando um composto intercala-se entre os pares de base do ADN. A constante de
afinidade, K, foi calculada a partir dos dados espectrofotométricos de acordo com a equa-

¢ao 1:
[ADN] / (ea — &f) = [ADN] / (€0 - &f) + 1/K (€0 - &f) (1)
Onde:

e [ADN] é a concentracao de ADN em pares de bases,
e &, éarelacdo entre aabsorvancia / [Ga],
o & é o coeficiente de extincao do complexo livre,

® & é o coeficiente de extingao do complexo na forma totalmente ligada.

Vale a pena destacar que o efeito da diluicdo foi descontado no célculo das concentracdes
usadas. A razdo entre a inclinacdo e a intersecao do grafico [ADN] / (&, — &) versus [ADN]
fornece o valor da constante de afinidade do complexo pelo ADN. Obteve-se um valor de K

=6,7x 103

O valor da constante de ligacao do complexo de galio(lll) da tetraciclina ao ADN é menor

que o do brometo de etideo, que é um intercalador classico com K=4,94 x 10° [158].

AHMAD et al. estudaram as interagcdes do nitrato de galio com o ADN de timo de vitelo em
solucdo aquosa por espectroscopia de infravermelho. Para a razdo molar ga-
lio(Il1)/ADN=1/80, os ions galio(lll) ligaram-se ao fosfato do ADN sem interacao com as ba-
ses nucleicas. Para razdes molares maiores que 1/20 interacdes fortes foram observadas
entre o ion metdlico e a adenina ou guanina, e para razées maiores que 1/10 ocorreram
interacdes com a citosina ou timina. A relevancia dessas interagcdes para a atividade anti-

tumoral do galio(lll) ainda nao estd muito clara [167].
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3.6 Complexo 6 -[BiC;1H29N,0Cl;]
Composto de bismuto(lll) do C;;H30N.O

Dicloro(2,4-di-terc-butil-6-{[(piridina-2-il-metil)amino]metil}fenol)bismuto(lll)

3.6.1 Analise Elementar: C,H, N e Bi

Os teores (%) de C, H, e N, bem como o teor (%) do ion metdlico estao apresentados na

Tabela 20, juntamente com os valores calculados para a férmula [Bi(C21H29N20)CI2].

Tabela 20 - Valores de CHN e Bi, experimental e calculado para [BiC;y1H2oN,OCl;]

Elemento %C %H %N %Bi
Calculado 41,67 4,83 4,63 34,52
Experimental 42,66 4,72 4,57 35,89

Os resultados de C, H, N e Bi sugerem um composto de férmula minima BiCy1HxsN,OCl.

3.6.2 Espectroscopia de absorcao na regiao do infravermelho

O espectro na regiao do infravermelho para o ligante C;1H30N,O estd apresentado na Figura
74, e a regido abaixo de 1700 cm™ foi ampliada para melhor distingdo das bandas (Figura

75).
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Figura 74 - Espectro na regiao do infravermelho, obtido para o ligante C;1H30N>O, em KBr.
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Uma banda aguda, muito forte, observada no espectro do ligante livre C;1H30N.O em 3292

cm™ pode ser atribuida a vNH do grupo amina secundaria [168].

As bandas de estiramento vCH; dos grupos terbutila do C;1H30N,O podem ser vistas na re-

giao entre 2953 e 2866 cm™.

As bandas de estiramento vCC do anel fendlico dissubstituido, bem como as bandas de
vCC e vCN da piridina absorvem na regido entre 1600 - 1400 cm ', dificultando a atribui-

¢ao precisa dessas bandas do anel fenélico e do anel piridinico.

O espectro de absorcdo na regido do infravermelho obtido para o complexo
[Bi(C21H26N2O)Cl,] esta apresentado na Figura 76, e a regiao abaixo de 1700 cm™ do espec-

tro foi ampliada para melhor distin¢do das bandas (Figura 77).
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Figura 77 - Regido ampliada do espectro de infravermelho para o complexo [Bi(Cy1H25N,0)Cl,], em KBr.

IV (cm™): 3219m, 3107f; 3069f; 3034m; 2955MF; 2905F; 2866F; 1605F; 1572m; 1468F; 1443F;
1427F; 1416m; 1391m; 1362m; 1319f; 1302m; 1279m; 1250F; 1234MF; 1203F; 1169F;

1128m; 1107m; 1078m; 1055f; 1038m; 1018m; 1009m; 951m; 928f; 910m; 881f; 858m; 827F;
804m; 777f; 762s; 735m; 696f; 644m; 629f

Uma banda aguda muito forte observada no espectro do ligante em 3292 cm™, que pode
ser atribuida a vNH da amina secunddria [168] desloca-se para regido de menor frequéncia,

sendo observada em 3219 cm™ no espectro do complexo devido a coordenacao do nitro-

génio da amina ao bismuto(lll).

As bandas de estiramento vCH; dos grupos terbutila do ligante e do complexo podem ser

vistas na regiao entre 2992 e 2866 cm™.

As bandas de estiramento C=C do fenol e da piridina absorvem na mesma regido entre
1600- 1400 cm ', dificultando a distin¢cdo entre esses dois grupos, entretanto varias modifi-

cagdes nas bandas dessa regido podem ser atribuidas a coordenacao envolvendo o oxigé-

nio fendlico e o nitrogénio piridinico na coordenacao.

A maioria dos modos vibracionais da piridina é de dificil atribuicao, entretanto, as bandas

em 1591 e 1437 cm™ no espectro do ligante livre, apresentam-se deslocadas para valores
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de maior frequéncia, 1605 e 1443 cm’, respectivamente. Deslocamentos para maiores fre-
guéncias também foram observados em bandas de outros complexos relatados na litera-

tura, em que o nitrogénio piridinico participa da coordenacao [169, 170].

3.6.3 Andlise condutimétrica

A condutividade do composto [Bi(C;1H2sN,O)Cl,] em DMF foi de 16,08 ohm™ cm?mol™. Este
valor estd bem abaixo da faixa de valores de referéncia para eletrélitos 1:1em dimetilfor-

mamida, 65 a 90 ohm™ cm? mol™ [124], o que indica que o composto é neutro.

3.6.4 Ressonancia magnética nuclear de hidrogénio- RMN 'H

Os sinais de RMN 'H foram atribuidos com base em atribuicdes feitas para complexos de
cobalto com o mesmo ligante por TOMCO et al. [132]. O espectro de RMN 'H do ligante

estd apresentado na igura 78 e o do respectivo complexo de bismuto(lll) na Figura 79.
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igura 78 - Espectro de RMN 'H do ligante C31H30N,O em DMSO-ds
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As atribuicdes dos sinais de RMN 'H aos respectivos prétons do ligante C;1H3oN.O e do

complexo [Bi(Cy1H29N,O)Cl,] estdo descritas na Tabela 21.

Tabela 21 - Atribuicoes dos sinais de RMN 'H do ligante Cy1H3oN,0 e do complexo [Bi(Cy1H29N,0)Clo] em

DMSO-d6 a 298K.

Atribuicao (integral)

c21 HBONZO

8/ ppm (mult., J / Hz)

[Bi(C21H25N20)Cl;]

8/ ppm (mult., J / Hz)

H1 (1H; pir.)
H2 (1H; pir.)
H3 (1H; pir.)
H4 (1H; pir.)

H5’ (2H; CH,)

H6’ (2H; CH,)

8,55(d,J=4,7)
7,29 (dd,J=7,3;5,0)
7,79 (dt,J=7,6;1,2)

7,39(d, J=7,8)

3,84 (s)

3,88 (s)

8,68 (d, J=5,0)
7,35(t,J=8,0)

7,86 (t,)=7,7)
741(d,J=7,38)
5,19(dd,J=15,5;4,1) 1H
5,02 (dd,J=15,3;6,1) 2H

4,84(d,J=11,51H
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H7 (1H; ar.) 6,86 (d, J=2,0) 6,91(d,J=2,2)
H8 (1H; ar.) 7,08 (d,J=2,0) 7,13 (d,J=2,0)
H9 (1H; NH) ausente 5,90 (s)
H10 (1H; OH) ausente ausente
H11 (9H; Bu") 1,35 (s) 1,34 (s)
H12 (9H; Bu") 1,22 (s) 1,17 (s)

A coordenacao ao bismuto modifica significativamente o espectro de RMN de 'H se com-
parado ao espectro do ligante livre. A principal modificacdo concerne aos prétons H5, H5’
e H6, HE'. Esses prétons metilénicos aparecem como 2 simpletos distintos em 6 3,84 e 3,88,
respectivamente. Esses simpletos se dividem, indicando que H5 e H5' ndo permanecem
equivalentes no complexo assim como H6 e H6' também nao. Além dessa mudanca de
multiplicidade, esses sinais se deslocam de A8=1,35 e Ab6=1,14 ppm respectivamente, para

a regiao mais desblindada do espectro do complexo.

O préton aromatico H1, que é vizinho do nitrogénio piridinico, também se desloca de Ab=
0,13 ppm. Todos os outros sinais se deslocam em torno de 0,06 ppm para a regiao despro-

tegida do espectro do complexo como consequéncia da coordenacao metdlica.

3.6.5 Espectro de massas

O espectro de massas ESI-MS obtido no modo negativo apresentou um pico em 603,1418
m/z (Figura 80), atribuido a espécie [Bi(C21H2sN20)Cl,], formada pela perda de um préton
do complexo [Bi(C;1H20N,0)Cl;] em solucdo. A distribuicdo isotdpica foi simulada para a

espécie [Bi(C21H,sN20)Clo]" (Figura 81), para efeito de comparacao.
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Figura 80- Regido expandida do espectro ESI- MS em metanol, evidenciando o pico em 603,1418, atribuido a
espécie [Bi(C21H2sN>0)Cl,], formada pela perda de um préton do complexo em solucao.
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Figura 81 - Distribuicédo isotdpica simulada para a espécie [Bi(Cy1H,sN,0)Cl,], formada pela perda de um proé-
ton.

3.6.6 Estrutura do cristal: Analise por difracdao de raios-X

Os principais dados da coleta e do refinamento da estrutura do composto

[Bi(C>1H29N>O)Cl,] estao na Tabela 22.

Tabela 22 - Dados da coleta e detalhes do refinamento da estrutura [Bi(C21H20N,0)Cl,] obtidos por difracao de
raios-X em monocristal.

Férmula empirica C21H26BiCl;N,0O
Massa Molar/ g 605,34
Temperatura 293(2) K
Comprimento de onda 0,71073 A
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Sistema cristalino

monoclinico

Grupo espacial

P2/c

Dimensdes da célula unitaria

a=18,0722(2), b = 8,31640(10,
c=15,190002) A,
a=90,B=99,5250(10),y=90°

Volume 2251,52(5) A°
z 4

Densidade (calculada) 1,786 Mg/m?
Coeficiente de absorcao 17,648 mm™'
F(000) 1176

Dimensdes do cristal

0,255 x 0,247 x 0,032 mm?

Faixa de 20 para a coleta de dados

9,22a13642°

Faixa de Indices h,k,|.

-27<h<30,-29<k<15-9<lI<
17

Reflexbes coletadas

17259

Reflexdes independentes

4040(Rine = 0.0499)

Corregao de absorcao

Empirica

Método de refinamento

Matriz completa dos minimos

quadrados sobre F?

Dados/restricbes/parametros

4040/0/244

Qualidade do ajuste sobre F?

1,111

indices R Final (I>20())

R1=0,0398, wR2 =0,1069

indices R (todos os dados)

R1=0,024, wR2 = 0,057

Maior diferenca (pico e vale)

3,83e-2,03eA

A estrutura molecular do complexo [BiC:1H2sN-OCl;] apresentada na Figura 82, pertence ao

sistema monoclinico, grupo espacial P2/c (n. 13).

Os parametros de rede encontrados para a célula unitaria sao: a = 18,0722(2), b =

8,31640(10), c = 15,1900 (2) A, a = 90, B = 99,5250(10), y = 90 °.
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Figura 82 - Estrutura do complexo [Bi(Cy1H29N,0)Cl,] determinada por difracdo de raios-X em monocristal.

Como pode ser visto na Figura 82, o bismuto(lll) estd pentacoordenado, ocupando a posi-
¢ao central de uma piramide de base quadrada distorcida. Uma molécula de ligante des-
protonado atua de modo tridentado através dos atomos N da amina secundaria, N piridi-
nico e O fendlico, e dois outros ligantes cloretos completam a esfera de coordenagao (N=5)

em torno do bismuto(lll).
A posicao axial da piramide é ocupada pelo N do grupo amina.

O oxigénio desprotonado do anel fendlico e o nitrogénio do anel piridinico estao em posi-
¢Oes vizinhas na base quadratica distorcida. Dois ions cloreto atuam como ligantes ocu-

pando as outras duas posi¢des vizinhas na base.

O complexo [Bi(C;1H2N20)Cl,] é neutro, no qual a carga do bismuto(lll) é neutralizada pelas
cargas dos dois ions cloreto e pela carga do fenolato proveniente da desprotonacdo do

ligante.

Os comprimentos de ligacao entre o bismuto(lll) e os atomos doadores envolvidos na esfe-

ra de coordenacao foram listados na Tabela 23.
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Tabela 23 - Comprimentos de ligacao selecionados (A), na estrutura cristalina do [Bi(C21H20N,0)Cl,].

Ligacao Distancia /A
Bi1—Cl1 2,6089(13)
Bi1—Cl2 2,7742(12)
Bi1—O1 2,196(4)
Bi1—N1 2,341(4)
Bi1—N2 2,472(5)

O comprimento da ligacdo Bi-N1 (posicdo axial) é 2,341(4) A, menor que o comprimento da
ligacao Bi1-N2 (piridinico), que é 2.472(5) A. Entretanto, esses valores estdo dentro da faixa
de 2.398(8) a 2.84(2), referente a comprimentos de ligacao Bi-N de complexos de bismu-

to(lll) com ligantes N doadores relatados na literatura [171].
A ligacdo Bi1-O de 2.196(4) A pode ser comparada com ligacdes Bi-O de 2.1060 A [172].

As ligacoes Bi1-Cl1 e Bi1-Cl2 apresentam comprimento ligeiramente diferentes. A ligacao
Bi1-Cl1 2.6089(13) A é mais forte que a ligacdo Bi1-Cl2 2.7742(12), mas esta de acordo com
a faixa observada para outros complexos de bismuto(lll) com ligantes cloreto na literatura

[143,173-175].

O grau de distorcao de estruturas pentacoordenadas pode ser calculado pelo parametro
= (3 - 0)/60 (onde B e a sdao os dois maiores angulos; 0 < 1 < 1), desenvolvido por ADDI-
SON, REEDJIK e colaboradores [176]. O valor de T pode variar continuamente entre 0 (zero)
e 1 (um), cuja distorcao pode variar continuamente entre duas geometrias ideais: a geome-
tria piramidal de base quadrada (quando 1=0) e a geometria bipiramidal trigonal (quando
1=1). Os valores dos angulos que possuem o bismuto(lll) no vértice estao listados Tabela
24, e foram utilizados para calcular o parametro 1 para o grau de distorcao geométrica da

estrutura do complexo.

Tabela 24 - Angulos selecionados /°, na estrutura cristalina do [Bi(C21H2oN,0)Cl,].

Atomos Angulo I

Ch—Bi1—ClI2 89,00(4)
O1—Bi1—CI 91,71(11)
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01—Bi1—CI2 161,66(11)
O1—Bi1—N1 83,22(15)
O1—Bi1—N2 84,11(14)
N1—Bi1—CI 80,27(11)
N1—Bi1—ClI2 78,84(11)
N1—Bi1—N2 70,23(16)
N2—Bi1—CI 150,48(11)
N2—Bi1—CI2 86,27(10)

O complexo [Bi(C;1H2oN,0)Cl,] apresenta a geometria piramidal de base quadrada com
parametro 1 calculado = 0,19. Essa distorcao provavelmente é devida a efeitos estéricos e
eletrénicos do ligante assimétrico, combinados com a presenca do par de elétrons ndo-

ligante proveniente do orbital 6s do bismuto(lll).

Na Figura 83 pode ser visto o empacotamento das moléculas de [Bi(C21H2sN-O)Cl;] na rede

cristalina, ao longo do eixo b.

Figura 83 - Desenho do empacotamento das moléculas de [Bi(Cy1H29N,0)Cly] na rede cristalina, ao longo do

eixo b.
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3.6.7 Atividade antibacteriana (MIC - Concentracao minima inibitoria)

O efeito antibacteriano do ligante C31H30N,O e do [Bi(Cy1H2sN,0)Cl;] foi estudado em 9 li-

nhagens de bactérias e os valores de MIC obtidos encontram-se na Tabela 25.

Tabela 25 - MIC / umol L, para o Cy1H30N,0 e o respectivo complexo [Bi(C1H2N,0)Cl5]

MIC/ pmol L™
Linhagem bacteriana ' CoiH3oNO (ligante '
BiCls livre) [Bi(C21H29N,0)Cl]
1- E. coli ATCC 25922 > 406 >393 >212
2- E.coliBH 100 > 406 >393 53
3- E.coliMC 1061 > 406 >393 >212
4 -E. coliMC 1061 /pBR 322 > 406 >393 >212
5 - P.aeruginosa ATCC 27853 > 406 >393 >212
6 - S. aureus ATCC 25923 > 406 98 7
7 - S.sonnei ATCC 11060 > 406 >393 >212
8 - S. dysenteriae ATCC 13313 406 >393 53
9 - Salmonela MG 031 > 406 >393 >212
10 - S. tiphymurium ATCC 13311 > 406 >393 >212

Analisando os valores de MIC na Tabela 25, obtidos para o ligante livre, nota-se que a MIC
foi atingida apenas para a linhagem Gram-positiva, S. aureus, cujo valor foi de 98 umol L.
Novamente podemos salientar que a coordenac¢ao ao bismuto foi muito importante na
reversao da resisténcia, pois foi 14 vezes mais ativo contra esta bactéria, apresentando va-

lor de MICigual a 7 umol L.

Todas as outras linhagens de bactérias (Gram-negativas) foram resistentes ao ligante livre
até a concentracgdo testada (MIC >393). J4 que nenhuma excecao foi observada, acredita-
mos que o ligante livre ndo conseguiu penetrar a parede celular das bactérias Gram-

negativas e a resisténcia seja devida a impermeabilidade da membrana.

Por outro lado, o complexo de bismuto(lll) foi mais de 7 vezes ativo em duas linhagens

Gram-negativas, E. coli BH 100 multirresistente e S. dysenteriae ATCC 13313, revertendo a
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resisténcia. Esse resultado é muito relevante, uma vez que essas linhagens foram resisten-
tes ao ligante livre ndo apresentando valores de MIC até a concentragao 393 umol L™ tes-

tada.

3.6.8 Atividade citotdxica em células tumorais

O efeito do ligante C;1H30N,O e do complexo [Bi(C;1H2sN,O)Cl;] no crescimento de células
tumorais foi estudado e observou-se que ambos, ligante livre e complexo, inibiram o cres-

cimento celular de maneira dependente da concentragao.

Foi determinada a Clso de (0,88 £ 0,09) umol L para o ligante e de (0,30 £ 0,04) umol L
para o complexo. O complexo de bismuto(lll) foi aproximadamente 3 vezes mais ativo que

o ligante, que ja apresentou atividade significativa.

Para efeito de comparacdo, pode-se citar o complexo de bismuto com a 2-acetilpiridina-
N(4)-piridiltiosemicarbazona que apresentou o valor de Cls, de 1,8 umol L' na mesma li-
nhagem celular, K562 [177]. Outro complexo de bismuto, [Bi(H,L)(NOs)-]INOs;, no qual H,L =
2,6-diacetilpiridina bis(4N-metiltiosemicarbazona), também foi testado contra as células
K562 e apresentou Clso = 26,8 umol L' [178]. Um complexo organometdlico de Bi(V),

(Lp)2(PhsBi),0, onde Lp = lapachol, apresentou a Clso de 1,8 umol L' [179].

Portanto, em comparacao com outros complexos de bismuto com atividade citotdxica
relevante encontrados na literatura, o complexo descrito neste trabalho [Bi(Cy1H29N,0)Cl,]

esta entre os mais ativos (Clso de 0,30 umol L7).
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3.7 Complexo 7 - [Bi(C13H11N21,0)Cl;]
Composto de bismuto(lll) do C;3H12N2I.0

Dicloro(2,4-diiodo-6-{[(piridina-2-il metil)aminolmetil}fenolato)bismuto(lll)

3.7.1 Andlise condutimétrica

A condutividade do composto [Bi(CisH11N21,O)Cly], em DMF foi de 15,09 ohm™ cm? mol™.
Este valor estd bem abaixo da faixa de valores de referéncia para eletrélitos 1:1 em dimetil-

formamida, 65 a 90 ohm™ cm? mol™ [124], o que indica que o composto é neutro.

3.7.2 Anaélise Elementar: C, H, N e Bi

Os teores (%) de C, H, e N, bem como o teor (%) do ion metalico estdao apresentados na
Tabela 26, juntamente com os valores calculados para a férmula [Bi(Ci3H:1N,l,0)Cl,], MM=

744,93 g mol ™.

Tabela 26 - Valores de CHN e Bi, experimental e calculado para [Bi(Ci3H11N210)Cl,]

Elemento %C %H %N %Bi
Calculado 20,96 1,49 3,76 28,05
Experimental 21,62 1,46 3,60 27,37

Os resultados de C, H, N e Bi sugerem um composto de férmula minima BiCi3H11N2I,OCL.

3.7.3 Espectroscopia de absorcao na regiao do infravermelho

O espectro de absorcdo na regidao do infravermelho para o ligante livre Ci3sH12N,l,0 esta
apresentado na Figura 84. A regido abaixo de 1700 cm™ foi ampliada para melhor distingcao

das bandas (Figura 85).
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Figura 84 - Espectro na regido do infravermelho, obtido para o ligante Cy3H12N,l,0, em KBr.
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Figura 85 - Regido selecionada e ampliada do espectro de infravermelho do ligante C;3H,N,I,0, em KBr.
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No espectro do ligante livre Ci3H::N2l,0, um ombro em torno de 3440 cm™ pode ser atribu-
ido ao estiramento vOH fendlico. Ligagdes de hidrogénio também podem contribuir para

essa banda larga.

Uma banda larga em 3279 cm™ no espectro do ligante livre pode ser atribuida a vNH da

amina secundaria [168].

As bandas de estiramento vCC (fenol), vCC (piridina) e VCN (piridina) absorvem na mesma
regido, entre 1600 - 1400 cm™, dificultando a discriminacdo entre as bandas desses dois
grupos no espectro. Entretanto, as bandas em 1593 e 1254 cm™ no espectro do ligante

livre Ci3H12N,l,0 sdo associadas a esses grupos [132].

O espectro de absorcao na regiao do infravermelho para o complexo [Bi(Ci3H11N,l,0)Cl:]
estd apresentado na Figura 86. A regido abaixo de 1700 cm™ foi ampliada para melhor dis-

tincao das bandas (Figura 87).
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Figura 86 - Espectro na regidao do infravermelho, obtido para o complexo [Bi(Ci3H11N21,0)Cly], em KBr.
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Figura 87 - Regido ampliada do espectro de infravermelho do complexo [BiCi3H11N,1,OCly], em KBr.

IV (cm™): 3435(larga), 3242F, 1601m, 1568m, 1528f, 1481m,1460m, 1421mF, 1391m, 1369f,
1315m, 1294F, 1269F, 1234m, 1151F, 1105f, 1056m, 1045m, 1020f, 1011f, 955f, 945m, 887f,
872f, 870f, 854m, 822m, 762f, 746F, 725f, 667F, 638f, 606mf.

Observam-se vérias modificacdes no espectro do complexo de bismuto(lll) em relacdo ao

espectro do ligante livre, indicando que houve a coordenacao.

No espectro do ligante, um ombro largo em torno de 3440 cm™ pode ser atribuido a liga-
¢oes de hidrogénio e ao estiramento vOH fendlico. No espectro do complexo, hd a perma-

néncia de uma banda larga nessa regiao, em 3435 cm™.

Uma banda larga em 3279 cm™ no espectro do ligante desloca-se para 3242 cm™ no espec-
tro do complexo. Essa banda pode ser atribuida a vNH da amina secundaria [168], que des-
loca-se para regidao de menor frequéncia no espectro do complexo devido a coordenacao

do nitrogénio da amina ao bismuto(lll).

As bandas de estiramento vC=C do fenol e da piridina absorvem na mesma regido entre
1600 - 1400 cm™, dificultando a distincao entre esses dois grupos no espectro. Entretanto,

as bandas no espectro do ligante livre em 1593 e 1254 cm™ [132] (vC=N, vC=C e vC=()
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deslocaram-se para maiores frequéncias, podendo ser observadas em 1601 e 1269 cm™ no

espectro do complexo, respectivamente.

Outras bandas de dificil atribuicdo devem estar associadas a coordenacdo do N piridinico e
do oxigénio do fenolato, respectivamente: A banda em 1429 cm™ no espectro do ligante
livre, deslocou-se para menor frequéncia no espectro do complexo, aparecendo em 1421,

e a banda em 660 cm™ no espectro do ligante livre, deslocou-se para 667 cm™ no espectro

do complexo de bismuto(lll).
3.7.4 Ressonancia magnética nuclear de hidrogénio- RMN 'H

O espectro de RMN 'H do ligante Ci3H12N,l,0 e do complexo [Bi(CisH11N21.0)Cl;] estao apre-

sentados na Figura 88 e Figura 89, respectivamente.
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Figura 88 - Espectro de RMN 'H do ligante Cy3H1,N21,0 em DMSO-d.
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As atribuicées dos sinais de RMN 'H aos respectivos prétons do ligante Ci5Hq;N2l,O e do

complexo [Bi(Ci3H11N21,0)Cl,] estdo descritas na Tabela 27.

Tabela 27 - Atribuicdes dos sinais de RMN 'H do ligante Ci3H12N21,0 e do complexo [BiCi3H11N,I,0Cl,] em

DMSO-d6 a 298K.

c13H12N2|2o
Atribuicao
S8/ ppm (mult., J / Hz)

[Bi(C13H11N2120)Cl.]

&8/ ppm (mult., J / Hz)

H1 (1H; piridina)
H2 (1H; piridina)
H3 (1H; piridina)

H4 (1H; piridina)

H5 H5' (2H; CH,)

H6 H6' (2H; CHy)

8,55 (d,J=4,8)
7,31(dd, J=7,6;4,8)
7,80 br (td, J=7,6; 1,6)

7,39(d, J=8,0)

3,85 (s)

3.88(s)

8,82 (d,J=4,9)
7,40 (t, ) =6,8)
7,92(t,)=74)
7,44(d,)=79)
5,03 (dd, J=1,0;6,5)
516(d,J=11,9)
4,80(d,J=11,7)

4,92 (dd, J=14,9;7,0)
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H7 (1H; arila) 7,35(d, J=2,0) 7,37 (s)
H8 (1H; arila) 7.82(d,J=2,0) 7,76 (s)
H9 (1H; NH) 6-7-largo (s) 5,72 (s)
H10 (1H; OH) 6-7-largo (s) ausente

As mudancas observadas no espectro do complexo [Bi(CisH11N210)Cl;] sao bastante simila-
res aquelas descritas anteriormente no item 3.6.4 para o complexo [Bi(C21HxN,0)CL]. A
principal modificacdo concerne aos prétons H5, H5 e H6, H6'. O simpleto observado no
espectro do ligante em 6 3,84 (H5 e H5') aparece como dois dupletos em 6 5,06 e & 5,16
ppm no espectro do complexo. Da mesma forma, os prétons metilénicos H6 e H6’, um
simpleto em 6 3,88 no espectro do ligante, divide-se em dois dupletos distintos em 6 4,80
e 6 4,92 ppm no espectro do complexo [Bi(Ci3H11N21,O)Clo]. Também é notavel a auséncia
do sinal alargado em 6 6,6 ppm, atribuido ao préton labil do grupo fenol, indicando sua

desprotonacao.

3.7.5 Espectro de massas

O espectro de massas ESI-MS obtido no modo negativo apresentou um pico em 742,8125

m/z (Figura 90), atribuido a espécie [Bi(Ci3H10N,I,0)Cl.], formada pela perda de um préton

do complexo [BiCi3H11N,I,OCl,] em solucao.

T 742.8125

2% 744.8064

Pl 736.2813

ol 7305892 | . | 7467941 7506784
' 73‘7.5 746.0 74‘2.5 74%.0 74‘7.5 755.0 75‘2.5 75%.0 75‘7.5 766.0 mz

Figura 90 - Regido expandida do espectro ESI-MS em metanol, evidenciando o pico em 742,8125, atribuido a
espécie [Bi(Ci3H1oN21,O)Cl,], formada pela perda de um préton do complexo em solucao.



166

A distribuicao isotépica foi simulada para a espécie [Bi(Ci3H1oN2I,O)Cl,] (Figura 91), para

efeito de comparacao.
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Figura 91- Distribuicao isotdpica simulada para a espécie [BiCi3H1oN21OCI,].

3.7.6 Atividade antibacteriana - (MIC - Concentracao minima inibitéria)

O efeito antibacteriano do ligante Ci3H1:N,l,0 e do complexo [Bi(Ci3H11N,I,0)Cl:] foi estu-

dado em 9 linhagens de bactérias e os valores de MIC obtidos encontram-se na Tabela 28.

Tabela 28 - MIC / umol L™, para o C43H12N,1,0 e o respectivo complexo [Bi(Ci3H11N21,0)Cl,].

MIC/ umol L™
Linhagem bacteriana
BiCl; CizHq2N2I,0 [Bi(C13H11N21,0)Cl]

1- E. coliATCC 25922 > 406 275 172
2- E.coliBH 100 > 406 17 3
3- E.coliMC 1061 > 406 137 43
4-E.coliMC 1061/ pBR 322 > 406 137 86
5 - P.aeruginosa ATCC 27853 > 406 >275 >172
6 - S. aureus ATCC 25923 > 406 69 1

7 - S.sonnei ATCC 11060 > 406 275 86
8 - S. dysenteriae ATCC 13313 406 69 5

9 - Salmonela MG 031 > 406 275 43
10- S. tiphymurium ATCC 13311 > 406 275 21
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O ligante e o complexo inibiram o crescimento bacteriano em todas as linhagens de ma-
neira dependente da concentracao, apresentando valores de MIC, exceto para a P. aerugi-

nosa.

Pode-se destacar que o complexo de bismuto(lll) foi 6 vezes mais ativo que o ligante livre
contra a linhagem(2) E. coli BH 100, resistente aos aminoglicosideos, estreptomicina e es-
pectiomicina [163]. Além disso, o valor da MIC 3 umol L' obtido para o complexo é um va-

lor relativamente baixo, o que é importante para fins farmacolégicos.

Ainda mais notdvel foi a atividade do complexo de bismuto(lll) contra a linhagem(8), S.
dysenteriae. A MIC do complexo foi de 5 umol L, correspondendo a uma atividade 14 ve-

zes maior em comparacao ao ligante livre.

O complexo também foi 6 vezes mais ativo que o ligante contra a linhagem(9) Salmonela

MG 031, também multirresistente.

O complexo foi 6 vezes mais ativo que o ligante livre contra a Gram-positiva S. aureus, com

valor de MIC de 11 umol L.

A atividade do complexo foi 13 vezes maior que a do ligante livre na linhagem(10), S. ti-

phymurium, com valor de MIC de 21 umol L.

Esses resultados sao bastante relevantes e validam a estratégia de coordenac¢ao de ions

metalicos a ligantes de interesse bioldgico para o combate a resisténcia bacteriana.

3.7.7 Atividade citotdxica em células tumorais

O efeito do ligante livre Ci5H1;N21,0 e do complexo [Bi(Ci3H11N,I,0)Cl:] no crescimento de
células tumorais foi estudado e a Cls, determinada foi de (1,02 £ 0,10) umol L e (0,38 %
0,04) umol L7, respectivamente. O complexo foi aproximadamente 3 vezes mais ativo que
o ligante livre. O valor de ICso obtido para o precursor metalico BiCls foi de 41,16 £+ 4.20, ou

seja, o complexo é 100 vezes mais ativo.

A coordenacao do bismuto(lll) aos dois ligantes heterociclicos tridentados do tipo NN'O

doadores estudados aumentou a atividade citotoxica: ambos os complexos sao aproxima-
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damente 3 vezes mais ativos do que os respectivos ligantes. Vale a pena destacar que estes

compostos estao entre os compostos de bismuto(lll) mais ativos ja descritos.
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4 CONSIDERACOES FINAIS E CONCLUSOES

Complexos de bismuto(lll) da sulfapiridina e de bismuto(lll) e galio(lll) da sulfassala-

zina

Foram sintetizados dois compostos de bismuto(lll) com antibiéticos da familia das sulfas. A
estrutura do complexo de bismuto(lll) da sulfapiridina - [Bi(Ci1H1:N30,S); Cls] — apresenta
geometria octaédrica e numero de coordenacao (NC) 6. O bismuto(lll) coordenou-se a sul-

fapiridina de modo monodentado através do nitrogénio sulfonamidico.

J4 a sulfassalazina formou um composto do tipo ML, com o bismuto(lll), coordenando-se
de maneira bidentada através de dois oxigénios do anel salicilato. A sulfassalazina é for-
mada através da ligacdo da sulfapiridina ao acido 5-aminosalicilico, possuindo na sua es-
trutura os sitios da sulfapiridina e do acido 5-aminosalicilico. Portanto, quando as duas op-
¢Oes de coordenacdo estao presentes, o bismuto possui maior afinidade pelo sitio biden-

tado formado por dois oxigénios do salicilato do que pelo nitrogénio sulfonamidico.

O complexo de bismuto(lll) da sulfapiridina melhorou o efeito antibacteriano em relacao a
sulfapiridina livre. J& o complexo de bismuto(lll) da sulfassalazina ndo foi muito ativo em
nenhuma das linhagens bacterianas testadas. Por outro lado, ambos os complexos de bis-
muto(lll) apresentaram melhor atividade citotdxica em células tumorais que seus ligantes

livres, sendo que a Clso do composto de bismuto(lll) da sulfassalazina foi de 9,7 umol L.

O gaélio(lll) também coordenou-se a sulfassalazina de maneira bidentada, através de dois
oxigénios do anel salicilato na estequiometria 1:1. A coordenacao do galio(lll) a sulfassala-
zina nao incrementou a atividade antibacteriana em proporcao consideravel, e sua ativi-

dade biolégica contra células tumorais foi relativamente préxima a do ligante.

Complexos de bismuto(lll) e galio(lll) da tetraciclina

A tetraciclina coordenou-se de forma bidentada tanto ao bismuto(lll) quanto ao galio(lll)
através de sitios do anel A. Os sitios envolvidos foram o oxigénio desprotonado em C3

(endlico) e a amida em C2. Entretanto, o bismuto(lll), que é um ion mais macio que o ga-
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lio(lll), ligou-se ao nitrogénio da amida enquanto o galio(lll), um acido duro, ligou-se ao
oxigénio da amida. A razao estequiométrica ion metalico / tetraciclina foide 1/ 1 para o

complexo de bismuto(lll), e de 1/ 2 para o composto de galio(lll).

O complexo de bismuto(lll) da tetraciclina mostrou-se um agente antibacteriano bastante
promissor, apresentando atividade antibacteriana semelhante a da tetraciclina nas linha-
gens sensiveis e capaz de reverter a resisténcia bacteriana em linhagens resistentes de
Escherichia coli que carreiam o plasmideo pBR 322. Igualmente, o complexo de galio(lll) da
tetraciclina conseguiu reverter a resisténcia bacteriana ao antibidtico livre. Esta linhagem
resistente apresenta em sua membrana plasmatica uma proteina transportadora, a Tet(A),
gue transporta a tetraciclina, na forma de um complexo de magnésio, para fora da célula
contra a entrada de um préton. O modo pelo qual os complexos conseguem driblar o me-
canismo da resisténcia a tetraciclina nao foi elucidado. Pode-se especular que a Tet(A) nao
seja capaz de reconhecer e transportar estes complexos de galio e bismuto para fora da

célula.

O complexo de bismuto da tetraciclina foi 7 vezes mais ativo e o complexo de gélio foi

aproximadamente 13 vezes mais ativo que a tetraciclina livre contra células tumorais.

Compostos de bismuto(lll) com ligantes NN'O doadores

Os ligantes NN'O doadores coordenaram-se ao bismuto(lll) de forma tridentada, formando

compostos neutros, similares, do tipo [Bi(L)Cl,], onde L1 = C31H6N>O ou L2 = C3H11N,l,0.

Com relacdo ao potencial antitumoral, vale a pena destacar que estes complexos de bis-
muto estao entre os mais ativos contra células tumorais descritos até o presente. Os valo-
res de Clso obtidos para [Bi(C21H29N,0)Cly] e [Bi(Ci3H11N2l,0)Cl,] foram 0,30 e 0,38 umol L
respectivamente. Esses compostos tem um grande potencial biotecnoldégico e merecem

estudos futuros mais detalhados, como o de sua atividade em modelo animal.

Podemos concluir que a coordenacao metdlica a ligantes de interesse biolégico mostrou-
se uma estratégia eficiente para a obtencao de compostos mais ativos, principalmente em

linhagens resistentes.
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ANEXO 1

Sintese do ligante 2,4-di-terc-butil-6-{[(piridina-2-il-metil)Jamino]metil}fenol)

OH

C21H30N>O (MM = 326,48 g mol™)
A sintese do ligante C>1H30N,O foi realizada de acordo com a literatura [119].

Dissolveu-se 3,000 g (MM = 234,3 g mol"') de 3,5-Di-terc-butil-2-hidroxibenzaldeido em
100 mL de metanol sob agitacdo a 60°C em refluxo. Adicionou-se a solu¢éo 1,38 g (MM =
108,14 g mol”) de 2-aminometilpiridina e imediatamente observa-se a mudanca da cor
amarelo-palido para amarelo intenso, correspondente ao produto imina. A reacao perma-

neceu em refluxo por 2 horas.

Adicionou-se, aos poucos, sob banho de gelo (0°C), 1,2000 g (MM=37,83 g mol") de bori-
dreto de sodio (NaBH.) (usamos 3x excesso). A solugao permaneceu em agitagao por 4 ho-
ras observando-se a perda da coloracdo amarela, indicando a reducéo da imina para ami-

na.

O solvente foi removido por rotavapor e o residuo foi dissolvido em agua (30 mL). A mistu-
ra foi neutralizada com acido acético e o produto organico foi extraido em diclorometano

(3x30 mL).

O solvente foi eliminado em rotavapor e o produto obtido, seco a vacuo foi deixado na

geladeira por alguns dias para solidificar.

Rendimento: 85%; Ponto de fusdo: 69 °C
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ANEXO 2

Sintese do ligante (2,4-diiodo-6-{[(piridina-2-il metil)amino]lmetil}fenol )

/

OH

C13H12N2|20 (MM = 466,06 g m0|>1)
A sintese do ligante Ci3H12N2l,0 foi realizada de acordo com a literatura [117, 120].

e Dissolveu-se 3,0000 g de 3,5 diiodosalicilaldeido (MM = 373,92 g mol') em 250 mL de

metanol, sob aquecimento moderado (60°C) para auxiliar na dissolucao do ligante.

e Adicionou-se 0,8680 g de 2-aminometilpiridina (MM = 108,14 g mol™).

e Observa-se imediatamente uma intensificacdo da coloragao amarela.

¢ A solucao ficou sob agitacao por duas horas. A reducdo do produto foi realizada com a
adicdo, aos poucos, de 2,5000 g NaBH: (excesso), SOb banho de gelo (O °C). O sistema ficou

em agitagao por 5 horas.

e O solvente foi evaporado no rotavapor e ao 6leo amarelo obtido foi adicionado diclo-
rometano e solucao saturada de NaCl. A fase organica foi separada em funil de separa-
cao e coletada em erlenmeyer com Na,SO, anidro. Filtrou-se e evaporou-se o solvente

no rotavapor até a secagem completa, obtendo-se um 6leo amarelo.

e Adicionou-se 2 mL de diclorometano e aproximadamente 20 mL de metanol e a solucao
obtida foi deixada por dois dias sob refrigeracao. O produto cristalizado foi filtrado, la-

vado com metanol gelado, e seco a vacuo.

e Rendimento: 90 %; Ponto de fusao: 89 °C



