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Sintese, atividade bioldgica e estudos de interagdo com biomoléculas de

complexos metdlicos de ligantes com interesse farmacoldgico

Resumo

Nesse trabalho oito complexos metdlicos foram estudados sendo, quatro ja relatados na
literatura (1-4) e, quatro inéditos (5-8). Os complexos inéditos foram caracterizados por
técnicas  fisico-quimicas e  espectrofotométricas:  [CuCl(H20)(NOR)].H.O0 (1),
[CuClz(py)(NOR)].H20 (2), [CuCl(bipy)(NOR)]Cl.2H,0 (3), [CuCly(phen)(NOR)].3H,0 (4),
[AuS(CHs)2(NOR)ICI (5), [Au(pyc)(NOR)2]2CI.3H20 (6), [CuCl(L1)(phen)].0,5H.0 (7) e
[CuCl(L2)(phen)].2,5H,0 (8), onde NOR é o antibidtico da classe das fluorquinolonas
norfloxacina, py é a piridina, bipy é a 2,2’-bipiridina, phen é a 1,10-fenantrolina, pyc é o
acido piridino-2-carboxilico e L1 e L2 representam as bases de Schiff 2-((5-nitrofuran-2-
il)metilamino)fenol e 2-(4-nitrobenzilidenoamino)fenol, respectivamente.

Os complexos 3, 4 e 7 mostraram promissora atividade contra o Tripanossoma cruzi, agente
causador da doenca de Chagas, sendo ativos em doses de 0,94 a 16 pmol LX. Os complexos
1-6 foram ativos contra diferentes cepas de bactérias, embora, em alguns casos a NOR livre
tenha mostrado atividade superior. Os complexos 7 e 8 foram ativos frente a sete linhagens
de células tumorais em doses menores que 2 pug mL? (ou 3,4 umol L?). O complexo 7
mostrou-se ainda ativo contra algumas cepas de fungos.

Os complexos 1-8 interagiram com o DNA, sendo essas intera¢des de fraca a moderada (Kp
~ 103-10%). A interac3o dos complexos 1, 7 e 8 ocorreu, provavelmente, por intercalacdo, e,
os demais, provavelmente interagiram com a parte externa do DNA.

Os complexos 1-4, 7 e 8 foram capazes de interagir com as albuminas séricas bovina (BSA)
e humana (HSA). Essas interacées foram moderadas e ocorreram, pelo menos em parte,
por um mecanismo estético (Ksy= 10%-10°). Os complexos 5 e 6 interagiram com a HSA por
um mecanismo, predominantemente, dindmico e estdtico, respectivamente. Os valores
negativos obtidos para a energia livre de Gibbs (AG) mostraram que 5 e 6 interagem

espontaneamente com a HSA.

Palavras Chave: norfloxacina, bases de Schiff, cobre, ouro, DNA, albuminas, atividade

bioldgica



Synthesis, biological activity and biomolecules interaction studies of metal

complexes with bioactive ligands

Abstract

In the present work eight metal complexes were studied being four already related in the
literature and, four new complexes. The new complexes were characterized using physico-
chemical and spectroscopic techniques: [CuCl2(H20)(NOR)].H20 (1), [CuCl2(py)(NOR)].H,0
(2), [CuCl(bipy)(NOR)]CI.2H20 (3), [CuCl2(phen)(NOR)].3H20 (4), [AuS(CHz)2(NOR)]CI (5),
[Au(pyc)(NOR)2]2CI.3H;0 (6), [CuCl(L1)(phen)].0.5H.0 (7) and [CuCl(L2)(phen)].2.5H,0 (8),
where NOR is the fluoroquinolone antibiotic norfloxacin, py = pyridine, bipy = 2,2’-
bipyridine, phen = 1,10-phenantroline, pyc = piridin-2-carboxilic acid and L1 and L2
represent the Schiff bases 2-((5-nitrofuran-2-il)metilamino)fenol and 2-(4-
nitrobenzilidenoamino) fenol.

Complexes 3, 4 and 7 showed promising activity against Tripanossoma cruzi, the causative
agent of Chagas disease (0.94 - 16 umol L), whereas 1-6 proved to be active against
different bacteria strains. In some cases, however, the free NOR demonstrated superior
activity. Complexes 7 and 8 were active against seven cancer cell lines in doses lower than
2 ug mL? (or 3.4 umol L), whilst 7 also showed antifungal activity in some fungi strains.
Complexes 1-8 interacted with DNA on a scale of weak to moderate (Kp = 103-10%). The
interaction of complexes 1, 7 and 8 with DNA, which was perhaps due to intercalation,
whilst the other complexes probably interacted with the DNA's external structure.
Complexes 1-4, 7 and 8 Interacted with the bovine (BSA) and human (HSA) serum albumins.
These interactions were moderate and occurred, at least in part, through a static
mechanism. Complexes 5 and 6 interacted with HSA through a mainly dynamic and static
mechanism respectively. The negative values of Gibbs free energy (AG) showed that 5 and

6 interacted spontaneously with HSA.

Keywords: norfloxacin, Schiff bases, copper, gold, DNA, albumins, biological tests
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ICso = concentragdo necessaria para inibir 50% da atividade

IS = indice de seletividade

IV = infravermelho

K = kelvin

Ka = constante de ligacao

Ky = constante de interagcdo composto/droga

kq = constante de velocidade de supressao bimolecular
Ksv = constante de Stern-Volmer

LCso = concentragao que diminui em 50% a viabilidade das células saudaveis
LM = Listeria monocytogenes

MCF7 = linhagem de cancer de mama

n = numero de sitios de ligacdo

NCI/ADR-RES = linhagem de cancer de ovario resistente
NCI-H460 = linhagem de cancer de pulmao

NOR = norfloxacina

PA = Pseudonomas aeruginosa

PC-3 = linhagem de cancer de prostata

phen = 1,10- fenantrolina

Py = piridina

pyc = acido piridino-2-carboxilico
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Q = agente supressor de fluorescéncia

R? = coeficiente de correlacdo

RMN de 3C = ressonancia magnética nuclear de carbono
RMN de *H = ressonancia magnética nuclear de hidrogénio
SA = Staphylococcus aureus

SD = desvio padrao

SS = Salmonella shigella

ST = Salmonella typhi

T. cruzi = Tripanosoma cruzi

TG/DTG = analise termogravimétrica / Anélise Térmica Diferencial
Trp = triptofano

U251 = linhagem de melanoma

UV-Vis. = ultravioleta-visivel

6 = deslocamento quimico

A = comprimento de onda

v = estiramento

V ass = estiramento assimétrico

v s = estiramento simétrico

To = 0 tempo de vida

786-0 = linhagem de cancer de rim
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Capitulo 1
Introdugdo

1.1 - Fluorquinolonas e Bases de Schiff
As quinolonas sdo antibidticos que desde a sua descoberta, na década de 1960,
despertaram interesse cientifico e clinico. Isso porque, as quinolonas combinam um amplo
espectro de atividade com boa biodisponibilidade oral (Andersson e Macgowan, 2003).
As fluorquinolonas sdo quinolonas que possuem um atomo de fldor na posicdo C-6.
A primeira fluorquinolona a ser patenteada foi a flumequina (Figura 1.1), em 1973,
sugerindo que esta classe poderia ser utilizada no combate a infecgdes bacterianas

(Appelbaum e Hunter, 2000).

i
F\G/S\ 4\3/COOH
| |
7 2
Ng N/

Figura 1.1 — Representagdo da estrutura da flumequina com indicagao de alguns dtomos de

carbono.

O grande avango da quimioterapia antibacteriana das fluorquinolonas ocorreu no
final da década de 1970, quando foi demonstrado que a introdugdo de um atomo de fldor
na posicao C-6 e um grupo piperazina na posicao C-7 conferiu um amplo e potente espectro
de atividade antimicrobiana. Obteve-se, assim, a norfloxacina (Figura 1.2), patenteada em
1978, sendo a primeira fluorquinolona a apresentar potente atividade antibacteriana

(Souza et al., 2004; Appelbaum e Hunter, 2000).



Figura 1.2 - Representacao da estrutura da norfloxacina com indicacdo de alguns atomos de

carbono.

Varias substituicdes tém sido feitas em diferentes posi¢des do anel quinolbnico, no
entanto, as posicdes criticas para a atividade bidlogica sdo C-6 (contendo um atomo de
fldor), C-7 (contendo grupos piperazina e pirrolidinila) e N-1 (contendo grupos etila,
ciclopropila, ter-butila e arilas fluorados). Existem, também, algumas fluorquinolonas que
possuem modificacdes em posicdes C-5 e/ou C-8 com potente atividade antibacteriana

como a perfloxacina, fleroxacina e a esparfloxacina (Figura 1.3) (Souza et al., 2004).

NH, O o) NH, O
i L] -
| OH O‘ OH
/AN N HSCwAN

I \H
H3CNQ F R HN F |

R = CH,CH; - Perfloxacina

CH,CH,F - Fleroxacina @
(b)

Figura 1.3 - Representac¢des das estruturas das fluorquinolonas (a) perfloxacina e fleroxacina e (b)

esparfloxacina.

As fluorquinolonas também vém sendo estudadas devido a sua capacidade
guelante e suas aplicacdes como agentes antituberculose, antiparasitarios e antitumorais
(Appelbaum e Hunter, 2000; Uivarosi, 2013).

As aldiminas, também conhecidas como bases de Schiff, compreendem uma das
mais versateis classes de substancias organicas. Essas substancias sao caracterizadas pela
presenca do grupo funcional HC=N (Silva et al., 2011). Em 1864 Hugo Schiff descreveu que
a condensacdo entre um aldeido e uma amina conduzia a uma base de Schiff, como

representado na Figura 1.4 (Cozzi, 2004).
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Figura 1.4 - Representacdo da reacao de obtencdo das bases de Schiff (R = H, aril ou aquil).

As principais aplicacdes das bases de Schiff sdo como pigmentos, corantes,
catalisadores, intermediarios em sinteses organicas e estabilizadores de polimeros. Além
destas aplica¢Oes as bases de Schiff apresentam um amplo espectro de atividade bioldgica,
incluindo atividade antifungica, antimalarica, antiproliferativa, anti-inflamatadria, antiviral e
antipirética (Silva et al., 2011).

As bases de Schiff sdo capazes de se coordenar aos metais pelo grupo iminico e por
um outro grupo. A maioria das bases de Schiff se coordena através de dtomos de oxigénio
e nitrogénio formando complexos estaveis com diversos metais de transicdo em varios
estados de oxidacdo (Cozzi, 2004). A Figura 1.5 apresenta as estruturas das bases de Schiff

2-((5nitrofuran-2-il)metilenoamino)fenol (HL1) e 2-(4-nitrobenzilidenoamino)fenol (HL2).

HO

o O /@
\ / (a) (b)

Figura 1.5 — Representacles das estruturas das bases de Schiff (a) HL1 e (b) HL2

1.2 - A doenga de Chagas

As doengas parasitarias afetam milhares de pessoas. A maioria das mortes devido a
doencgas parasitarias ocorre no hemisfério Sul, em regides predominantemente pobres.
Dentre essas doencas encontram-se a maldria, a doenca de Chagas, a tripanossomiase
africana (doenca do sono), leishmaniose e esquistossomose. As doencas parasitarias sdo
responsaveis por incapacitar anualmente uma fracao significativa da populacao de varios
paises em desenvolvimento, principalmente no continente Africano (Kettler e Marjanovic,
2004). O fato de essas doencas afetarem principalmente regides pobres leva a um baixo
investimento na pesquisa e desenvolvimento de novas alternativas para a profilaxia e
tratamento das mesmas. Este baixo investimento ocorre apesar da necessidade de novas

alternativas de tratamento ser clara e os farmacos e vacinas serem extremamente



insuficientes (Kettler e Marjanovic, 2004; Nwaka e Ridley, 2003). Em funcdo disso as
doencas parasitarias s3o denominadas Doencas Orfds ou Doencas Negligenciadas (Nwaka
e Ridley, 2003).

A doencga de Chagas afeta cerca de 17 milhdes de pessoas s6 na América Latina
(Coura e Borges-Pereira, 2010), levando a aproximadamente 50.000 mortes por ano. Mais
de 100 milhdes de individuos vivem em areas de risco de contaminagdo por esta doenca
(Dias e Dessoy, 2009).

A tripanossomiase americana, ou doenga de Chagas, € uma doenga zoondtica
causada pelo protozoario Trypanosoma cruzi. Este nome foi dado por Carlos Chagas em
homenagem ao seu mestre Oswaldo Cruz. A transmissao aos seres humanos pode ocorrer
por vetores hematdfagos triatomineos, por transfusdo sanguinea ou por transmissao
congénita. Carlos Chagas identificou o barbeiro (Triatoma infestans) como principal vetor
da doenca de Chagas no pais (Chagas e Vilela, 1922). Casos de transmissdo alternativos, por
transplantes de érgdos ou acidentes laboratoriais, também podem ser identificados (Dias
e Dessoy, 2009).

O Trypanosoma cruzi é um protozodrio flagelado da ordem Kinetoplastida, familia
Tripanosomatidae e género Tripanosoma. O parasito possui um ciclo biolégico complexo
gue envolve um hospedeiro invertebrado e outro vertebrado, apresenta trés formas
distintas: epimastigota (forma presente no vetor e em cultura axénica), tripomastigota
(forma sanguinea circulante e infectante) e amastigota (forma de replicacdo intracelular)
(Hoare e Wallace, 1966). As formas evolutivas tripomastigotas sanguineas e amastigotas

intracelulares sdo as formas relevantes para a infec¢do humana (Figura 1.6).

/\#

amastigota /= ﬁ) tripomastigota,
o - forma sangiinea

BARBEIRO

tripomastigota epimastigotas

Figura 1.6 - Ciclo de vida do Trypanosoma cruzi



No final da década de 1960 e inicio de 1970 dois novos farmacos surgiram com
melhores perspectivas para o tratamento da doenga de Chagas, tanto pelo potencial
curativo, particularmente para a fase aguda da doencga, como pela tolerancia. Trata-se do
Nifurtimox, desenvolvido por Bock e colaboradores e, do Benznidazol, desenvolvido por
Richle (Figura 1.7) que se mostraram ativos in vitro e in vivo contra o T. cruzi. O Nifurtimox
é um nitrofurano, {4-[(5-nitrofurfurilideno)-amino]-3-metiltiomorfoline-1,1-dioxido},
comercializado com o nome de Lampit e o Benznidazol, [(N-benzil-2-nitro-1-
imidazoleacetamido)], é comercializado com o nome de Rochagan®, no Brasil, e Radanil®
na Argentina (Dias e Dessoy, 2009). Esses farmacos contém um grupo nitro (NOz) e o
mecanismo de a¢ao de ambos envolve a redugdo desse grupo, com a formacao de radicais
téxicos para o parasita (Rodriguez et al., 2009). No entanto, o nifurtimox e o benznidazol
causam efeitos colaterais severos, precisam ser utilizados por um longo periodo e ndo sdo

eficazes na fase cronica da doencga de Chagas (Dias e Dessoy, 2009).

ZT

/K/S<O N/k °
o (q) NO, (b)

Figura 1.7 — Representacdes das estruturas: (a) Nifurtimox e (b) Benznidazol

A busca por novos candidatos a fdrmacos para o tratamento da doenca de Chagas
continua na tentativa de obter-se compostos que sejam mais eficazes nos casos agudos e
cronicos da doenga, que sejam ativos com doses menores, em curto prazo e que nao
produzam efeitos colaterais importantes.

Uma alternativa na busca de novos farmacos efetivos contra o T. Cruzi é o estudo
de agentes quimioterdpicos, ja utilizados na clinica ou em estudos pré-clinicos para outros
patdgenos. Entre estes agentes estdo as fluorquinolonas, cuja atividade antiparasitdria ja
foi descrita na literatura contra a Leishmanian panamensis (Cortazar, Coombs e Walker,
2007), o T. brucei. (Nernortas, Burri e Shapiro, 1999) e o T. cruzi, (Gouvea et al., 2013;
Martins et al., 2012).

Nosso grupo de pesquisa estudou a atividade anti-T.cruzi de complexos de Cu(ll),

Co(ll), Mn(ll) e Zn(ll) de fluorquinolonas de estruturas variadas e mostrou que a



complexacdo, na maioria dos casos, aumenta a atividade desses ligantes. Além disso,
mostrou que a introdu¢do de coligantes nitrogenados, tais como, 2,2’bipiridina e 1,10-
fenantrolina promove o aumento da atividade bioldgica. (Batista et al., 2011; Martins et
al., 2012; Gouvea et al., 2013).

Na literatura sdo encontrados alguns exemplos de bases de Schiff ativas contra o
Plasmodium falciparum, protozodrio causador da maldria. Rathelot e colaboradores (1995)
descreveram a sintese de bases de Schiff derivadas de 5-nitroisoquinolinas e investigaram
a atividade desses compostos em cepas do P. falciparum resistentes a cloroquina, [6-cloro-
4-(4-dietil-amino-1-metilbutilamino)-quinolina], fdrmaco usado no tratamento da malaria.
Dentre os compostos testados, o derivado mostrado na Figura 1.8 foi o mais ativo com
valor de ICso = 0,7 pg mL™? (ICso = concentracdo de composto necessaria para inibir 50% do

crescimento do parasito).

NO,

_~N

Figura 1.8 — Representacdo da base de Schiff derivada de 5-nitroisoquinolina com atividade
antimalarica.

Arancibia e colaboraderes (2013) sintetizaram uma série de novos complexos de
bases de Schiff derivadas de 5-nitroheterociclicos, que foram ativos frente as formas
epimastigota e tripomastigota do T.cruzi. Alguns desses complexos foram mais ativos que

o nifurtimox.

1.3 - 0 Cancer

Cancer é um conjunto de doencas, causadas pela multiplicacdo descontrolada de
células anormais que invadem os tecidos e 6rgaos, podendo espalhar-se pelo corpo
(Fontes, César e Beraldo, 2005). De modo geral, mutacGes em genes relacionados com o
surgimento de tumores, sejam malignos ou benignos, determinam a ativacdo de suas
funcgdes, as quais passam a ocorrer independentemente da existéncia de estimulos (Reis,

2006).



O cancer é uma das principais causas de morte no mundo. Atualmente os principais
tipos de tratamento do cancer sdo a radioterapia, a cirurgia e a quimioterapia. A
quimioterapia do cancer utiliza-se tanto de compostos organicos, como o taxol e a
vimblastina, quanto de complexos metdlicos, como o cis-diaminodicloroplatina(ll), o

cisplatina, e a carboplatina (Figura 1.9) (Fontes, César e Beraldo, 2005)

R=CO.Me;R'=Me 2 OH COMe

W

Figura 1.9 — Representacdes das estruturas quimica: do taxol (1), vimblastina (2), cisplatina (3),

carboplatina (4). (Figura extraida da referéncia Fontes, César e Beraldo, 2005)

Dentre os compostos organicos, as bases de Schiff tém sido estudadas nos ultimos
anos, como uma possivel classe de agentes quimioterapicos.

Kamel e colaboradores (2010) avaliaram a atividade citotéxica de uma série de
aldiminas obtidas a partir da condensagdo entre a 4-amino-N-piridin-2-
ilbenzenossulfonamida com diferentes monossacarideos ou aldeidos aromaticos. As
aldiminas apresentaram pronunciado efeito citotdxico frente as linhagens de células
tumorais de carcinoma de mama (MCF7) e de colo de utero (HELA). Os melhores resultados
foram  obtidos para a aldimina N-(p-metoxifenilideno)-imino-4-[(piridin-2-
ilamino)sulfonillbenzeno, que apresentou valores de ICso para as linhagens HELA e MCF7
de 1,88 e 0,74 ug mL?, respectivamente. Esses valores s3o similares aqueles obtidos para
o farmaco de referéncia 5-fluorouracil (1,01 e 0,67 ug mL?, respectivamente, para MCF7 e
HELA) e, significativamente, inferiores aqueles apresentados pela doxorrubicina (8,72 e

6,71 ug mL?, respectivamente, para MCF7 e HELA).



Cheng e colaboradores (2010) avaliaram a atividade antiproliferativa de oito
hidroxialdiminas contra células de hepatoma humano (HepG2) e mostraram que essas
hidroxialdiminas sdo capazes de inibir a proliferacao dessa linhagem de células tumorais de
forma bastante eficiente. Duas das aldiminas avaliadas apresentaram atividade similar
aquela observada para o farmaco de referéncia etoposideo (6,8 e 5,5 ug mL? para as
hidroxialdiminas e 4,1 ug mL™ para o etoposideo).

Na literatura sdo encontrados também exemplos de complexos metalicos de bases
de Schiff com atividade citotoxica e/ou antitumoral. Wai-Yin Sun e Chi-Ming Che (2009)
mostraram que complexos de Au(lll) com bases de Schiff tetradentadas, tais como

salicilideniminas e dimetilglioxina (Figura 1.10), possuem atividade citotéxica comparavel a

5|

Figura 1.10 — Representacdo da estrutura de um complexo de Au(lll) com uma base Schiff

do cisplatina.

tetradentada. (Figura extraida da referéncia Wai-Yin Sun e Chi-Ming Che, 2009)

Qiao e colaboradores (2011) sintetizaram complexos de Cu(ll) com bases Schiff
(Figura 1.11) e mostram que esses complexos inibiram o crescimento de células de
carcinoma cervical humano na dose de 16 umol L', enquanto o ligante livre n3o foi capaz
de inibir o crescimento dessas células, mesmo em doses maiores, 105 umol L. Esses
resultados mostraram que a complexacdo ao Cu(ll) é essencial para a atividade desses

compostos.
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Figura 1.11 — Representacdo das estruturas das bases de Schiff e seus complexos de Cu(ll) (Figura
extraida da referéncia Qiao et al., 2011).

A descoberta de novos compostos com atividade antitumoral tem sido, atualmente,
um dos temas principais de pesquisa em quimica medicinal. As aldiminas e seus complexos
metalicos se apresentam como uma importante classe de compostos na busca por novos

agentes quimioterdpicos para o tratamento do cancer.

1.4 — Bactérias e Fungos

As bactérias patogénicas causam varias doengas como a tuberculose, a pneumonia,
a difteria, a coqueluche e a sifilis. Algumas dessas doenc¢as podem ser transmitidas por
goticulas de saliva, outras por contato com alimentos ou objetos contaminados e algumas
por contato sexual.

As fluorquinolonas sdo usadas no tratamento de infec¢cbes causadas por bactérias,
como bronquite crbénica, pneumonia, infec¢des do trato urinario, sinusite, tuberculose,
dentre outras. Além disso, sdo agentes alternativos no tratamento de doengas sexualmente
transmissiveis (DSTs), como a blenorragia ou gonorréia.

Na literatura, sdo encontrados numerosos estudos que relatam a complexacdo de
cations metdlicos as fluorquinolonas. Estes estudos, normalmente, estabelecem a
estrutura do complexo formado e apontam o efeito dos ions metalicos na atividade
antibacteriana (Vieira et al., 2009; Pantel, Joshi e Pantel, 2014).

Do mesmo modo, as infecgdes fungicas afetam geralmente organismos debilitados
e tém aumentado em todo o mundo devido a uma crescente populacido de doentes
imunossuprimidos. As principais vitimas sdo doentes com cancer, AIDS, transplante de

9



células-tronco, de orgdo sdlido e hematopoiético destinatarios, recém-nascidos
prematuros e pacientes em recuperag¢ao de cirurgia de grande porte. Estas infec¢Oes
causam varias mortes e sdo dificeis de prevenir, diagnosticar e tratar (Scorzoni et al., 2013).

Espécies dos géneros Candida e Aspergillus compreendem os principais agentes
etioldgicos associados com essas enfermidades, sendo responsaveis por 80 % de todos os
casos de infecgdes fungicas em pacientes submetidos a transplantes de érgaos sélidos
(Badiee et al., 2009).

O uso massivo de antifungicos na profilaxia, tais como o fluconazol, facilitou a
selecdo dos fungos patogénicos resistentes a esses agentes. Candida krusei é um patdgeno
oportunista que apresenta resisténcia intrinseca ao fluconazol (Figura 1.12). Doencas
causadas por C. krusei tém alta mortalidade associada (30-60%). Apesar da resisténcia
intrinseca ao fluconazol, C. krusei é normalmente susceptivel ao antifungico voriconazol

(Scorzoni et al., 2013).
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Figura 1.12 — Representacao da estrutura do fluconazol.

A aspergilose é a mais comum dentre as infeccdes fungicas em pacientes recém-
transplantados, com incidéncia de 1-9 % e mortalidade de 55-92 %. Nesta populagao de
pacientes, a infeccao por Aspergillus pode resultar em uma variedade de sintomas clinicos,
incluindo sinusite, traqueobronquite, pneumonia, celulite necrotizante, abscesso cerebral,
dentre outras. O Aspergillus fumigatus é a principal causa de aspergilose humana sendo
um dos mais comuns e mortais fungos patégenos oportunistas (Rokas, 2013).

As bases de Schiff aparecem na literatura como alternativa para a obtencdo de
compostos com atividade antifungica (Silva et al., 2011). Um exemplo é o composto 2-
(benzilidenoamino)fenol (Figura 1.13), que apresentou pronunciada atividade contra

dermatofitose (Gasparto et al., 2015).
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Figura 1.13 - Representacdo da estrutura quimica do composto 2-(benzilidenoamino)fenol.

As aldiminas obtidas a partir do nucleo base cumarina também se apresentam como
promissores compostos com atividade antifungica. A aldimina (E)-7-(2-hidroxi-3,5-
diiodobenzilidenoamino)-4-metil-2H-cromen-2-ona, assim como seu correspondente
complexo de cobre (Figura 1.14), inibem significativamente o crescimento de C. albicans,
exibindo valores de CIMso (concentragdo necessaria para inibir 50 % do crescimento
fungico) iguaisa 1,2 e 0,7 umol L%, respectivamente. Esses valores s3o comparaveis aqueles
encontrados para o farmaco anfotericina B (CIMso igual a 0,7 umol L), empregado como

controle positivo nos ensaios (Creaven et al., 2009).

o
z@%@i

Figura 1.14 - Representagdo da estrutura quimica da cumarina (E)-7-(2-hidroxi-3,5-

O Z=
ZO

-Q

diiodobenzilidenoamino)-4-metil-2H-cromen-2-ona e seu correspondente complexo com cobre.

(Figura extraida da referéncia Creaven et al., 2009).

1.5 - Interagao com macromoléculas biolégicas
Estudos de interacdo entre macromoléculas bioldgicas e farmacos geram
importantes informacdes sobre os sitios de ligacdo, transporte e metabolismo de moléculas
no corpo humano (Guizado, 2008 e Gdes Filho, 2005). Os complexos de metais de transi¢do
tém sido amplamente explorados em estudos de interagdo com macromoléculas com o
objetivo de desenvolver novos farmacos com propriedades farmacoldgicas significativas.
O principal alvo bioldgico é o adcido desoxiribonucleico (DNA). O DNA possui uma

estrutura de dupla hélice composta por duas fitas de DNA que se enrolam em torno do eixo
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das hélices. As deoxi-riboses ficam na parte externa, expostas ao meio aquoso. As bases
nitrogenadas estdo pareadas entre as duas fitas e sdo responsaveis por manter a estrutura
de dupla hélice. As ligacdes glicosidicas no DNA, entre as deoxi-riboses e as bases
nitrogenadas, nao estdo diretamente opostas na dupla-hélice, gerando duas cavidades
desiguais em seu contorno. As duas cavidades sdo denominadas cavidade maior e cavidade
menor. Nessas cavidades, especialmente na maior, as bases estao expostas ao meio ou ao
solvente e sdo quimicamente distinguiveis. A Figura 1.15 mostra a estrutura da dupla-hélice

do DNA (Zaha, Ferreira e Passaglia, 2014).

CH,
NHysonenee (o] N
N = T
4 Y. VN ceences HN N_
He' || Y R
Y ~CH
NTSy7 0
R

Figura 1.15 - Fita dupla do DNA, mostrando as cavidades menor e maior e as ligagdes de hidrogénio
entre os pares de bases nitrogenadas Adenina (A), Timina (T), Citosina (C) e Guanina (G) (Almeida

et al., 2005).

O DNA pode interagir com os complexos e ligantes de trés modos diferentes:
interacdo por intercalacao, alquilacdo e ligacao eletrostatica externa nas cavidades maior
e/ou menor do DNA. A interagdo eletrostatica ocorre devido a interagdo dipolo-dipolo
entre o metal complexado e o esqueleto de agucar-fosfato do DNA. Na alquilacdo, ha a
formacdo de ligacbes cruzadas com os filamentos de DNA, impedindo sua replicagdo. A
intercalacdo ocorre devido a uma forte interacdo entre o grupo croméforo aromatico e os
pares de bases do DNA. Moléculas intercalantes sao moléculas croméforas aromaticas
planas, que causam a clivagem do DNA (Silva, Donnici e Lopes, 2012; Almeida et al., 2005;

Gouvea, 2013).
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O estudo da interacdo dos ligantes e de seus complexos com o DNA é importante
visto que os possiveis alvos de agao dos farmacos anti-T.cruzi podem incluir o DNA nuclear
do parasito (Dias e Dessoy, 2009). Além disso, o DNA é o principal alvo no tratamento
anticancer.

Os modos de interacdo com o DNA podem ser avaliados por meio de titulacdes
espectrofotométricas de absor¢ao na regido do ultravioleta-visivel (UV-Vis), utilizando-se
solucdes dos compostos a serem estudados e quantidades crescentes de DNA nesta
solucdo (Gouvea, 2013). Mudangas observadas nos espectros de UV-vis dos compostos,
tais como, aumento ou diminuicdo da absortividade molar, fornecem evidéncias sobre as
interacOes e da natureza das mesmas. Em geral, o hipercromismo e/ou hipsocromismo
indica interagdo com a parte externa do DNA. O hipocromismo e/ou batocromismo sugere
qgue a ligacdo do complexo ao DNA pode ser eletrostatica ou via intercalacdo, o que
estabiliza a dupla hélice do DNA (Firdaus et al., 2008). As constantes de interacao CT
DNA/complexo (Ky) sdo calculadas utilizando-se a equacdo de Scatchard Equacdo 1.1.

[DNA] _ [DNA] | 1
(Ea _Evr‘} - (E!; _EJ"} [K;_., (E;_.) —EJ,.:}] {1.1}

em que [DNA] é a concentracdo do par de bases do DNA, €, = coeficiente de extincdo
aparente, que corresponde a razdao entre a absorbancia medida e a concentracdo de
composto em estudo (Aobs/[composto]); ep = coeficiente de extingdo do composto ligado
ao DNA; & = coeficiente de extingdo do composto livre em solucdo (na auséncia de DNA).

Estudos de interacdo envolvendo complexos metdlicos e o DNA, relatados na
literatura, mostram que, na maioria dos casos, os ions metalicos atuam como centro redox
e os ligantes sdao responsaveis pelo reconhecimento do DNA. Os principais modos de
reconhecimento sdao por meio de interacdes eletrostaticas, intercalacao, ligacdes com as
cavidades do DNA e/ou ligacdes de hidrogénio (Almeida et al., 2005).

O estudo de interacdo entre pequenas moléculas e proteinas, revela informacgdes
sobre o mecanismo de ligacdo, as constantes de ligacdo, o modo de ligacdo e sitios de
ligacdo (Zhang et al., 2010).

A albumina sérica é uma das proteinas mais estudadas e a mais abundante no
plasma, representando aproximadamente-60% do plasma sanguineo (Khan et al., 2012). A

albumina tem muitas fungdes fisioldgicas. As propriedades mais importantes dessa
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proteina sdo o deposito e o transporte de muitos compostos (Wang et al., 2007). Ela
participa do transporte de uma variedade de ligantes enddgenos e exédgenos, como 0s
farmacos, metabdlitos, dcidos graxos e é responsavel principalmente pela manutencdo do
pH do sangue (Shaikh et al., 2006; Shaikh et al., 2007).

O metabolismo e a eficdcia de muitos fdrmacos no corpo estdo correlacionados com
as suas afinidades com a albumina. A investigacdo da interagdao entre compostos e essa
proteina tem se tornado importante, visto que os resultados fornecem informacdes sobre
as caracteristicas estruturais que influenciam na eficacia terapéutica dos farmacos (Shaikh
et al., 2006).

A albumina sérica humana (HSA) é um Unico polipeptidio organizado em forma de
coracdo com aproximadamente 67% de a-hélices. Esta proteina globular é estabilizada por
17 ligacGes de dissulfeto. Ela possui dois sitios principais | e Il que sdo responsaveis pela sua
capacidade de se ligar a diferentes compostos (Guizado, 2014).

A albumina bovina (BSA) é extensamente utilizada em estudos de interagao com
farmacos, gracas a sua semelhanca estrutural com a albumina humana (HSA). A estrutura
da BSA consiste de trés dominios (I-ll), cada um composto por dois subdominios (A e B)
(Khan et al. 2012). A BSA possui dois triptofanos (Trp 134 e Trp 212) e a HSA apenas um,
(Trp214). O triptofano 134 estd na superficie da molécula de BSA enquanto o Trp 212 reside
em um bolso hidrofdbico. O trp 214 da HSA também se localiza em um bolso hidrofébico

(Figura 1.16) (Silva, Cortez e Louro, 2004).

BSA HSA

Figura 1.16 — RepresentacGes das estruturas secundarias das albuminas séricas bovina (BSA) e

humana (HSA). Fonte:http://www.scielo.br/img/revistas/qn/v38n2//0100-4042-qn-38-02-0227-gf01.jpg
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Em solugcdo, a BSA apresenta um intenso pico de emissdao de fluorescéncia em
aproximadamente 342 nm, enquanto a HSA tem um pico de emissdo de fluorescéncia em
aproximadamente 345 nm, devido aos residuos de triptofano (Khan et al., 2012). Portanto,
a fluorescéncia é a técnica mais utilizada para os estudos de interagdo albumina-farmaco.

A supressdo de fluorescéncia é um processo no qual a intensidade de fluorescéncia
de uma dada espécie diminui devido a processos de transferéncia de energia, formacgao de
complexos e colisdes entre moléculas. Existem dois tipos de supressao de fluorescéncia:
dinamica ou estdtica. Em ambos os processos, faz-se necessario a existéncia de contato
entre o fluoréforo e o agente de supressao (Santos, 2007; Silva et al., 2014). No mecanismo
estatico ocorre a formag¢do de um complexo nao fluorescente entre a albumina e o
composto no estado fundamental, cuja estabilidade é diminuida com o aumento da
temperatura e, consequentemente, os valores de Ksy diminuem. No mecanismo dinamico
a interagdo dos compostos com a albumina ocorre durante o tempo de vida do estado
excitado da biomolécula. Apds a colisdo a albumina retorna ao estado fundamental sem a
emissao de fluorescéncia. (Silva et al., 2014; Lakowicz, 2006). O aumento da temperatura
promove a diminuicdo da viscosidade do meio de reacdo favorecendo a difusdo do
supressor em direcao ao fluoréforo no estado excitado. Dessa forma, para o mecanismo
dindmico, o aumento da temperatura leva a um aumento das colisGes e da constante Ksy
(Silva et al., 2014; Lakowicz, 2006).

Neste trabalho foram estudadas as interacbes dos compostos sintetizados bem
como os ligantes livres com as albuminas humana e bovina utilizando como técnica a
fluorescéncia.

Os valores da constante de supressdo de Stern-Volmer (Ks,) e da constante de
velocidade de supressdo bimolecular (kq) sdo obtidos por meio da equacgdo de Stern-Volmer
e considerando que o tempo de vida (t,) de um triptofano na albumina é de,
aproximadamente, 108 s (Skyrianou et al., 2010).

5:1+k 7,[Q] =1+ K, [Q]
F e " (1.2)
em que, Fo é a intensidade de fluorescéncia na auséncia do agente de extingdo; F é a
intensidade de fluorescéncia na presenca do agente de extingao; 1o € o tempo de vida na

auséncia do agente de extingdo e [Q] é a concentracdo de agente de extingdo.
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O valor de kg depende da probabilidade de colisdo entre a proteina e o composto
em estudo e mede a exposi¢do do triptofano ao farmaco. O limite maximo de kg esperado
para um processo bimolecular, controlado por difusdo, é 10%° L mol? s (Skyrianou et al.,
2009).

Desse modo, o presente trabalho envolve sintese de complexos metdlicos, testes
de atividade antibacteriana, anti-T.cruzi, antifungica e antiproliferativa e estudos de
interacdo dos ligantes e complexos com o DNA, albumina humana (HSA) e a albumina
bovina (BSA). Com este trabalho, esperamos poder contribuir para uma melhor
compreensdo da quimica, das propriedades estruturais e farmacoldgicas dos ligantes

estudados e de seus complexos metalicos.
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Capitulo 2

Objetivos

O objetivo geral deste trabalho é preparar complexos metalicos com ligantes de

interesse farmacoldgico, testar as atividades bioldgicas dos ligantes e dos complexos e

investigar seus mecanismos de a¢ao por meio de estudos de interagao com biomoléculas.

Objetivos especificos:

v

Obter novos complexos de Au(l)-dimetilsulfeto e Au(lll)-acido piridino-2-carboxilico
com a norfloxacina (NOR).

Sintetizar as bases de Schiff 2-((5-nitrofuran-2-il)metilamino)fenol e 2-(4-
nitrobenzilidenoamino)fenol e seus novos complexos de Cu(ll) contendo a 1,10-
fenantrolina como coligante.

Caracterizar os ligantes e os novos complexos obtidos por meio de analise
elementar, condutividade, espectroscopia na regido do infravermelho, analise
termogravimétrica, ressonancia paramagnética eletrénica, no caso dos complexos
de Cu(ll) e, ressonancia magnética nuclear, no caso dos complexos de Au(l) e Au(lll).
Testar a atividade antibacteriana dos complexos dos novos Au(l) e Au(lll) de
norfloxacina e dos complexos de Cu(ll) de norfloxacina e coligantes nitrogenados,
ja descritos na literatura (Martins, 2011).

Testar a atividade anti-T.cruzi, antifungica e antiproliferativa das bases de Schiff e
de seus complexos de Cu(ll)-fenantrolina.

Estudar a interacdo dos ligantes, dos novos complexos e dos complexos de Cu(ll) de
norfloxacina e coligantes nitrogenados com o DNA, utilizando espectroscopia na
regido do UV-vis.

Estudar a interacdo dos ligantes, dos novos complexos e dos complexos de Cu(ll)
de norfloxacina e coligantes nitrogenados com as albuminas bovina e humana, por
meio da espectroscopia de fluorescéncia e/ou ressonancia paramagnética

eletronica.
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Capitulo 3

Material e Métodos

3.1- Reagentes

A norfloxacina, o 4-nitrobenzaldeido, o 5-nitro-2-furaldeido, o 2-aminofenol e os
sais de metais utilizados: CuCl,.2H,0, [CuCly(phen)] (phen = 1,10-fenantrolina),
[AuCIS(CHs);] e [AuCly(pyc)] (pyc = acido piridino-2-carboxilico) sdo de procedéncia Sigma-
Aldrich. A piridina e a 2,2’-bipiridina sdo de procedéncia Vetec. Os solventes utilizados nas
sinteses sdo de procedéncia Merck, Vetec ou Synth.

O tampao fosfato utilizado foi preparado a partir de fosfato monobdsico de potdssio

(Synth) e fosfato dibasico de potassio (Synth).

3.2 - Equipamentos

Balanga - As medidas de massa foram feitas em uma balanga eletrénica, modelo AY220 da
Shimadzu.

Evaporador Rotatdrio - Para evaporacao de solvente utilizou-se um aparelho evaporador
rotatdrio da Fisatom modelo 550.

Temperatura de Fusdo - As medidas de temperatura de fusdo dos ligantes e dos complexos
foram feitas em um aparelho digital modelo 430D da Fisatom.

Potenciometro - Para a determinacdo do pH das soluc¢des foi utilizado um aparelho digital
modelo PG1000 da Gehaka.

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

Anadlise elementar - As porcentagens de carbono, hidrogénio e nitrogénio presentes nas
amostras foram determinadas com o auxilio do equipamento PE 2400 CHN Elemental
Analyzer (Departamento de Quimica, UFMG). As amostras foram pesadas (2-2,5 mg) em

balancga analitica com precisdo de 10* g em cdpsulas de estanho. Os elementos carbono,
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hidrogénio e nitrogénio foram analisados simultaneamente, mediante curva de calibracdo
obtida com padrdes secos e de alta pureza, com tempo de queima de 600 segundos, sob
temperatura de 1000° C e fluxo de gds hélio. As andlises foram feitas em duplicata.
Espectroscopia na regido do Infravermelho - Os espectros na regido do infravermelho (IV)
das bases de Schiff foram obtidos pela técnica de ATR em espectrofotometro Spectro One
Perkin Elmer (Faculdade de Farmacia, Universidade Federal de Minas Gerais-UFMG). Os
demais espectros na regido do infravermelho foram obtidos utilizando o aparelho Mattson
Instruments Galaxy 3000 (Departamento de Quimica, UFMG) na regido de 4000 a 400 cm"
1, As substancias foram incorporadas em KBr, previamente dessecado e pulverizado. A
mistura foi prensada em forma de disco transparente, sob pressdo de 700 a 1050 kg m,
originando uma pastilha de concentracdo 1 % massa/massa, que foi utilizada para obtencdo
dos espectros

Espectroscopia na Regido do UV-vis - Os espectros na regido do ultravioleta-visivel foram
obtidos, em temperatura ambiente (25°C), utilizando-se o espectrofotémetro de absorcdo
na regido do ultravioleta visivel Cary 100 Bio (Varian-Agilent). As solugdes foram
submetidas a varredura espectrofotométrica de 800 a 200 nm, utilizando uma cubeta de
quartzo de 1,0 cm de caminho dptico e volume de 4 mL. Os maximos de absor¢ao foram
determinados diretamente nos espectros obtidos.

Espectroscopia de Fluorescéncia — Os espectros de fluorescéncia foram obtidos usando um
espectrofotémetro Cary Eclipse (Varian-Agilent).

Medidas de Condutimetria - As medidas de condutimetria foram feitas em um
condutivimetro de bancada modelo Q405M da Quimis, a temperatura ambiente. As
solucdes foram preparadas, nos respectivos solventes, na concentracdo de 1,0 x 1073
mol L' ou 5,0 x 10 mol L.

Espectroscopia de Ressonancia Paramagnética Eletronica (EPR) - Os espectros de
Ressonancia Paramagnética Eletrénica (EPR) foram obtidos no Centro Brasileiro de
Pesquisas Fisicas (CBPF), em colaboracdo com a Professora S6nia R. Louro, do
Departamento de Fisica da PUC-Rio. Utilizou-se um espectrometro da Bruker ESP300E, com
frequéncia de modulacdo de 100 KHz, operando em 1,1 mT. As amostras, no estado sélido,
em solucdo aquosa ou na mistura de DMSO e metanol foram medidas utilizando tubos de
quartzo de diametro interno de 3 mm, a temperatura ambiente (para amostras no pd) e a

temperatura de N2 liquido, 77K (para amostras em solugao).
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Anadlise Termogravimétrica — As curvas termogravimétricas foram obtidas em uma
Termobalanga Shimadzu TGA-5H. Foi utilizada atmosfera de ar com razao de fluxo de
50 mL minl. A razdo de aquecimento foi 10 °C e a temperatura final alcancada foi de
750 °C.

Espectroscopia de Ressondncia Magnética Nuclear (RMN) - Os espectros de RMN de *H e
13C foram obtidos a partir dos espectréometros BRUKER AVANCE DPX/200 e DRX/400
(Departamento de Quimica, UFMG e do Departamento de Quimica da UFSCar em
colaboragdo com o professor Alzir Azevedo Batista) utilizando como solvente
dimetilsulféxido (DMSO), da marca Sigma-Aldrich com tetrametilsilano (TMS) como padrao

interno.

3.3 -Sinteses

a. Complexos de Cu(ll) de norfloxacina e coligantes nitrogenados

Os complexos  [CuCly(H20)(NOR)].H20 (1), [CuCly(py)(NOR)].H,O  (2),
[CuCl(bipy)(NOR)]CI.2H,0 (3) e [CuCly(phen)(NOR)].3H,0 (4), onde NOR representa a
norfloxacina, py a piridina, bipy a 2,2’-bipiridina e phen a 1,10-fenantrolina, foram obtidos
conforme descrito na literatura (Martins, 2011). As sinteses dos complexos 3 e 4 foram

repetidas e novas analises elementares e termogravimétrica foram realizadas.

b. Sinteses dos complexos de Au(l) e Au(lll) de norfloxacina

Os complexos foram obtidos dissolvendo-se 0,31 mmol do ligante norfloxacina
(NOR) em aproximadamente 40 mL de acetona. A esta solugao foi adicionada a mesma
quantidade de matéria de [AuCIS(CHs)2] ou [AuClx(pyc)] (pyc = 4cido piridino-2-carboxilico).
A mistura permaneceu sob agitacdo por aproximadamente 24 horas, a temperatura
ambiente (25 °C). Os precipitados formados foram filtrados a vacuo, lavados com éter
etilico e secos. As Figuras 3.1 a 3.2 mostram as equacées de obtencdo dos complexos de
Au(l) e Au(lll) de NOR, as formulas moleculares, as massas molares, os rendimentos para

as reacoes e a faixa de decomposicdo dos complexos sdo mostrados na Tabela 3.1.
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Figura 3.1 - Equacdo de obtencdo do complexo de Au(l) de norfloxacina (NOR) contendo

dimetilsulfeto.
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Figura 3.2 - Equacdo de obtencdo do complexo de Au(lll) de norfloxacina (NOR) contendo acido
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piridino-2-carboxilico.

c. Sinteses das bases de Schiff

As bases de Schiff 2-((5-nitrofuran-2-il)metilamino)fenol (HL1) e 2-(4-
nitrobenzilidenoamino)fenol (HL2) foram obtidas em colaboracdo com o prof. Angelo de
Fatima do Departamento de Quimica da UFMG e estdo descritas na literatura (Silva, 2013).
Solucdes etandlicas contendo quantidades equimolares (3 mmol) dos aldeidos
(4-nitrobenzaldeido ou 5-nitro-2-furaldeido) e da amina (2-aminofenol), foram irradiadas
empregando-se reator DISCOVER CEM® por 2 minutos. Os precipitados formados foram
filtrados a vacuo e recristalizados. Takebayashi e colaboradores (1983) sintetizaram HL1
como intermediario de uma reacdo e ndo fizeram uma caracterizacdo completa do mesmo.
Magalhdes e colaboradores (2013) descreveram HL2 em um artigo cujo o foco era apenas
a atividade bioldgica. A Figura 3.3 mostra as equacdes de obtencdo de HL1 e HL2, as
férmulas moleculares, as massas molares, os rendimentos para as reacles e faixa de

decomposicdao dos compostos sdo apresentados na Tabela 3.1.
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Figura 3.3 — Equacdes de obtencdo de HL1 e de HL2.

d. Sinteses dos complexos de Cu(ll) de bases de Schiff

Os complexos [CuCl(L1)(phen)].0,5H20 e [CuCl(L2)(phen)].2,5H,0 foram obtidos
dissolvendo-se 0,31 mmol do precursor dicloro(1,10-fenantrolina)cobre(ll) em
aproximadamente 50 mL de metanol com aquecimento brando e agitacdo. Em seguida,
0,31 mmol de HL1 ou HL2 foram adicionados a solu¢ao do precursor. A mistura de rea¢ao
permaneceu sob agitacdo por 24 horas. O volume de solucdo foi reduzido utilizando um
evaporador rotatdrio. O precipitado formado foi filtrado a pressado reduzida, lavado com
éter e seco. As Figuras 3.4 e 3.5 mostram as equac¢Ges de obtencdo dos complexos. As
férmulas moleculares, as massas molares, os rendimentos para as reacdes e a faixa de

decomposicao dos complexos sao mostrados na Tabela 3.1.
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Figura 3.5 - Equacdo de obtenc¢do do complexo de Cu(ll) de fenantrolina de HL2.
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Tabela 3.1 - Férmula molecular, massa molar (g mol?), Faixa de decomposi¢cdo (°C) e
rendimento das rea¢Oes para obtencdao dos complexos de Au(l) e Au(lll) de Norfloxacina,

das base de Schiff e seus complexos de Cu(ll).

Férmula Massa Molar Faixa de Rendimento
Composto

molecular (g mol?) decomposicgdo (°C) da reagdo (%)
[AuS(CHs)2(NOR)]CI (5) C18H24AUFN303SCl 613,9 >300 65
[Au(pyc)(NOR)2]Cl2.3H20 (6) CssHa6AuF2N7011Cl2 1082,7 >300 42
HL1 C11HsN204 232,2 170 81
HL2 C13H10N203 242,2 159-160 81
[CuCI(L1)(phen)].0,5H20 (7) C23H16CICuN4O45 519,4 260-286 47
[CuCI(L2)(phen)].2,5H20(8) C2sH22CICuN4Os s 556,5 230-252 59

ftemperatura de fusdo

3.4 - Testes de atividade anti-T.cruzi

Os ensaios de atividade anti-T.cruzi foram feitos em colaboragdao com a Dra. Maria
de Nazaré C. Soeiro, do Laboratdrio de Biologia Celular do Instituto Oswaldo Cruz, FIOCRUZ
—RJ. Os resultados dos testes de atividade anti-T.cruzi para a norfloxacina e seus complexos
de Cu(ll) sdo reapresentados para discussdo das interacdes com alvos bioldgicos (Martins,
2011). Novos testes foram feitos para as bases de Schiff HL1 e HL2 e para seus complexos
de Cu(ll).

Os testes de atividade anti-T.cruzi foram feitos sobre as formas tripomastigotas
sanguineas da cepa Y do parasito. A cepa Y foi obtida a partir de puncdo cardiaca de
camundongos suicos previamente infectados (apds eutandsia em cdmara com saturacao
de CO2) durante o pico da parasitemia. A purificacdo dos parasitos foi feita por
centrifugacao diferencial (Meirelles, de Araujo e Miranda, 1986).

As solucdes dos compostos foram preparadas na concentracdo de 50 mmol L?
utilizando DMSO e agua como solvente e foram armazenadas a 4 °C até a realizacdo dos
experimentos. Os ensaios (no minimo de 3 ensaios) foram feitos em duplicata.

Para a analise da atividade tripanocida in vitro as formas tripomastigotas do parasito
foram tratados por 24 h/37 °C com crescentes doses dos complexos 0-250 umol L, para a
determinacdo da dose minima de cada composto capaz de matar 50% dos parasitos (ECso).

Os parasitos vivos foram quantificados usando o microscdpio éptico (por meio de cdmara
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de Neubauer). Os ensaios foram conduzidos em meio RPMI suplementado com 10% soro
fetal bovino (SFB) (Silva et al.; 2012).

Para identificar a dose efetiva dos complexos contra o parasito, mas que ndo exerce
toxicidade para a célula hospedeira in vitro (I1Sso), 0 método de metil tiazoliltetrazélio foi
utilizado, onde a viabilidade das células cardiacas expostas a doses crescentes dos

complexos foi averiguada.

3.5 - Avaliagao da atividade antiproliferativa contra células de tumores humanos

Os ensaios de atividade antiproliferativa foram feitos no Centro Pluridisciplinar de
Pesquisas Quimicas, Biolégicas e Agricolas (CPQBA) da Universidade Estadual de Campinas,
sob a responsabilidade do Prof. Dr. Jodo Ernesto de Carvalho.

As bases de Schiff e seus complexos de Cu(ll) foram testados frente as linhagens de
células U251 (melanoma), MCF7 (tumor de mama), NCI/ADR-RES (tumor de ovario
resistente), 786-0 (tumor de rim), NCI-H460 (tumor de pulmao), PC-3 (tumor de prdstata),
OVCAR-3 (tumor de ovdrio), HT29 (tumor de colorretal), HACaT (queratindcitos humanos),
gue foram obtidas junto ao Frederick Cancer Research & Development Center — National
Cancer Institute - Frederick, MA, USA, sendo cultivadas em meio de cultura RPMI-1640
suplementado com 5% de soro fetal bovino inativado (SFB).

Para a determinacao da atividade antiproliferativa foram plaqueados 100 plL das
suspensdes celulares, em meio RPMI/SFB/gentamicina em suas respectivas densidades de
inoculacdo, em placas de 96 pocos. As placas foram incubadas por 24 horas a 37 °C, em
atmosfera de 5 % de CO2 e 100 % de umidade. Os compostos a serem testados foram
solubilizados em dimetilsulféxido (DMSO) e diluidos no meio RPMI/SBF/gentamicina, 100
uL das solucdes dos compostos nas concentracdes de 0,50; 5,0; 50; e 500 pg mL™* foram
adicionados as placas contendo as suspensdes celulares, sendo as mesmas incubadas por
48 horas (Euzébio et al. 2010).

Apds esse periodo as placas foram centrifugadas por 3 minutos a 2000 rpm e fixadas
pela adigdo de 50 uL de acido trifluoroacético (50 % para células aderidas e 80 % para
células em suspensdo). As placas foram incubadas por 1 hora a 4 °C e apds esse periodo
foram submetidas a quatro lavagens consecutivas com agua destilada para a completa
remocao do meio de cultura e do excesso de acido trifluoroacético. Apds completa

secagem, as placas foram coradas pela adi¢do de 50 mL do corante sulforrodamina B a 0,4
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% (massa/volume) dissolvido em acido acético 1 % e incubadas a 4 °C por 30 minutos. Apds
esse periodo as placas foram lavadas por quatro vezes consecutivas com solu¢ao de acido
acético 1 %. O residuo da solucdo de lavagem foi removido e as placas secas a temperatura
ambiente. O corante ligado as proteinas celulares foi solubilizado com solu¢do Trizma Base
na concentrac¢do de 10 umol L't e pH 10,5 por 5 minutos em ultrassom (Euzébio et al. 2010).

A leitura espectrofotométrica da absorvancia foi realizada em 540 nm em um leitor
de microplacas. Para a analise dos resultados foram calculadas as médias das absorvancias
descontados os seus respectivos brancos e calculadas as porcentagens de inibigao de
crescimento. A partir dos dados obtidos foram construidos graficos que relacionam a
porcentagem de inibicdo com a concentracdo da substancia teste. O quimioterapico

doxorrubicina foi empregado como controle positivo (Monks et al., 1991).

3.6 - Teste de atividade antibacteriana

A determinacdo da menor concentracdo de composto capaz de inibir em 50
porcento o crescimento microbiano (ICso) foi feita utilizando bactérias da cole¢dao do
Laboratério de Biotecnologia e Bioensaios (LABB), Departamento de Quimica — UFMG em
colaboragdo com a professora Jaqueline Aparecida Takahashi. Os complexos de Cu(ll), de
Au(l) e de Au(lll) de norfloxacina foram testados frente as cepas Staphylococcus aureus
(SA), Pseudonomas aeruginosa (PA), Salmonella Shigella (SS), Bacillus cereus (BC),
Salmonellatyphi (ST), Listeria monocytogenes (LM), Escherichia coli (EC), Citrobacter
freundii (CF).

Primeiramente foi preparado um pré-indculo, transferindo bactérias com a al¢a de
platina para tubos de ensaios contendo 3,0 mL de meio de cultura BHI. Em seguida, os
tubos foram incubados em estufa a 37 °C por 24 h. Com o auxilio de uma micropipeta,
aliqguotas de 500 pL deste pré-inéculo foram transferidas para tubos de ensaio contendo
agua destilada estéril. As solu¢bes foram diluidas até a concentracdo em que a
transmitancia das solu¢des homogeneizadas fosse entre 74-75% no comprimento de onda
de 600 nm, obtendo-se assim, os indculos utilizados no teste (Ferreira, 2014).

As amostras dos compostos foram pesadas e solubilizadas em dimetilsulféxido
(DMSO) (12,5 mg mL1). Aliquotas de 40 L destas solu¢des foram adicionados a 960 pL do

meio de cultura BHI para o preparo das solugdes de trabalho.
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Os testes foram realizados em placas de 96 micropocos, contendo 100 pL de meio
de cultura por pogo (exceto no primeiro; ver adiante), em duplicata. No primeiro pogo
foram adicionados 200 plL da solugdo de trabalho e, em seguida, foi realizada a diluicao
desta solugdo para os pogos seguintes, transferindo-se 100 uL da solu¢do do pogo 1 para o
poco 2. A solucdo resultante foi homogeneizada e 100 plL desta foi transferida para o pogo
3 e assim sucessivamente. No ultimo pogo, apds homogeneizagdo, 100 uL foram retirados
e desprezados, de modo que todos os pocos tivessem o mesmo volume. Em seguida, foram
adicionados 100 pL do indculo padronizado em cada pogo (Ferreira, 2014).

Quatro controles foram feitos, um para controle de crescimento do micro-
organismo (para verificar a viabilidade celular); o branco, em que ndo se adicionou o
indculo bacteriano (para se eliminar o efeito da coloracdo da solucdo da substancia teste),
um controle positivo (substituindo a solucdo-trabalho por um antibiético padrdo) e o
controle de esterilidade do meio de cultura, contendo 100 pL de meio de cultura e 100 uL
de dgua destilada estéril. As microplacas foram incubadas em estufa a 37 °C e apds 24 h foi
realizada a leitura do teste em leitor tipo Elisa (490 nm) (Ferreira, 2014).

O antibidtico utilizado para o controle de qualidade do ensaio foi a ampicilina. As
solucdes de trabalho contendo estes padrées foram preparadas conforme descrito

anteriormente.

3.7 - Avaliagao da atividade antifungica

Os testes de atividade antifungica foram feitos no laboratério de Micologia do
Instituto de Ciéncias Bioldgicas da UFMG (ICB-UFMG) em colaboragdo com a Professora
Maria Aparecida de Resende-Stoianoff. A concentracdo inibitdria minima (CIM) que é a
menor concentracdao do composto capaz de inibir completamente o crescimento
microbiano apds a incubacdo, foi determinada para as bases de Schiff e seus complexos de
Cu(ll). O teste de atividade antifungica foi feito segundo os métodos de microdiluicio em
caldo preconizados pelo CLSI (Clinicaland Laboratory Standards Institute, anteriormente
denominado NCCLS — National Committe for Clinical Laboratory Standards), sendo o
documento M27-A2 (NCCLS, 2002a) utilizado como referéncia nos testes envolvendo
leveduras e o documento M38-A (NCCLS, 2002b) utilizado nos testes envolvendo fungos

filamentosos.
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Os compostos foram inicialmente dissolvidos em 200 pL de dimetilsulfoxido
(DMSOQ). Posteriormente foram adicionados 1800 uL do meio de cultura RPMI1640, de
modo a se obter solucdes estoque na concentragdo de 1000 pg mL™. Estas solucdes foram
submetidas a diluigdes seriadas, empregando-se RPMI 1640, resultando em solugdes de
concentracdes 4, 8, 16, 32, 64, 128, 256 e 512 ug mL™.

Os testes de atividade antifungica foram realizados em placas estéreis com 96
pocos. Um volume de 100 plL de cada diluicdo foi transferido para os respectivos pogos das
placas de microdiluicdo. Em seguida adicionou-se a cada pogo 100 uL do inéculo do fungo
a ser testado, resultando em um volume final de 200 uL. As placas foram incubadas por 48
horas a uma temperatura de aproximadamente 60°C. Nos controles de crescimento e
esterilidade foi empregado somente o meio RPMI 1640. A leitura do teste foi feita
visualmente. Os resultados foram expressos em pg mL™ e os experimentos realizados em

duplicata.

3.8 - Estudos de interacao com DNA

No estudo de interagdao dos compostos com DNA de timo de vitelo (CT-DNA)
utilizou-se a espectroscopia na regido do UV-visivel. As solu¢cdes de CT-DNA foram
preparadas em tampao fosfato, as concentracdes dessas solucées foram determinadas por
meio de espectros na regidao do UV-visivel utilizando a lei de Beer que relaciona a
concentracdo e a absortividade molar (g). Para o CT-DNA, no comprimento de onda de 260
nm, € é igual a 6600 (Efthimiadou et al., 2008).

As razOes entre a absorvancia para o CT DNA em 260 e 280 nm foram sempre
valores entre 1,8-1,9, indicando que o CT DNA estava suficientemente livre de proteina
(Skyrianou et al., 2009).

As solugdes dos compostos foram preparadas na concentra¢do 1,0 mmol L, em
DMSO. Posteriormente as solu¢des foram diluidas em tampao fosfato até a concentracao
utilizada nas interacdes. Todas as solucGes utilizadas foram preparadas em pH fisioldgico
(pH=7,4).

As solugdes dos compostos foram tituladas com a solu¢ao do CT DNA. Um volume
de 3,00 mL da solugdao do composto foi titulado com aliquotas da solugao de CT-DNA. Foi
adotado um periodo de incubacdo de 30 minutos, com subsequente varredura de 200 a

800 nm. Os espectros obtidos foram ajustados a equacao de Scatchard (Equacdo 1.1, pag.
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14) o que possibilitou o calculo das constantes de interagdo (Kp) entre os compostos e o
CT-DNA. Os valores de (Kp) foram obtidos pela razao da inclinagdo com a intersegao da reta

[DNA]/(&a - &) em fungdo da [DNA] (Skyrianou et al., 2010).

3.9 - Estudos de interagdo com a albumina sérica bovina (BSA) e a albumina sérica
humana (HSA) utilizando fluorescéncia

O estudo das interagdes entre os compostos e as albuminas bovina e humana foi
feito utilizando a espectroscopia de fluorescéncia. Inicialmente foram preparadas solugées
estoque dos ligantes e dos complexos na concentracdo 1,0 x 103 mol L, em
dimetilsulféxido (DMSO). Posteriormente, as solugdes foram diluidas em tampao fosfato
até a concentracdo utilizada na titulacdo. O pH do tampao foi previamente ajustado para
7,4. As solucdes de BSA e de HSA de concentracdo 2 x 10® mol L foram preparadas,
diretamente em tampao fosfato, pH 7,4.

Nos experimentos 3mL das solu¢des de albumina (2 ou 4 umol L) foram tituladas,
sob agitacdo magnética, com aliquotas de 0,03 mL das solu¢cdes dos compostos em estudo.
Apds cada adicdo foi feita leitura na faixa de 315 a 550 nm, com uma excitacdo de 285 nm
para a BSA e em 280 ou 295 nm para a HSA. Foram feitas também leituras na regido do
UV-Vis de 200 a 800 nm para a correcdo do efeito de filtro. Apds a adicdo dos compostos
em estudo, observa-se uma supressdo de fluorescéncia dos triptofanos, que a proteina
possui em sua estrutura. Esta supressao pode ser descrita pela equacdo de Stern-Volmer
(Equacdo 1.2, pag. 16). O grafico (Fo/F vs [composto]) é representado por uma reta cujo

coeficiente angular da reta é a constante de supressao (Ksy).

3.10 - Estudos de interagdo com as albuminas utilizando EPR

Os estudos de interacdao por EPR foram feitos no Centro Brasileiro de Pesquisas
Fisicas (CBPF), em colaboracdo com a Professora Sonia R. Louro, do Departamento de Fisica
da PUC-Rio. No estudo da interacdo dos compostos CuCl,, [CuCly(bipy)], [CuCly(phen)],
[CuCl(bipy)(NOR)]CI.2H20 (3) e [CuClz(phen)(NOR)].3H20 (4) com as albuminas séricas
bovina (BSA) e humana (HSA) foram utilizadas solu¢Ges equimolares dos compostos e das
albuminas na concentrac¢do de 0,5 x 10 mol L preparadas em tamp3o fosfato, pH 7,4.

Foram obtidos espectros de EPR, de banda X em solug¢do congelada a 77k.

28



Capitulo 4

Complexos de Cu(ll) de norfloxacina: atividade bioldgica e estudos de

interagdo com albuminas e DNA

Os complexos  [CuCly(H20)(NOR)].H20 (1), [CuCly(py)(NOR)].H,O  (2),
[CuCl(bipy)(NOR)]CI.2H20 (3) e [CuCly(phen)(NOR)].3H,0 (4), onde NOR representa a
norfloxacina, py a piridina, bipy a 2,2’-bipiridina e phen a 1,10-fenantrolina, ja estdo
descritos na literatura, assim como os testes de atividade contra o Trypanosoma cruzi,
agente causador da doenca de Chagas. Nesse trabalho, a atividade antibacteriana desses
complexos foi testada contra oito cepas de bactérias e suas interacdes com as albuminas
bovina e humana e com o DNA foram estudadas, utilizando as técnicas de fluorescéncia,

EPR e UV-vis.
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4.1 - Dados de analise elementar e analise térmica para os complexos de Cu(ll)

Os complexos  [CuCly(H20)(NOR)].H20 (1), [CuCly(py)(NOR)].H,O  (2),
[CuCl(bipy)(NOR)]CI.2H20 (3) e [CuCly(phen)(NOR)].3H,O (4), foram obtidos e
caracterizados por diversas técnicas (Martins, 2011). No presente trabalho as sinteses para
os complexos 3 e 4 foram repetidas e foi possivel obter complexos com um maior grau de
pureza. Os novos dados de andlise elementar sdao mostrados na Tabela 4.1. As moléculas
de dgua de hidratacdo foram confirmadas pelas curvas de TG/DTG, também repetidas
(Anexo 1, pag. 105). As estruturas sugeridas para os monémeros dos complexos 1-4 sdo

mostradas na Figura 4.1.

Tabela 4.1 - Dados de andlise elementar (valores calculados entre parénteses) para os

complexos de Cu(ll).

Analise elementar %H,0

Complexos
%C %H % N

[CuCl(bipy)(NOR)]CI.2H,0 (3)  48,2(48,3) 4,5(4,7) 10,8(10,8) 10,5(11,0)*

[CuCly(phen)(NOR)].3H.0 (4)  48,9(48,9) 4,6(4,7) 10,4(10,2) 7,0(7,8)

aa porcentagem corresponde a saida de duas moléculas de dgua mais um cloro.

(d)
Figura 4.1 - Estruturas propostas para os mondmeros dos complexos (a) [CuCl,(H20)(NOR)] (1), (b)

[CuCly(py)(NOR)] (2), (c) [CuCl(bipy)(NOR)]CI (3) e (d)[CuCly(phen)(NOR)] (4).
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4.2 - Testes de atividade anti-T.cruzi dos complexos de Cu(ll) de norfloxacina

Os testes de atividade anti-T.cruzi para os complexos 1-4 foram descritos
anteriormente (Martins, 2011), mas os resultados sdo resumidos aqui para facilitar as
interpretagdes dos estudos de interagao.

A atividade anti-T.cruzi e o indice de seletividade para a norfloxacina e seus
complexos de Cu(ll) sdo mostrados na Tabela 4.2. Para efeito de comparag¢dao foram
incluidos na Tabela 4.2 os resultados obtidos para os precursores de Cu(ll) e para o farmaco

de referéncia Benznidazol.

Tabela 4.2- Atividade (média = SD) e indice de seletividade (IS) para os precursores, a
norfloxacina e seus complexos de Cu(ll) sob as formas tripomastigotas sanguineas do T.

cruzi (cepa Y), in vitro (24 h de incubacdo a 37 °C).

Compostos ECso (umol L) indice de Seletividade (IS)*
Norfloxacina (NOR) 126 + 30 >1,3
[CuClz(H20)(NOR)].H20 (1) 78+12 0,8
[CuCl2(py)(NOR)].H20 (2) 87+41 2,9
[CuCl(bipy)(NOR)]CI.2H20 (3) 16+ 4 4
[CuClz(phen)(NOR)].3H20 (4) 44+1,4 2,7
CuCl2.2H,0 82+ 3 6
[CuClz(py)2] 54+7 0,6
[CuClx(bipy)] 14+7 4,5
[CuCly(phen)] 7+5 <4
Benznidazol 13+2 77

ECso = menor valor de concentragdo capaz de matar 50% dos parasitos.
LCso = concentragao da droga que diminui em 50% a viabilidade de células cardiacas ndo infectadas.
IS = LCs0/ECso. *Os dados sdo expressos como média + SD de trés experimentos independentes.

A norfloxacina ndo mostrou atividade significativa contra as formas tripomastigotas
do T. cruzi. A associagdo do Cu(ll) a fluorquinolona levou a uma atividade igual a de CuCl..
Embora a introducdo da py ndo tenha sido uma estratégia eficaz para a melhora da
atividade. A associacdo da bipy ao cobre e a fluorquinolona levou a uma diminuicdo
significativa dos valores de ECso e, porem o proxima a do precursor [CuCly(bipy)]. O

complexo [CuCly(phen)(NOR)].3H,0 (4) e o precursor [CuCly(phen)] mostraram-se ativos
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em baixa concentracdo e mais ativos que o Benznidazol, que é o farmaco de referéncia. No
entanto, os indices de seletividade dos compostos testados foram menores que o do

Benznidazol.

4.3 - Testes de atividade antibacteriana dos complexos de Cu(ll) de norfloxacina

A atividade antibacteriana da norfloxacina livre, dos complexos 1-4 e dos
precursores [CuClz(py)2], [CuCla(bipy)] e [CuClx(phen)] foi testada frente as seguintes cepas:
Staphylococcus aureus (SA), Pseudonomas aeruginosa (PA), Salmonella shigella (SS),
Bacillus cereus (BC), Salmonella typhi (ST), Listeria monocytogenes (LM), Escherichia coli
(EC), Citrobacter freundii (CF). A concentracdao minima necessaria para inibir cinquenta por
cento do crescimento das bactérias, ICso, para a NOR e seus complexos sdo mostrados na
Tabela 4.3. A ampicilina, utilizada como antibidtico de referéncia, apresentou valor de ICs

inferior a 5,58 umol L para todas as cepas testadas.

Tabela 4.3 - Valores de ICso (umol L) para a NOR, para os complexos de Cu(ll) e para o

precursor [CuCly(phen)] frente a oito Cepas de bactérias.

Composto SA PA SS BC ST LM EC CF

NOR <6,1 <6,1 <6,1 <6,1 <6,1 <6,1 <6,1 <6,1
(1) 24,3 <4,0 5,9 9,7 12,4 7,29 <4,0 <4,0
(2) <3,5 7,1 6,3 9,0 9,3 12,6 <3,5 <3,5
(3) 23,5 5,8 7,0 11,2 30,2 4,8 <3,0 <3,0
(4) 11,7 4,1 6,1 15,8 11,8 5,7 <28 <28

[CuCly(phen)] 50,0 85,8 58,9 71,7 88,5 44,6 78,8 41,0

ICso: concentragdo necessaria para inibir 50 % do crescimento das bactérias

Os complexos 1-4 apresentaram atividade frente a todas as cepas testadas,
mostrando-se menos ativos que a NOR livre, nas cepas BC e ST. Frente as cepas EC e CF
tanto a NOR quanto os seus complexos foram ativos nas menores concentragdes testadas.

Os precursores ndo apresentaram atividade frente a nenhuma das linhagens, exceto o
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precursor [CuCly(phen)] que tem seus valores de ICso dispostos na Tabela 4.3 e é menos
ativo que os complexos de Cu(ll). Os complexos mostraram-se promissores agentes
antibacterianos, mesmo nas cepas em que sdo menos ativos que a NOR livre, devido ao
problema da resisténcia bacteriana.

Uma vez constatado que alguns dos complexos de Cu(ll) estudados no presente
trabalho tém potencial para agir como agentes anti-T.cruzi e como agentes antibacterianos,
foram feitos estudos de interacdo dos complexos com as proteinas albumina sérica bovina

(BSA) e albumina sérica humana (HSA) e com DNA.

4.4 - Estudo da interagao entre os complexos de Cu(ll) de norfloxacina e as albuminas
bovina e humana utilizando fluorescéncia

A intensidade da banda de emissao da albumina sérica bovina (BSA) diminuiu apds
a adicdo da norfloxacina, de seus complexos de Cu(ll) e dos precursores, [CuClz(py)2],
[CuCly(bipy)] e [CuClz(phen)], mostrando que ligante, complexos e precursores suprimem a
fluorescéncia da proteina.

A adicdo de aliquotas de NOR e de seus complexos proporcionou o surgimento de
uma banda de emissdo de fluorescéncia em aproximadamente 404 nm, devido a
fluorescéncia da NOR. Como a diminui¢ao da banda em 336 nm e o aumento daquela em
404 nm, ocorrem simultaneamente, gera-se um ponto de equivaléncia de emissao, em 373
nm para os sistemas NOR-BSA e complexos-BSA. E importante ter em mente que a NOR
associada a Cu(ll), ou a seus complexos, ndo é fluorescente. Portanto, a fluorescéncia em
404 nm é devida apenas a NOR dissociada.

A norfloxacina e seus complexos absorvem nos comprimentos de onda de excitacdo
e emissdo das albuminas. Essas absor¢des levam a uma atenuac¢do da fluorescéncia
conhecida como efeito de filtro interno primario e secundario e ndo possuem nenhuma
relacdo com a interacdo das albuminas com os compostos (Lakowicz, 2006). Para obter
constantes de interacdo entre os complexos e as albuminas é necessario fazer uma
correcdo na intensidade da fluorescéncia. Essa correcao foi feita utilizando a Equacao 4.1 e

os dados obtidos nos espectros na regido do UV-visivel (Lakowicz, 2006).

Feorr = Fops 10 [(Ac+An)f2] (4.1)
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em que Forr € Fops S30 as intensidades de fluorescéncia corrigida e observada,
respectivamente, Aex € Aem S30 0s valores de absorvancia nos comprimentos de onda de
excitacdo e emissdo, respectivamente, e /[ é o caminho 6tico em cm. Essa expressdo
assume que a absorc¢do e a emissao da amostra estao localizadas no centro da cubeta (esta
é uma boa aproximacdo para absorbancias menores que 0,5). Os espectros de
fluorescéncia nao corrigidos e os espectros de absorgdo encontram-se no Anexo 2 (pag.
127). A Figura 4.2 apresenta os espectros de fluorescéncia da BSA na auséncia e na
presenca de quantidades crescentes dos compostos em estudo apds a corregao do efeito

de filtro.
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Figura 4.2 - Espectros de fluorescéncia da BSA na auséncia e na presenca de quantidades crescentes

de (a) CuCl, (b) [CuCl(H20)(NOR)].H20 (1), (c)[CuClx(py)], (d)[CuClx(py)(NOR)].H.O (2), (e)
[CuCly(bipy)], (f) [CuCl(bipy)(NOR)]CI.2H,0 (3), (g) [CuCly(phen)], (h) [CuCly(phen)(NOR)].3H,0 (4),

(i) NOR. A concentracdo das albuminas foi de 4,0 x 10® mol L}, temperatura 296 K.

A albumina sérica humana (HSA) também apresenta uma banda de emissdo quando
excitada em 280 nm, mais fraca que a da BSA por ser devida principalmente a um Unico

residuo de triptofano, Trp 214. A adicdo da NOR e seus complexos a HSA também leva a
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supressao da fluorescéncia, comportamento muito similar ao da BSA. A Figura 4.3 mostra

os espectros de fluorescéncia da HSA na auséncia e na presenca de quantidades crescentes

dos compostos apds a correcao do efeito de filtro.
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Figura 4.3 - Espectros de fluorescéncia da HSA na auséncia e na presenca de quantidades crescentes

de (a) CuCl,, (b) [CuClx(H.0)(NOR)].H.0 (1), (c) [CuCla(py)2], (d) [CuCl:(py)(NOR)].H20 (2), (e)
[CuCly(bipy)], (f) [CuCl(bipy)(NOR)]CI.2H,0 (3), (g) [CuClz(phen)], (h) [CuCl(phen)(NOR)].3H.0 (4),

(i) NOR. A concentracdo dos das albuminas foi de 4,0 x 10® mol L?, temperatura 296 K.

Os resultados obtidos na titulagdo da BSA e da HSA com a NOR, seus complexos e
os precursores foram analisados de acordo com a equacdo de Stern-Volmer (Eq. 1.2, pag.
15). As retas de Stern-Volmer sdo mostradas nas Figuras 4.4 e 4.5 para a intera¢do com a
BSA e com a HSA, respectivamente. A Tabela 4.4 resume os valores obtidos para as
constantes de interacdo albumina-composto (Ksy) e os valores do coeficiente de linearidade

(R?).
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Figura 4.5 - Retas de Stern-Volmer para a interagdo da HSA com (a) CuCl,,
(b)  [CuCly(H20)(NOR).H.O0 (1), (c) [CuClxpy)2], (d)  [CuClopy)(NOR)].HO  (2),
(e) [CuCly(bipy)], (f) [CuCl(bipy)(NOR)]CI.2H,0 (3), (g) [CuCly(phen),

(h) [CuCly(phen)(NORY)].3H,0 (4) e (i) NOR.

Tabela 4.4 - Valores das constantes de Stern-Volmer, Ks (L mol?) e os coeficientes de
linearidade, R?, para as titulacdes das albuminas BSA e HSA com os precursores e 0s

complexos de Cu(ll) de NOR, a 296 K.

BSA HSA
Composto

Ke/10% R? Kev/10% R?
CuCl2 3,5 0,998 2,9 0,998
1 2,3 0,974 0,97 0,928
[CuCla(py)2] 5,2 0,988 1,4 0,976
2 4,2 0,960 3,8 0,959
[CuClx(bipy)] 3,1 0,955 5,0 0,955
3 3,0 0,987 5,8 0,987
[CuClz(phen)] 3,5 0,993 51 0,993
4 3,7 0,989 4,9 0,989

Os valores de Ks, encontrados para os complexos de Cu(ll) de NOR e dos precursores
com as albuminas foram da ordem de 10* indicando que sdo fortes supressores da
fluorescéncia dos residuos de triptofano das albuminas. Zivec e colaboradores (2012)

sintetizaram complexos de Cu(ll) de norfloxacina e fizeram estudos de interacdo com as
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albuminas. Os complexos obtidos foram [Cu(nfH):]Cl;.6H20 e [Cu(nfH)(phen)CI]CI.5H,0,
onde nfH representa a norfloxacina coordenada de forma protonada. As constantes de
interacdo Ky obtidas nesse estudo foram da ordem de 10* e 10°, préximas as calculadas no
presente trabalho.

Os valores calculados para as constantes k, foram superiores a 10%° indicando que
as interagdes entre estes compostos e as albuminas ndo ocorrem exclusivamente por meio

de mecanismo dinamico (Lakowicz, 2006; Khan et al., 2012).

4.5 - Estudo da interagdo entre os complexos de Cu(ll) de norfloxacina e as albuminas
bovina e humana utilizando ressonancia paramagnética eletronica

Ainteragdo entre os complexos 3 e 4 e as albuminas foi estudada também utilizando
a ressonancia paramagnética eletronica, o que permite sugerir onde os compostos
interagem com as albuminas, visto que as albuminas séricas humana e bovina possuem,
pelo menos, dois sitios nos quais os ions Cu(ll) podem ligar-se, designados por Cu() e Cuyy).
O sitio Cu) é formado pelo dtomo de N da a-NH, os atomos de N das duas primeiras
ligagdes peptidicas e o atomo de N3 da His3. Nesse sitio o Cu(ll) se liga fortemente aos
nitrogénios terminais, em uma geometria quadrada. O sitio Cup;) é semelhante nas
albuminas humana e bovina (Rakhit et al., 1985; Zgirski e Frieden, 1990). O segundo sitio
de ligagdo das albuminas, Cuyz), envolve a Cys34. Tanto a albumina bovina (BSA) quanto a
humana (HSA) possuem apenas esse residuo de cisteina livre. Os outros formam 17 pontes
dissulfeto ajudando a manter a estrutura tercidria das albuminas (Sugio et al., 1999).

A Figura 4.6 mostra os espectros de EPR do sal CuCl, na presenga de quantidades
equimolares de HSA e BSA. Os espectros sdo caracteristicos de uma superposicdo dos dois
sitios de ligacdo (linhas hiperfinas identificadas como 1 e 2 da regido gi). Na regido de gt
observa-se uma superposicao das linhas de ambos os sitios. Os espectros de HSA e BSA sdo
muito semelhantes e os dois sitios de ligacdo ao Cu(ll) estdo ocupados mesmo a uma razao
molar 1:1, como ja foi encontrado por Patel e Pandeya (2000). O espectro de EPR para o
Cu(I1)-BSA foi simulado (b'), utilizando EasySpin (Stoll e Schweiger, 2006) e os parametros

sdao mostrados na Tabela 4.5.
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Figura 4.6 - Espectro de EPR, banda X, para Cu(ll)-HSA e Cu(ll)-BSA (a e b, respectivamente) e para
os precursores Cu(ll)-bipy e Cu(ll)-phen com HSA (c e d, respectivamente). A concentragdo de Cu,
HSA e BSA é de 0,5 mol L%, pH 7,4, 77K. (b’) e (¢’) sdo os espectros simulados de b e c utilizando o

programa easyspin (Stoll e Schweiger, 2006). Os parametros sdo mostrados na Tabela 4.5.

A Figura 4.6 também mostra os espectros de EPR dos precursores Cu(ll)-bipy e
Cu(ll)-phen na presenca de quantidades equimolares de HSA (c e d). Os espectros de ambos
os complexos sdao muito semelhantes e também mostram uma sobreposicdo dos dois sitios
de ligacdo. Observa-se que as linhas 1 tém as mesmas posi¢des tanto em c e d como em a
e b, sugerindo o mesmo ambiente de ligacdo. Isto pode ser devido ao deslocamento dos
ligantes bipiridina e fenantrolina pela HSA, quando o Cu(ll) se liga ao primeiro sitio da HSA.
As linhas hiperfinas do segundo sitio (identificada como 2'), no entanto, sdo deslocadas
para valores de campo mais elevados, indicando uma mudanca de g para um valor mais
baixo em relagdo ao Cu(ll), no sitio 2. O espectro de EPR de Cu(bipy)(HSA) também foi
simulado (c'), utilizando EasySpin (Stoll e Schweiger, 2006) e os parametros para os dois

sitios sdo mostrados na Tabela 4.5. Esta andlise sugere a formacao de complexos de ligantes
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mistos de [Cu(bipy)(HSA)] e [Cu(phen)(HSA)] neste segundo sitio. Os espectros de c e d
também mostram um aumento da populagdo do sitio 2' em relagdo ao sitio 1, o que indica
uma maior afinidade do sitio 2 para os complexos precursores do que para os ions livres de
Cu(ll). Foram encontrados resultados semelhantes para BSA (Fig. 4.7, d e h).

A Figura 4.7 mostra os espectros de EPR obtidos quando HSA e BSA s3o adicionadas
a solugdes dos complexos de cobre numa propor¢ao em quantidade de matéria de 1:1 (a,
c, e, g). Pode-se observar que uma fracdo dos complexos binucleares 3 e 4 (linhas tracejadas
3) dissocia-se e liga-se as albuminas como complexos mononucleares, que apresentam os
espectros de EPR caracteristico de uma superposicdo de dois Cu(ll). A Figura 4.7 mostra
também os respectivos espectros de EPR de Cu(ll)-bipy e Cu(ll)-phen com HSA e BSA
adicionadas na proporcdo molar de 1:1 (b, d, f, h). As linhas dos complexos binucleares
(tracejada 3) ndo aparecem na auséncia de NOR, mas as linhas para os dois sitios aparecem
nas mesmas posicoes (ver linhas verticais identificadas como 1 e 2') e, portanto, tém
parametros de EPR semelhantes.

Concluiu-se que as albuminas competem com NOR na interagdao com os complexos.
Provavelmente, complexos mistos de Cu(bipy)(SA) e Cu(phen)(SA) sdo formados no sitio 2,
onde SA sdo as albuminas séricas. No sitio 1 provavelmente os dois ligantes podem ser
deslocados, uma vez que os parametros espectrais sdo os mesmos que para os ions Cu(ll).

Comparando os espectros dos dois complexos de Cu(ll) de NOR com os seus
precursores (Figura 4.7) percebe-se que o sitio 1 € uma componente maior na presenca de
NOR (a, ¢, e, g) do que na auséncia de NOR (b, d, f, h). A presenca de NOR desloca o
equilibrio levando a uma populagdao maior no sitio 1. Uma possivel explicacao é que as
moléculas NOR livres também se ligam a albumina perto do sitio 2 e competem com Cu(ll)-
bipy e Cu(ll)-phen por este sitio.

Uma vez que as albuminas ndo sdo capazes de deslocar todas as moléculas de NOR
dos complexos com coligantes, conclui-se que as constantes de associacdo de ambos
Cu(ll)-bipy e Cu(ll)-phen com as albuminas sdo da mesma ordem de grandeza que a

constante de associacdo com a NOR.
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Figura 4.7 - Espectro de EPR, banda X, para o complexo 3, Cu(ll)-bipy, complexo 4 e Cu(ll)-phen com

quantidades equimolares de HSA ou BSA (concentrag¢do 0,5 mmolL?, pH 7,4, 77K).
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Tabela 4.5 - Parametros de EPR obtidos simulando a interagdo dos complexos e precursores

de Cu(ll) com as albuminas

Sitio 1
gL g A (MHz)
Cu(BSA) e Cu(HSA)* 2046 2190 091
' , (196 G)
Cu(bipy)(HSA) e Cu(phen)(HSA)* 2,052 2190  °03
py p , , (197 G)
Sitio 2 ou 2’
gL g A (MHz)
Cu(BSA) e Cu(HSA)*sitio 2 2,070 2299 %
' ' (157 G)
Cu(bipy)(HSA) e 528
Cu(phen)(HSA)* sitio 2" 2062 2265 1670
[CuCl>(phen)] sitio Gnico** 2074 2292 473
2 p ’ ’ (155 G)

* Parametros iguais, mas com diferentes porcentagens de sitio 1 e sitio 2.
** parametros para comparagao.

No caso da atividade anti-T.cruzi, foram observados resultados semelhantes para os
precursores e os complexos de NOR (Tabela 4.2), sugerindo que o Cu(ll)-bipy e Cu(ll)-phen

foram as principais espécies ativas.

4.6- Interagao da norfloxacina e de seus complexos de Cu(ll) com o DNA

Inicialmente foi calculada a concentracao da solucdo de DNA de timo de vitelo (CT-
DNA) utilizando sua absorvancia maxima, em 260 nm, e sua absortividade molar (& = 6600
mol L't cm™) (Efthimiadou et al., 2008). A concentrac¢do do DNA utilizada neste trabalho foi
de 1,6 x 10* mol L. Calculou-se ainda a razdo das absorbancias em 260 e 280 nm
(A260/A280), com o objetivo de verificar se as solugdes de CT-DNA estavam suficientemente
livres de contaminacdo por proteinas (Skyrianou et al., 2010). O valor obtido foi 1,8, o que
indica que o DNA estd em bom estado para ser utilizado (Zivec et al., 2012).

No espectro de absorcdo da NOR observam-se duas bandas em 272 e 324 nm e um
ombro em 334 nm, atribuidas as transicdes n—7n* e n—>n* da norfloxacina. No espectro de

1 e 2 s3o observadas as bandas da NOR. Nos espectros de 3 e 4, além das bandas
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caracteristicas da NOR, observa-se uma banda em 311 e 290 nm, respectivamente,
caracteristicas de anéis aromaticos conjugados da bipy e da phen.

Os espectros de UV-vis da norfloxacina e de seus complexos de Cu(ll) na auséncia e
na presenca de quantidades crescentes do DNA s3o mostrados na Figura 4.8. Observou-se
um leve aumento da intensidade da absorvancia apds a adicdo de quantidades crescentes
de DNA para a norfloxacina livre e para 2, 3 e 4, ou seja, hipercromismo sugerindo que a
interacdo dos compostos pode ocorrer na parte externa do DNA (Zivec et al., 2012). Nos
espectros de 1 observou-se hipocromismo, ou seja, uma diminui¢ao da intensidade da
absorvancia, que sugere que a interacao 1-DNA pode ocorrer por intercalacdo ou interacao
eletrostatica (Zivec et al., 2012).

A aplicacdo da equacdo de Scatchard (Eq. 1.1, pag. 14) permitiu a obtencdo de uma
reta e a constante de ligacdo DNA-droga foi obtida por meio da razdo entre o coeficiente
angular e o coeficiente linear dessa reta (ver Figura 4.8). Na Tabela 4.6 sdo listados os
valores das constantes de associagao, K, da norfloxacina livre e de seus complexos de Cu(ll)
com o DNA, em pH 7,4. Os valores de absorvancia utilizados no célculo de K, foram tomados

nos seguintes comprimentos de onda: 323 nm para a NOR livre e 322 nm para complexos.
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Figura 4.8 - Espectros de absorgao de (a) norfloxaciana, (b) [CuClz(H20)(NOR)].H,0 (1), (c)

[CuCly(py)(NOR)].H20 (2), (d) [CuCl(bipy)(NOR)]CIL.2H,0 (3) e (e) [CuCly(phen)(NOR)].3H,0 (4) na
auséncia e na presenca de concentragoes crescentes de DNA (periodo de incubagdo = 30 minutos).
Reta inserida — plotagem de [DNA]/(g. - &) versus [DNA] mol L. [DNA] = 1,6 x 10* mol L%,

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

Tabela 4.6 - Constantes de ligacdo (Kp) para a interacdo do DNA com a norfloxacina e seus

complexos de Cu(ll)

Composto Kpx 103 (L mol?) R?

norfloxacina 4,55 0,970
[CuCl2(H20)(NOR)].H20(1) 1,29 0,923
[CuClx(py)(NOR)].H20 (2) 6,66 0,957
[CuCl(bipy)(NOR)]CI.2H-0 (3) 2,84 0,977
CuCla(phen)(NOR)].3H.0 (4) 4,54 0,944

Os valores de Ky, calculados para a interagdo da norfloxacina e seus complexos de
Cu(Il) com o DNA s3o da ordem de 103 L mol?, indicando que os complexos interagem

menos com o DNA que os intercaladores classicos, que possuem valores de K, de 10°

(Pantel, Pamar e Gandhi, 2010).
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4.7 - Conclusao

Os complexos  [CuCly(H20)(NOR)].H20 (1), [CuCly(py)(NOR)].H,O  (2),
[CuCl(bipy)(NOR)]CI.2H20 (3) e [CuCly(phen)(NOR)].3H,0 (4), onde NOR representa a
norfloxacina, py a piridina, bipy a 2,2’-bipiridina e phen a 1,10-fenantrolina, ativos contra o
Tripanosoma cruzi, também mostraram-se promissores como agentes antibacterianos. O
estudo de interagdo com as albuminas por fluorescéncia demonstrou que os complexos
interagem moderadamente com a BSA e com a HSA por um mecanismo
predominantemente estatico. O estudo de interagdo por EPR permitiu concluir que os dois
sitios de interacdo da albumina com o Cu(ll) sdo utilizados na intera¢cdo dos complexos com
a albumina, sendo que no primeiro sitio é observada a presenca do ion Cu(ll) e no segundo
sitio a presenca das espécies Cu(ll)-bipy ou Cu(ll)-phen. A albumina pode ser um dos alvos
gue participam de mecanismo de acdo dos complexos tanto na atividade anti-T.cruzi como
na atividade antibacteriana. O estudo de intera¢gao dos compostos com DNA mostrou que
os valores das constantes de interacdo foram da ordem de 103 L mol?, indicando que os
complexos interagem moderadamente com o DNA e este ndo deve ser o principal alvo do

mecanismo de a¢ao dos complexos de Cu(ll) de NOR.
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Capitulo 5

Complexos de Au(l) e Au(lll) de norfloxacina: sintese, atividade

antimicrobiana e interagdo com DNA e albumina humana

Os complexos [AuS(CHs)2(NOR)]CI (5) e [Au(pyc)(NOR)z]Cl;.3H,0 (6), onde pyc é o
acido piridino-2-carboxilico e NOR é a norfloxacina, foram obtidos e caracterizados por
analise elementar, medidas de condutividade, termogravimétria, espectroscopia na regido
do infravermelho e ressonancia magnética nuclear. A atividade antibacteriana do ligante e
dos complexos foi testada e suas interacbes com o DNA e a albumina humana foram

estudadas utilizando espectroscopia na regido do UV-vis e fluorescéncia, respectivamente.
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5.1 - Dados de analise elementar e de medidas de condutividade

Os dados de analise elementar para o complexo 5 sugerem uma propor¢ao
Au:S(CH3)2:NOR de 1:1:1 e um cloreto. Para o complexo 6, os dados sugerem uma
proporg¢do de Au:pyc:NOR de 1:1:2, dois cloretos e a presenga de trés moléculas de dgua
de hidratag¢do, que foram confirmadas pelas curvas TG/DTG do complexo.

As curvas TG/DTG do complexo 6 mostram uma perda de massa de,
aproximadamente, 11 %, entre 298 e 415 K. O valor calculado para a saida dos dois cloros
mais as trés moléculas de agua foi de 11,5 %.

As medidas de condutividade, em N,N-dimetilformamida (DMF), sugerem que o
complexo 5 é eletrdlito 1:1 e que 6 é eletrdlito 1:2 (Geary, 1971). As seguintes férmulas
foram propostas para os complexos de Au(l) e Au(lll): [AuS(CHs)2(NOR)]CI (5) e
[Au(pyc)(NOR)2]Cl2.3H,0 (6). A Tabela 5.1 resume os dados de andlise elementar e

condutividade para os complexos.

Tabela 5.1 - Dados de andlise elementar e condutividade para os complexos de Au(l) e

Au(lll) de NOR.
Analise elementar
Complexos A (puS cm)?
% C %H %N
[AuS(CHs)2(NOR)]CI (5) 35,1 (35,2) 3,1(3,9) 6,9 (6,8) 72
[Au(pyc)(NOR);]Cl2.3H20 (6) 42,2 (42,2) 4,2 (4,3) 8,9(9,1) 124

Valores obtidos em solu¢do de DMF correspondentes a concentra¢do de 1,0 x 10 mol L.

5.2 - Espectroscopia na Regido do Infravermelho

O modo de coordena¢do mais comum das fluorquinolonas (FQ) é por meio das
carbonilas carboxilica e cetOnica (Turel, 2002), no entanto, as FQ's também podem se
coordenar por meio dos nitrogénios do anel piperazina (Gouvea et al., 2012; Vieira et al.,
2009).

No espectro da NOR livre observa-se a banda atribuida ao estiramento da carbonila
do 4cido carboxilico, v(C=0)carb, em 1730 cm™. Essa banda estd ausente quando essa
carbonila participa da coordenacgdo (Martins et al., 2012; Zivec et al., 2012). Nos espectros
dos complexos 5 e 6 essa banda é observada em 1722 e 1718 cm™%, respectivamente, o que

sugere que a coordenacdo ndo envolve o acido carboxilico. A banda atribuida ao
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estiramento da carbonila cetdnica, v(C=0),, aparece no espectro da NOR em 1616 cm,
deslocando-se pouco nos espectros dos complexos 5 e 6, 10 e 12 cm?, respectivamente.
Quando essa carbonila participa da coordenagdao, os deslocamentos observados sdo
superiores a 25 cm™ (Gouvea et al., 2013; Martins et al., 2012; Dorofeev, 2004). Logo, os
pequenos deslocamentos observados sugerem que a carbonila ceténica ndo participa da
coordenacdo. Conclui-se assim que a coordenacdo da NOR ao ouro deve ter ocorrido
através do nitrogénio do grupo piperazina (Gouvea et al., 2012). Os espectros na regido do

infravermelho para a NOR e para 5 e 6 encontram-se no Anexo 1 (pag. 100-102).

5.3 - Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) para os complexos de
Au(l) e Au(lll) de norfloxacina

A Tabela 5.2 lista as atribui¢des dos principais sinais de RMN de 'H e 13C da NOR e
de seus complexos de Au(l) e Au(lll). Os espectros encontram-se no Anexo 1 (pag. 108-110).
A Figura 5.1 mostra a estrutura da norfloxacina.

Nos espectros de RMN de *H observa-se que os valores dos deslocamentos quimicos
referentes aos hidrogénios da NOR sdo semelhantes aos observados para os complexos 5
e 6, exceto para os hidrogénios ligados ao anel piperazina. Nos espectros de 5 e 6, o sinal
referente aos hidrogénios Hs e H3 deslocam-se para a regido em que aparece o sinal dos
hidrogénios da agua e, por isso, ndo puderam ser observados separadamente. Os sinais
referentes a H, e He deslocam-se aproximadamente 0,3 ppm nos espectros de 5 e 6,
indicando que norfloxacina esta coordenada ao ouro por meio do anel piperazina (Vieira et
al., 2009; Gouvea et al, 2012). Ndo foi possivel observar o sinal do coligante dimetilsulfito
no espectro do complexo 5, pois o solvente utilizado na obten¢ao do espectro gera um sinal
intenso no mesmo valor de deslocamento quimico do sinal do coligante (~2,5 ppm). Os
valores das integrais dos sinais de hidrogénio confirmam que a razao NOR:pyc é de 2:1 no
complexo 6.

Nos espectros de RMN de 13C da NOR e de seus complexos de Au(l) e Au(lll) observa-
se que os sinais atribuidos aos carbonos das carbonilas ceténica e carboxila, Ci11 e Cig,
permanecem praticamente inalterados, indicando que esses grupos ndo participam da
coordenacdo (Vieira et al., 2009; Gouvea et al, 2012), assim como os sinais atribuidos aos
carbonos Cy1 e Cypz, proximos ao N14, demostrando que o N14 ndo participa da coordenagao.

Os sinais atribuidos aos carbonos Cs e Cs do anel piperazina deslocaram, aproximadamente,
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3 ppm, sugerindo o envolvimento do nitrogénio da piperazina na coordenag¢do ao ouro

(Gouvea et al., 2012).
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Figura 5.1 - Representacdo da estrutura da norfloxacina.

Tabela 5.2 - Principais deslocamentos quimicos (6/ppm) dos espectros de RMN de *H e 3C

para a NOR e seus complexos de Au(l) e Au(lll), em DMSO-d®, 400 MHz.

Composto  Hs, Hs H,, He G Cs C,, G Cu Cig Cu Cx

NOR 2,87(m) 3,23(m) 45,42 50,84/50,80 176,18 166,23 49,10 14,36
(5) 2 3,57 48,06/44,02  50,77/49,88 176,15 166,05 49,06 14,42
(6) @ 3,59 42,45 46,42 176,17 166,04 49,13 1447

3sobreposto pelo sinal da agua

Com base nos dados de andlise elementar, infravermelho e RMN foram propostas

estruturas para os complexos de Au(l) e Au(lll) de NOR, nas quais o complexo 5 tem

geometria linear e o complexo 6 tem geometria quadrado planar (Figura 5.2).
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Figura 5.2 - Representagdo das estruturas propostas para os complexos (a) [AuS(CHs)2(NOR)]CI (5)
e (b) [Au(pyc)(NOR);]Cl; (6).

5.4 — Testes de atividade antibacteriana para a NOR e seus complexos de ouro

Os testes de atividade antibacteriana dos precursores, da NOR e de seus complexos
de ouro foram feitos frente as cepas Staphylococcus aureus (SA), Pseudonomas aeruginosa
(PA), Citrobacter freundii (CF) e Listeria monocytogenes (LM). Os valores da concentracao
minima necessaria para inibir cinquenta por cento do crescimento das bactérias (ICso), para
os complexos de NOR sdo mostrados na Tabela 5.3.

A ampicilina, utilizada como antibiético de referéncia, e a NOR apresentaram ICso
inferior a 6,10 umol L frente a todas as bactérias testadas. Os sais de ouro n3o foram
ativos. Os complexos 5 e 6 apresentaram valores de ICso entre 3,80-12,47 umol L para as
cepas testadas, com excecao de Staphylococcus aureus, cujos valores foram mais elevados

(ver Tabela 5.3).

Tabela 5.3 - Valores de ICso (umol L) para os complexos de Au(l) e Au(lll) de norfloxacina

frente a quatro cepas de bactérias.

Composto SA PA CF LM
[AuS(CHs)2(NOR)]CI (5) 47,6 8,42 10,6 9,17
[Au(pyc)(NOR)]Cl2.3H20 (6) 64,4 9,51 3,80 12,47

Embora a complexacdo ao ouro ndo tenha contribuido para o aumento da atividade
antibacteriana da norfloxacina, ela pode vir a ser interessante em cepas resistentes, uma
vez que os complexos foram ativos em concentracdes da ordem de pmol L.

5.5 - Interagdo da norfloxacina e de seus complexos de Au(l) e Au(lll]) com o DNA
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A interacdo entre a norfloxacina e seus complexos de Au(l) e Au(lll) com o DNA foi
estudada, utilizando-se DNA de timo de vitelo (CT-DNA).

Na Figura 5.3a, o espectro inicial, em preto, refere-se a norfloxacina livre, na
auséncia de CT-DNA. Nesse espectro foram observadas duas bandas em 272 e 324 nm e
um ombro em 334 nm, atribuidas as transicdes m—n* e n—n* da fluorquinolona
(Skyrianou et al., 2010). As mesmas bandas sdo observadas nos espectros dos complexos,
com pequenos deslocamentos.

Os espectros da NOR e dos complexos obtidos durante a titulagdo com CT-DNA, sao
mostradas na Figura 5.3. Os valores das constantes de ligagdo DNA-composto (Kp) foram
obtidos pelo monitoramento das mudancas ocorridas na absorvancia em 324 nm para a
NOR e, em 322 nm, para os complexos e sdo listados na Tabela 5.4, em pH 7,4. Observa-se
que todos os complexos possuem valores de K, semelhantes, da ordem 10° L mol? e,
portanto, interagem moderadamente com o DNA.

A intensidade das bandas de absor¢do da norfloxacina e de seus complexos
aumenta, ap0ds a adicdo de aliquotas sucessivas de CT-DNA, resultando em hipercromismo,
indicando que a interacdo da NOR e dos seus complexos de ouro com DNA pode ocorrer

na parte externa do CT-DNA (Zivec et al., 2012).
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Figura 5.3 - Espectros de absorcdo de (a) norfloxacina, (b) complexo 5 e (c) complexo 6 na auséncia

e na presenga de concentracGes crescentes de DNA (periodo de incubagdo = 30 minutos). Reta

inserida — plotagem de [DNA]/(&. - &) versus [DNA] mol L. [composto] = 3 x

temperatura ambiente.

10° mol L}, a

Tabela 5.4 - Constantes de ligacdo (K») e coeficientes de linearidade (R?) para a interagdo

da norfloxacina e dos complexos de Au(l) e Au(lll) com o DNA.

Composto Ky/103 R?

Norfloxacina 5,94 0,969
[AuS(CHz)2(NOR)].CI (5) 7,24 0,954
[Au(pyc)(NOR)2]Cl2.3H20 (6) 2,97 0,989
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5.6 - Interagdo da norfloxacina e de seus complexos com a albumina

A HSA, quando excitada em 295 nm, mostra uma intensa banda de emissao em 345
nm. A intensidade de fluorescéncia da HSA decresce na presenca da NOR e de seus
complexos de ouro, indicando interagao com a HSA (Lakowicz, 2006). Os resultados obtidos
na titulagdo da HSA com a NOR e seus complexos foram analisados de acordo com a
equacao de Stern-Volmer (ver Introdugdo Eq. 1.2, pag. 16), da qual foram obtidos os valores
da constante de supressao, Ksy.

A interacdo dos complexos de Au(l) e Au(lll) de NOR com a HSA foi feita em duas
temperaturas 298 K e 310 K, visto que a supressao da fluorescéncia da albumina pode
ocorrer através de dois mecanismos: dinamico e estatico. Esses mecanismos podem ser
sugeridos por meio da dependéncia dos valores de Ksy com a temperatura, mas o que
distingue mesmo é o tempo de vida, que ndo muda na supressao estatica e decresce na
supressao colisional. A Tabela 5.5 resume os valores obtidos para as constantes de
interacdo albumina-composto (Ksv) e o coeficiente de linearidade (R?) e a Figura 5.4 mostra

os espectros de fluorescéncia e as retas obtidas utilizando a equacao de Stern-Volmer.
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Figura 5.4 - Espectros de fluorescéncia da HSA na auséncia e na presenca de quantidades crescentes
de (a) norfloxacina a 25 °C, (b) complexo 5 a 298 K, (c) complexo 5 a 310 K, (d) complexo 6 a 298 K
e (e) complexo 6 a 310 K. A concentracdo das albuminas foi de 2,0 x 10 mol L™

Tabela 5.5 - Valores das constantes de Stern-Volmer (Ks, L mol?) e dos coeficientes de
linearidade, R?, para as titulagdes da HSA com a norfloxacina e seus complexos de ouro, a
298 e 310 K.

Temperatura 298 K 310K

Composto Ke /10*  R? Ks/10*  R?
NOR 8,67 0,988 - -

5 4,41 0,997 5,80 0,990
6 4,31 0,995 2,79 0,951

A norfloxacina e os complexos 5 e 6 interagem com a HSA com constantes da ordem
de 10* e s3o fortes supressores da fluorescéncia dos residuos de triptofano da HSA (Tabela 5.5).

Observa-se que para o complexo 5 o valor de Ksy aumenta com a temperatura, o
gue indica que a interacao deve ocorrer pelo menos em parte por meio do mecanismo
dindamico. O valor calculado para as constantes de velocidade de supressdao bimolecular, kq
(L molts?), para a interagdo entre 5-HSA foi da ordem de 10'?, indicando o processo de
interacdo ndo é exclusivamente dindmico. Para o complexo 6 o valor de K, diminui com o
aumento da temperatura e o valor de k, € da ordem de 10*?, indicando que o processo de
interacdo foi, predominantemente, estatico (Silva et al., 2014).

A equacdo de Stern-Volmer modificada (Meng et al., 2015)

60



Log[(Fo-F)/F] = logKa + n log[Q]
em que F, é a intensidade de fluorescéncia inicial, F é intensidade de fluorescéncia, K, é a
constante de ligacdo, n é niumero de sitios de ligacdo e Q é o supressor, foi utilizada para
determinar os valores de K, e de n. Os valores sao mostrados na Tabela 5.6. As retas obtidas

utilizando a equacdo de Stern-Volmer modificada sdo mostradas na Figura 5.5.
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Figura 5.5 - Grafico de log{(Fo-F)/F} versus [Complexo] em duas temperaturas: 298 K (linha azul) e

310 K (linha vermelha) para (a) complexo 5 e (b) complexo 6.

Por meio dos valores dos coeficientes angular e linear das retas, foram
determinados os valores da constante de associacao (Ka) e o niUmero de sitios ligantes (n).

Os valores de n obtidos (n < 1) indicam que a interacdo acontece em apenas um sitio da
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HSA. Para o complexo 5 os valores de n, préximos de 0,5, indicam que o complexo se ligou

parcialmente a albumina (Xie et al., 2011).

Tabela 5.6 - Valores das constantes de ligacdao (Ka), nimero de sitios ligantes (n) e

coeficientes de linearidade (R?) em 298 e 310 K.

Complexo 298 K 310K
Ka /103 (mol L) n R? Ka /103 (mol L) n R?
5 0,10 0,50 0,967 0,12 0,48 0,935
6 51,6 1,00 0,977 12,8 0,95 0,934

Os valores da variacdo da entalpia (AH) e da variacdo da entropia (AS) envolvidos na
ligacdo entre a HSA e cada complexo em estudo foram calculados utilizando a Equacdo de
Van't Hoff, Ln K;= - (AH/RT)+(AS/R), e a variacdo da energia livre de Gibbs (AG) foi calculada
utilizando a equacdo, AG = AH-TAS, sendo K, a constante de ligacdo, R =8,314 J mol* K'e
T a temperatura em Kelvin (Tabela 5.7).

A partir desses parametros, além da espontaneidade do processo, é possivel inferir
sobre a natureza das interagdes entre a HSA e os complexos. A comparagdo entre as
magnitudes de variacdo de entalpia e entropia definira se a contribuicdo hidrofébica ou
eletrostdtica desempenhard um papel importante na estabilizacdo dos complexos. De
acordo com a literatura valores positivos de variacao de entalpia e de entropia (AH >0 e AS
> 0) indicam que a interacdo é constituida por forcas hidrofdbicas, valores negativos (AH <
0 e AS < 0) mostram que a interagdo ocorre através de ligagcdes de hidrogénio e AH <0 e AS
> 0 sdo indicativos que a ligacdo tem carater eletrostatico (Silva et al., 2014).

Os valores negativos da variacdo da energia livre de Gibbs para as interacdes
complexo-HSA, indicam que as interacdes sdo espontaneas. Os parametros
termodinamicos calculados para a interagao 5-HSA, AS > 0 e AH > 0, sdo tipicos de
interacGes hidrofdébicas. Os valores negativos calculados para as variagGes de entropia e
entalpia indicam que as ligacdes de hidrogénio sao as forcas mais relevantes na interacdo

6-HSA (Xie et al., 2011).
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Tabela 5.7- Parametros termodinamicos associados a interagcdo dos complexos de ouro de

NOR com HSA em diferentes temperaturas.

T (K) AS (J mol*Kt)  AH (k) mol?)  AG (k) mol?)

298 -11,5
Complexo 5 65 7,9

310 -12,2

298 -27,1
Complexo 6 -208 -89,2

310 -24,7

5.7 — Conclusao

Dois novos complexos de Au(l) e Au(lll) de norfloxacina foram obtidos e
caracterizados: [AuS(CHs)2(NOR)]CI (5) e [Au(pyc)(NOR)2]Cl2.3H,0 (6), onde pyc é o acido
piridino-2-carboxilico. Nestes complexos, a NOR liga-se ao metal na forma neutra e de
modo monodentado por meio do nitrogénio do anel piperazina. Os complexos
apresentaram atividade antibacteriana significativa, embora tenham sido menos ativos que
a norfloxacina livre. Nos estudos de interacdo da NOR e dos complexos com o DNA foi
observado um hipercromismo, indicando que os complexos ndo sao intercaladores e os
valores das constantes de associac¢3o calculadas foram da ordem de 103, mostrando que os
compostos interagem moderadamente com o DNA. Nos estudos de interagdo com a
albumina sérica humana (HSA), os valores de Ks encontrados foram da ordem de 104,
indicando interagdo moderada com a HSA. Para o complexo 5 o valor de Ksy aumentou com
a elevagdo da temperatura, sugerindo que a interagdo, pelo menos em parte, ocorreu por
meio de um mecanismo dindmico. Ao contrario, para o complexo 6, o valor Ks, diminuiu
com o aumento da temperatura, indicando que a interacdo ocorreu, predominantemente,
por meio do mecanismo estdtico. Os valores de AG encontrados para a interacdo

composto-HSA sdo negativos, mostrando que o processo é espontdneo, em todos os casos.
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Capitulo 6

Complexos de Cu(ll) de bases de Schiff: sintese, atividade bioldgica e

interagdo com DNA e albuminas

As bases de Schiff 2-((5-nitrofuran-2-il)metilamino)fenol (HL1) e 2-(4-
nitrobenzilidenoamino)fenol (HL2) e seus complexos [CuCl(L1)(phen)].0,5H,0 (7) e
[CuCl(L2)(phen)].2,5H,0 (8) foram obtidos e caracterizados por diversas técnicas. Suas
atividades anti-T.cruzi, antiproliferativa e antifungica foram testadas. Foram feitos ainda
estudos de interacdo de ligantes e complexos com as albuminas bovina e humana,

utilizando a técnica de fluorescéncia, e com o DNA, utilizando a técnica de UV-vis.
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6.1 —Caracterizacao das bases de Schiff livres

As bases de Schiff 2-((5-nitrofuran-2-il)metilamino)fenol  (HL1) e
2-(4-nitrobenzilidenoamino)fenol (HL2) foram caracterizadas por analise elementar,
espectroscopia na regido do infravermelho e ressonancia magnética nuclear. A Figura 6.1
mostra as estruturas das bases de Schiff e a Tabela 6.1 apresenta os dados de temperatura

de fusdao ou decomposicao e de analise elementar.
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Figura 6.1 — RepresentacGes das estruturas das bases de Schiff (a) HL1e (b) HL2.

Tabela 6.1 — Temperatura de fusdo ou decomposicdo e dados de andlise elementar (valores

calculados entre parénteses).

Complexos  T¢(°C) % C % H % N
HL1 170 ¢ 56,9 (56,9) 3,6 (3,5) 12,1 (12,1)
HL2 159-160 64,4 (64,5) 4,2 (4,1) 11,6 (11,6)

4 temperatura de decomposicdo

HL1 decompds-se na temperatura de 170 °C e HL2 funde-se com variacao de
temperatura de apenas um grau, o que indica a pureza do composto. Os dados de analise
elementar indicam que a condensacdo entre o aldeido e a amina ocorreu de forma
completa durante a sintese das bases de Schiff.

Nos espectros na regidao do infravermelho de HL1 e HL2 foi observada uma banda
de absorcdo em 3357 e 3321 cm}, respectivamente, atribuida ao estiramento da ligacdo
O-H do anel fendlico. A banda atribuida ao estiramento da ligacdo C-O do anel fendlico foi
observada em 1242 e 1231 cm™, nos espectros de HL1 e HL2, respectivamente. A banda
atribuida ao estiramento da ligacdo C=N, foi observada em 1618 e 1625 cm,
respectivamente, nos espectros de HL1 e HL2. Observam-se ainda duas bandas fortes, uma
em 1527 e 1514 cm !, para HL1 e HL2 respectivamente, atribuida ao estiramento

assimétrico do NO; e, outra em 1351 e 1341 cm™, atribuida ao estiramento simétrico do
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grupo NO;, para HL1 e HL2 respectivamente (Barbosa, 2008). Os espectros podem ser
vistos no Anexo 1 (pag. 102-103).

Os espectros de RMN de 'H de HL1 e HL2 apresentam um tripleto em & 6,84 e 6,85
ppm, respectivamente, atribuido ao hidrogénio Ha. Um dupleto é observado em 6 6,94
atribuido ao hidrogénio He. O sinal atribuido ao Hs é um tripleto em 6 7,14 ppm. O dupleto
em 6 7,28 e 7,29 ppm é atribuido ao Hs de HL1 e HL2, respectivamente. No espectro de
RMN de HL1 s3o observados os sinais referentes a Ho e a Hio em 6 7,49 e 7,81 ppm,
respectivamente, devido ao forte efeito retirador de elétrons do NO; Sdo observados ainda
dois singletos em 6 8,74 e 9,50 ppm, atribuidos aos hidrogénios do grupamento HC=N (H7)
e do OH. No espectro de HL2 sdo observados trés singletos em &6 7,14; 8,88 e 9,26 ppm
atribuidos ao Hs, H7, OH.
Nos espectros de RMN de 3C de HL1 e HL2 sdo observados 11 sinais de carbono referentes aos 11
atomos de carbono de HL1 e aos 13 dtomos de carbono de HL2, o que pode ser explicado pela
simetria dos carbonos do anel aromatico (Figura 6.1). Os espectros de RMN de 'H e 13C de HL1 sdo
mostrados nas Figuras 6.2 e 6.3, respectivamente e os de HL2 encontram-se no Anexo 1 (pag. 111).
Os principais deslocamentos quimicos (8) dos espectros de RMN de 'H e 3C para as bases

se Schiff sdo apresentados na Tabela 6.2.
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Figura 6.2- Espectro de RMN de 'H para HL1 Expans3o da regido entre 6,7 e 7,9 ppm (200MHz,
DMSO-ds).
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Figura 6.3 — Espectro de RMN de (a) 3C e (b) subespectro DEPT 135 deHL1 (200 MHz, DMSO-ds).

Tabela 6.2 - Principais deslocamentos quimicos (6/ppm) dos espectros de RMN de *H e 3C

para as bases de Schiff, em DMSO-d®, 200 MHz.

HL1 HL2

Ha 6,84 C3,Cy,Ci0o 114,4;116,6;116,8 | Ha 6,85 GCs3 116,4

He 6,94 C4,Ce 119,6; 120,9 He 6,94 C4,Cs 119,3; 119,5
Hs 7,14 GCs 129,0 Hs 7,14  Cao 123,8

Hs 7,28 G 136,4 Hs 7,29 Gs 128,6

Ho 749 G 146,4 Ho Gy 129,8

8,41

Hio 7,81 G, Cs, Cin 151,7;152,2; 153,7 | Hio Cz, Cs 136,9; 142,0
H7 8,74 H7 8,88 Ci,Cui1 148,6;151,9
OH 9,50 OH 9,26 G 156,9
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6.2 -Dados de microanalises, condutividade e analise térmica para os complexos de Cu(ll)

A Tabela 6.3 mostra os dados de analise elementar e os valores de condutividade
para os complexos de Cu(ll) de bases de Schiff. Os dados de microandlises mostram que a
relacdo metal:ligante:phen é de 1:1:1 e que os complexos possuem um cloreto como
ligante. As medidas de condutividade sugerem que os complexos sdo neutros. As moléculas
de agua de hidrata¢dao puderam ser confirmadas pelas curvas TG dos complexos. A curva
TG do complexo 7 mostra uma perda de massa de 1,5 %, entre 298 e 393 K, que
corresponde a saida de 0,5 molécula de dgua (calculado 1,7 %). A curva TG do complexo 8
mostra uma perda de massa de aproximadamente 7,56 %, entre 298 e 533 K, que
corresponde a saida de duas e meia moléculas de agua (calculado 7,96%). As curvas

TG/DTG encontram-se no Anexo 1 (pag. 106-107).

Tabela 6.3- Dados de andlise elementar (valores calculados entre parénteses) e

condutividade para os complexos de Cu(ll).

Complexos % C % H % N A*, uS cm?

[CuCl(L1)(phen)].0,5H.0(7) 52,6 (53,00  3,1(3,3) 10,7 (10,8) 47
[CuCl(L2)(phen)].2,5H,0(8) 54,2 (53,1)  3,8(3,9) 9,5(9,9) 35

*valores obtidos em solu¢do de DMF na concentrac¢do de 1,0 x 103 mol L

6.3 — Espectroscopia na Regidao do Infravermelho e na UV-visivel dos complexos de Cu(ll)

A banda de absor¢do observada na regido de 3357 e 3321 cm™ nos espectros de
infravermelho dos ligantes livres HL1 e HL2, respectivamente, atribuida ao estiramento da
ligacdo O-H do anel fendlico, desaparece nos espectros dos complexos de Cu(ll), indicando
que as bases de Schiff se ligam ao Cu(ll) na forma desprotonada. Os espectros de HL1 e HL2
apresentam ainda uma banda atribuida ao estiramento da ligacdo C=N em 1618 e 1624 cm~
1, respectivamente, que se desloca para 1582 cm™ no espectro do complexo 7 e para 1598
cm no espectro do complexo 8, indicando o envolvimento do nitrogénio na coordenacdo
(Wang, Yang e Chen, 2008). A banda atribuida ao estiramento da ligacdo C-O foi observada
em 1224 e 1240 cm™ nos espectros de 7 e 8, respectivamente (Barbosa, 2008). Observam-
se ainda duas bandas, atribuidas aos estiramentos assimétrico e simétrico do grupo NO;,
em 1516 e 1520 cm™ e 1348 e 1346 cm™ nos espectros de 7 e 8, respectivamente, (Barbosa,

2008). A Tabela 6.4 resume as principais bandas observadas nos espectros na regido do
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infravermelho médio para as bases de Schiff e seus complexos de Cu(ll) e os espectros
encontram-se no Anexo 1 (pag. 103-104)

No espectro da 1,10-fenantrolina livre observa-se uma banda intensa em 854 cm™
essa banda foi observada nos espectros de 7 e 8 em 856 cm™, confirmando a presenca da
fenantrolina na estrutura dos complexos. As bandas de intensidade média a forte na regido
de 900 a 650 cm™ ocorrem devido as deformacgdes angulares fora do plano de ligagdes =C-

H e as vibracdes de deformacgdo angular fora do plano proprio do anel (Barbosa, 2008).

Tabela 6.4 - Principais numeros de ondas (cm™) e atribuicdes de bandas na regido do

infravermelho para as bases de Schiff livres e seus complexos de Cu(ll).

Compostos v(OH)  v(C=N)  Vv(CO)  vass(NO2) Vvs(NO2)
HL1 3357 1618 1242 1527 1351
[CuCl(L1)(phen)].0,5H20(7) - 1582 1224 1516 1348
HL2 3321 1625 1231 1514 1341
[CuCl(L2)(phen)].2,5H20(8) - 1598 1240 1520 1346

Foram obtidos espectros de UV-Vis para os ligantes e seus complexos de Cu(ll) em
uma mistura DMSO/tamp3o fosfato. Nos espectros na regido do UV-visivel foi observada
uma banda, atribuida a transicao n—>m* do grupo carbonil, em 290, 269 e 273 nm, para
HL1, HL2 e 7, respectivamente (Pavia et al.,, 2012). Uma segunda banda atribuida a
transicdo n—>m* do grupo C=N foi observada em 440, 430, 423 e 435 nm, para HL1, HL2, 7
e 8, respectivamente. Em agua, as bandas de absor¢do da phen livre aparecem em 227 e
265 nm. Nos complexos 7 e 8 ndo foi possivel observa-las porque o tampao fosfato absorve
até 250 nm e, a banda em 265 nm, coincide com a banda do grupo carbonil da base de
Schiff.

Nos espectros dos complexos sdao observadas duas outras bandas, uma banda de
baixa intensidade em 714 e 741 nm, atribuida a transicdo d-d para 7 e 8, respectivamente,
e a banda atribuida a transferéncia de carga em 514 e 476 nm nos espectros de 7 e 8,
respectivamente. A Figura 6.4 apresenta os espectros na regido do UV-visivel para os

complexos de Cu(ll) de base de Schiff.
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Figura 6.4 — Espectros de absor¢do na regido do UV-visivel para os complexos (a) 7 e (b) 8 na mistura

DMSO/tamp3o fosfato e concentracdo de 5 x 10° mol L. Inseridos espectros em DMSO na

concentracdo de 1,5 x 103 mol L.

6.4 - Espectroscopia de Ressonancia Paramagnética Eletronica (EPR) para os complexos
de Cu(ll)

Os espectros de EPR dos complexos 7 e 8 foram obtidos em uma mistura de MeOH
e DMSO para garantir o mesmo solvente para os dois complexos, ja que 7 é mais soluvel

em MeOH e 8 em DMSO (Figura 6.5). As medidas foram feitas a 77 K.

Os complexos 7 e 8 apresentam espectros caracteristicos de complexos com
simetria axial, sem qualquer indicio de complexo binuclear. Em solucdo congelada,

observa-se que os dois complexos apresentam os mesmos parametros g, mas a regido de

g1 demonstra claramente a presenca de duas espécies com simetria axial, com diferentes
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valores de gi e com valores de Aj bastante semelhantes. Estas espécies, 1 e 2, estdo
identificadas na Figura 6.5 pela posi¢cao dos dois conjuntos de quatro linhas hiperfinas.

Comparando os parametros na Tabela 6.5, observa-se também que uma das
espécies que aparece em 7 e 8 tem 0s mesmos parametros que o precursor [CuClx(phen)],
sugerindo que em solugdo o complexo estd se dissociando formando uma mistura de Cu-
phen e Cu-base de Schiff ou Cu-phen-base de Schiff.

Ainser¢do na Figura 6.5 apresenta o espectro de segunda derivada na regido de g,

onde a estrutura superhiperfina de interacdo com nucleos de nitrogénio aparece mais
destacada. Observam-se cinco linhas, com constante de desdobramento superhiperfino,
Ay, igual a 13 G. As cinco linhas caracterizam interacdo com dois atomos de nitrogénio
equivalentes (I=1, 2nl+1 linhas). Uma vez que o espectro do precursor ndo apresenta uma
estrutura superhiperfina resolvida, essa estrutura pode ser atribuida ao segundo sitio, que

corresponde aos complexos com as bases de Schiff.

— 2% derivada 7

I ' 1 ' 1
3100 3200 3300

campo magnético (gauss)

2600 2800 3000 3200 3400
campo magneético (gauss)

Figura 6.5 - Espectros de EPR, banda X, para 7 e 8 (em MeOH:DMSO 1:1, temperatura 77 K)
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Tabela 6.5 - Parametros de EPR dos complexos de Cu(ll) em solucdo a 77K.

gl gi1 Ani(gauss) g2 Aix(gauss)  An(gauss)
[CuClx(phen)] 2,074 2,292 155 - - -
7¢8 2,070 2,291 154 2,324 148 13

Com base nos dados de analise elementar, infravermelho e EPR as seguintes
estruturas foram propostas para os complexos de Cu(ll) (Figura 6.6). O Cu(ll) tem numero
de coordenacdo cinco e os complexos tém geometria piramide de base quadrada ou

bipiramide trigonal.

(a) (b)
Figura 6.6 - Estruturas propostas para (a)[CuCl(L1)(phen)] (7) e (b) [CuCI(L2)(phen)] (8).

6.5 - Testes de Atividade anti-T.cruzi para as bases de Schiff e seus complexos de Cu(ll)

Nesse trabalho, estamos interessados na atividade anti-T.cruzi do ligante HL1 e de
seu complexos de Cu(ll). HL1 é um derivado de nitrofurano, assim como o nifurtimox. Para
efeito de comparacdo, preparamos também HL2, um derivado de nitrobenzeno, e seu
complexo de Cu(ll).

A atividade anti-T.cruzi das bases de Schiff e da phen livres, dos complexos de Cu(ll),
do precursor [CuCly(phen)], do sal de Cu(ll) e da droga de referéncia para a doenca de
Chagas, o Benznidazol, foi testada contra as formas tripomastigotas sanguineas do
Trypanosoma cruzi, in vitro. Foram utilizados, como parametros de analise, a concentracao
inibitdria minima (ECso), ou seja, o menor valor de concentragdo capaz de matar 50% do
parasito, e o indice de seletividade (IS), que identifica a dose efetiva dos compostos contra
0 parasito, mas que ndo exerca toxicidade para a célula hospedeira. O IS é calculado
fazendo a razdo entre LCso/ECso, onde LCso € concentracdo da droga que diminui em 50% a

viabilidade de células cardiacas ndo infectadas.
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Os valores de ECsp e 0 IS para as bases de Schiff livres, seus complexos de Cu(ll), o

sal de Cu(ll), [CuCly(phen)] e para o benznidazol sdo apresentados na Tabela 6.6.

Tabela 6.6 — Atividade (media = SD) e indice de seletividade (IS) para o sal de Cu(ll), o
precursor [CuCly(phen)], as bases de Schiff e seus complexos de Cu(ll) sob as formas

tripomastigotas sanguineas do T. cruzi (cepa Y), in vitro (24 h de incubacdo a 37 °C).

Compostos ECso (umol L?) indice deSeletividade (I1S)*
HL1 14 +5 0,7

HL2 40 + 22 2,4
[CuCl(L1)(phen)].0,5H,0 (7) 0,94 +0,17 3,7
[CuCl(L2)(phen)].2,5H20 (8) >96 0,03
[CuCly(phen)] 75 <4

CuCl2.2H20 82+3 6

Benznidazol 13+2 77

IS = LCs0/ECso. *Os dados sdo expressos como média + SD de trés experimentos independentes.

HL1 e HL2 tém atividade moderada sob as formas tripomastigotas do T.cruzi,
exibindo valores de ECso de, aproximadamente, 14 e 40 pumol L, respectivamente. O
precursor [CuCly(phen)] é ativo na concentracdo de 7 umol L e o sal de Cu(ll) na
concentracdo de 82 umol L. A associa¢do de HL1 ao Cu(ll) e a phen levou a um aumento
da atividade, sendo o complexo 7, aproximadamente, 15 vezes mais ativo que HL1, 13 vezes
mais potente que o Benznidazol e, 7 vezes mais ativo que o precursor. No entanto, a
associacao de HL2 ao Cu(ll) e a phen ndo levou a resultados satisfatorios, ja que o complexo
8 praticamente ndo tem atividade sobre o T. cruzi.

Embora o complexo 7 tenha se mostrado mais ativo que o Benznidazol, seu indice
de seletividade é bem menor. No entanto, os resultados indicam que a unido de um
derivado nitrofurano com o Cu(ll)-phen pode ser uma estratégia interessante na busca de

novos compostos ativos contra o T. cruzi.
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6.6 - Testes de Atividade antiproliferativa para as bases de Schiff e seus complexos de
Cu(ll)

Além da atividade anti-T.cruzi, testamos também as atividades antiproliferativa dos
complexos de Cu(ll), uma vez que a literatura relata exemplos de compostos com atividade
anti-T.cruzi que apresentam também atividade antitumoral. O nifurtimox, por exemplo,
exibiu promissor efeito antitumoral frente a uma linhagem de neuroblastoma (Boiani et al.,
2010).

A atividade antiproliferativa das bases de Schiff livres, dos complexos de Cu(ll), e do
farmaco de referéncia doxorrubicina, foi avaliada frente a sete linhagens de células
tumorais: U251 (melanoma), MCF7 (cancer de mama), NCI/ADR-RES (cancer de ovario
resistente), 786-0 (cancer de rim), NCI-H460 (cancer de pulmao), PC-3 (cancer de préstata),
HT29 (cancer colorretal). Para controle foi utilizada a linhagem HACaT (queratdcitos).

A proliferacdo celular foi determinada, por quantificacdo espectrofotométrica do
conteudo de proteina celular, empregando-se o método da sulforrodamina B (Formagio et
al., 2008). A porcentagem de inibicdo de crescimento foi calculada empregando-se a
seguinte equacao:

100 x [(T-To)/(C-To)]
em que T é a média da absorvancia das células tratadas, C é a média da absorvancia do
controle e To, é a média da absorvancia do controle no tempo To (antes do tratamento). Os
valores obtidos a partir dessa equacdo foram subtraidos de 100 %, obtendo-se assim a
porcentagem de inibicdo do crescimento. Os resultados referentes a atividade
antiproliferativa da doxorrubicina encontram-se dispostos na forma de curvas de

concentragdo versus porcentagem de crescimento (Figura 6.7).
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Figura 6.7 - Porcentagens de crescimentos de diferentes linhagens de células de tumores humanos

apos 48 horas de incubacdo, na presenca de diferentes concentracées da doxorrubina.

A Figura 6.7 apresenta as curvas de atividade antiproliferativa para a doxorrubicina.
As curvas que relacionam o crescimento celular (eixo Y) com a concentra¢dao do composto
(eixo X) apresentam pontos tanto com valores positivos como com valores negativos de Y.
Os pontos nas curvas que apresentam valores positivos no eixo Y correspondem as
concentragdes em que a doxorrubicina exibe atividade citostdtica, ou seja, inibe o
crescimento celular, mas ndo provoca a diminuicdo do niumero inicial de células observadas
no tempo To. J& 0s pontos nas curvas que apresentam valores negativos no eixo y, indicam
gue nestas concentracdes a doxorrubicina apresenta atividade citotdxica, ou seja, inibe o
crescimento celular e provoca uma redugdao do numero inicial de células cancerigenas
(Silva, 2013).

Na Figura 6.7 pode-se ainda extrair os valores da concentragao inibitéria minima
(Clsp), ou seja, a concentracdo do composto necessaria para inibir em 50 % o crescimento
celular. O Clsg é a concentracdo em que a curva de crescimento celular x concentragdo da
doxorrubicina cruza a linha pontilhada em 50 % do crescimento celular (Silva, 2013).

Ainterpretacdo dos graficos de inibicdo de crescimento celular versus concentracao
para os compostos testados deve ser feita da mesma forma que para a doxorrubicina. Os
graficos sdo mostrados na Figura 6.8 e os valores de Clsp e os indices de seletividade (IS)
determinados estdo listados na Tabela 6.7. Os indices de seletividade foram obtidos por
meio da razdo entre os valores Clso frente a linhagem de controle HACaT e os valores de

Clso frente a linhagens de células tumorais.
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Figura 6.8 - Porcentagens de crescimentos de diferentes linhagens de células de tumores humanos

apds 48 horas de incubagdo, na presenca de: (a) HL1, (b) HL2, (c) 7, (d) 8,

[CuCly(phen)] e (f) 1,10-fenantrolina.
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Tabela 6.7 - Valores de Clso (umol L) obtidos para, o [CuClz(phen)], a fenantrolina, as bases
de Schiff, seus complexos de Cu(ll) e o farmaco de referéncia, doxorrubicina, frente a

diferentes linhagens tumorais (os indices de seletividade sdo mostrados entre parénteses).

Composto U251 MCF7 NCI/ 7860 NCI-H460  PC-3 HT29 HACaT
ADR-RES

HL1 10,3(1,1) 12,9(0,9) 13,4(0,8) 87,5(0,1) 14,2(0,8) 10,8(1,0) 6,5(1,7) 11,2
HL2 38,0(1,8) 12,8(53) 70,6(1,0) 103,2(0,7) 689(10) 99,5(0,7) 18,2(3,8) 68,1

7 0,96(3,1) 0,96(1,2) 2,5(0,5 3,1(0,4) 0,55(2,1) 0,50(2,3) 0,96(1,2) 1,2

8 0,88(3,2) 3,4(08) 28(10) 2,7(1,1) 0,53(53) - 1,8(1,6) 2,8
[CuCl(phen] 0,95(0,2) 2,5(0,6) 1,9(0,4) 095(0,2) 3,2(0,8) 1,9(0,4) 4,4(1,0) 4,4
phen 1,1(02)  3,8(0,8) 1,5(03) 5,5(1,1) 093(0,2) 2,0(04) 55(12) 45
doxirrubicina 0,05 (2,0)  0,04(2,4) 0,5(0,2) 0,1(1,0) 0,05(23) 03(03) 03(03) 01

Clso: concentragdo necesséria para inibir 50 % do crescimento celular. 1S= LCso/Clso.

Os valores de Clsp apresentados na Tabela 6.7 mostram que as bases de Schiff livres
HL1 e HL2 apresentaram atividade citostatica sobre todas as linhagens testadas e, sobre
algumas linhagens, mostraram também atividade citotdxica (Figura 6.8). A complexacdo
das bases de Schiff ao Cu(ll)-phen levou a um aumento significativo da atividade frente a
todas as linhagens de células tumorais. O precursor e a fenatrolina livre foram ativos sobre
todas as linhagens em concentracdes entre 0,93 e 5,5 umol L, mas apresentaram
seletividade inferior ou igual a das bases de Schiff e dos complexos. Além disso, sabe-se
gue a fenantrolina livre é muito téxica (Kobeticova et al., 2008).

Os melhores valores de Clsodos complexos de Cu(ll) foram obtidos para as linhagens
U251 (melanoma), NCI-H460 (cancer de pulmdo), PC-3 (cancer de préstata) e HT29 (cancer
colorretal). Os complexos 7 e 8 foram 10,7 e 43 vezes mais ativos frente a linhagem U251,
gue suas respectivas bases de Schiff livres com indices de seletividade superior ao da
doxorrubicina. O complexo 7 foi ativo frente a linhagem PC-3 com valor de Clso préximo ao
da doxorrubicina e 7,6 vezes mais seletivo que o farmaco de referéncia. Os complexos 7 e
8 mostraram-se 4 e 5 vezes mais seletivos que a doxorrubicina, respectivamente, frente a
linhagem HT29.

As bases de Schiff e seus complexos de Cu(ll) foram ativos em concentracdes
maiores que a droga de referéncia sobre todas as linhagens estudadas, no entanto, os

complexos mostraram-se ativos em baixas concentracdes, inferiores a 3,4 umol L2, sobre
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todas as linhagens. As bases de Schiff e seus complexos mostraram maior indice de
seletividade que o precursor, que a fenantrolina e que a doxirrubicina na maioria dos casos.
Como o tratamento deve combater preferencialmente as células cancerosas, a maior
seletividade das bases de Schiff e de seus complexos de Cu(ll) é muito relevante na busca

por novos agentes contra o cancer.

6.7 - Testes de Atividade antifliingica para as bases de Schiff e seus complexos de Cu(ll)

A atividade antifungica das bases de Schiff livres e de seus complexos de Cu(ll) foi
testada frente as seguintes cepas de fungos de importancia clinica: Candida albicans ATCC
18804, Candida krusei ATCC 20298 e dois isolados clinicos Aspergillus fumigatus e
Aspergillus niger, pertencentes a colecao de micro-organismos do Laboratdrio de Micologia
do Departamento de Microbiologia do ICB-UFMG.

Os valores de concentragao inibitéria minima (CIM), que é a menor concentragdo
dos compostos capaz de inibir completamente o crescimento microbiano apds a incubacao,

foram calculados e sdo mostrados na Tabela 6.8.

Tabela 6.8 - Concentracdo inibitéria minima (CIM) para as bases de Schiff, seus complexos
de Cu(ll) e a droga de referéncia fluoconazol frente aos fungos Candida albicans, Candida

krusei, Aspergillus fumigatus e Aspergillus niger.

Compostos CIM (umol L)

C. albicans C. krusei  A. fumigatus A. niger

HL1 >551 >551 551 551
HL2 264 132 528 264
[CuCl(L1)(phen)].0,5H.0(7) 31 15 246 62
[CuCl(L2)(phen)].2,5H,0(8) >226 113 >226 >226
Fluconazol 6,5 104 >209 >209

HL1 ndo mostrou atividade significativa em nenhuma das cepas testadas, mas sua
complexacdo ao Cu(ll)-phen levou a uma melhora da atividade frente a trés cepas. O
complexo 7 é pelo menos 18; 37 e 9 vezes mais ativo que HL1 frente a C. albicans, C. krusei
e A. niger, respectivamente. Além disso, 7 mostrou-se mais ativo que o fluconazol contra

C. krusei e A. niger, indicando que a unido da base de Schiff ao Cu-phen pode ser uma
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estratégia interessante na busca de novos agentes antifungicos. HL2 inibiu o crescimento
dos fungos na concentracdo de 132-528 umol L. Nesse caso, a complexacdo ndo foi
interessante, pois o complexo 8 s6 mostrou atividade frente a C. krusei e em dose superior

a do ligante livre.

6.8 - Interagao dos complexos de Cu(ll) com o DNA

Os espectros de absorcdo das bases de Schiff e de seus complexos na auséncia e na
presenca de quantidades crescentes de DNA s3ao mostrados na Figura 6.9. A intensidade
das bandas de absorcdo de HL1, de HL2 e de seus complexos de Cu(ll) diminuiu apds a
adicdo de aliquotas sucessivas de CT-DNA, sugerindo que a interagdo dos compostos com
DNA pode ser eletrostdtica ou via intercalacdo (Firdaus et al., 2008).

Na Tabela 6.8 sdo listados os valores das constantes de associacdo das bases de
Schiff livres e de seus complexos de Cu(ll) com a DNA, em pH 7,4, obtidos utilizando a
equacdo de Scatchard (Equacdo 1.1, pag. 13). As retas obtidas sdo mostradas na Figura 6.9.

As constantes de intera¢do entre os compostos e o DNA foram calculadas utilizando
valores de absorvancia dos espectros dos compostos na auséncia e na presenca de
guantidades crescentes de DNA utilizando os comprimentos de onda nos quais ocorreu a

maior intensidade de absorcao.
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Figura 6.9 - Espectros de absorcdo de (a) HL2 e (b) [CuCl(L2)(phen)].2,5H,0 na auséncia e na
presenca de concentracdes crescentes de DNA (periodo de incubacdo = 30 minutos). Reta inserida

— plotagem de [DNA]/(&. - &) versus [DNA] x 10’ mol L,

Tabela 6.9 - Valores das constantes de associacao (Kp) das bases de Schiff livres e de seus

complexos de Cu(ll) com a DNA, em pH 7,4 e o coeficiente de linearidade das retas (R?).

Composto Ko x 10* (Lmol!) R?

HL1 0,79 0,999
[CuCl(L1)(phen)].0,5H.0 (7) 1,84 0,999
HL2 0,17 0,993
[CuCl(L2)(phen)].2,5H.0 (8) 0,89 0,999

Os complexos de Cu(ll) interagiram mais fortemente com o CT-DNA que as bases de
Schiff livres. Os valores das constantes indicam que HL1, HL2 e seus complexos interagem
moderadamente com o DNA. O complexo 7 apresentou o maior valor de K, e também
maior atividade anti-T.cruzi, sugerindo que o DNA pode ser um alvo importante no

mecanismo de acdo deste complexo.

6.9 - Interagao dos complexos de Cu(ll) de base de Schiff com as albuminas

A intensidade de fluorescéncia da BSA e HSA decresce na presenca das bases de
Schiff livres e seus complexos, indicando que as bases de Schiff e seus complexos de Cu(ll)
de fenantrolina suprimem a fluorescéncia do triptofano das albuminas (Lakowicz, 2006). As
Figuras 6.10 e 6.11 mostram a supressao da intensidade de fluorescéncia na presenca das

bases de Schiff e de seus complexos de Cu(ll).
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Os resultados obtidos na titulagcdo da BSA e da HSA com as bases de Schiff e seus
complexos foram analisados de acordo com a equacgdo de Stern-Volmer (ver Introdugao Eq.
1.2 pag. 15). As retas obtidas sdo mostradas nas Figuras 6.10 e 6.11. A Tabela 6.9 resume
os valores obtidos para as constantes de interagao albumina-composto (Ksy) e o coeficiente

de linearidade (R?).
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Figura 6.10 - Espectros de fluorescéncia das albuminas na auséncia e na presenga de

quantidades crescentes das bases de Schiff e as retas de Stern-Volmer. (a) BSA — HL1,

(b) BSA — HL2, (c) HSA — HL1 e (d) HSA — HL2, a 310 K.
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Figura 6.11 - Espectros de fluorescéncia das albuminas na auséncia e na presenca de

guantidades crescentes dos complexos de Cu(ll) de base de Schiff e as retas de Stern-

Volmer. (a) BSA - complexo 7, (b) BSA — complexo 8, (c) HSA — complexo 7 e (d) HSA —

complexo8,a 310K.

Tabela 6.10 - Valores das constantes Ksy (L mol) para a interacdo entre as bases de Schiff

livres, seus complexos e Cu(ll) e as albuminas (BSA e HSA) na temperatura de 310 K.

Composto BSA HSA

Ke /10°  R2 Ke /10°  R2
HL1 0,411 0,980 0,377 0,949
7 1,99 0,973 2,43 0,998
HL2 3,14 0,968 0,147 0,971
8 1,35 0,986 0,434 0,990
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Os valores das constantes de interacdo Ksy entre as bases de Schiff, seus complexos
de Cu(ll)-phen e as albuminas foram das ordens de grandeza de 10* e de 10° L mol?,
indicando que estes compostos sdo fortes supressores da fluorescéncia dos residuos de
triptofano das albuminas. A complexac¢do do ligante HL1 com o Cu(ll) levou a aumento dos
valores da constante Ksy bem como nas atividades bioldgicas estudadas, indicando que a
albumina pode influenciar os mecanismos de a¢do destes compostos.

Os valores calculados para a constante bimolecular de supressao kq muito
superiores ao limite de 10%° L mol? s para supress3o colisional controlada por difusio,
indicam que a presenca de algum tipo de ligacdo entre estes compostos e as albuminas
(Lakowicz, 2006). Nesses casos, a constante de Stern-Volmer pode ser considerada a
constante de associagao.

Os valores das constantes encontradas neste trabalho sdo préximos aos valores
presentes na literatura para compostos semelhantes. Fani e colaboradores (2013)
estudaram a interacdo entre duas bases de Schiff e a albumina humana (HSA), os valores
de Ksy determinados foram de 2,367 x 10°e 0,217 x 10° L mol™. Jin-Qi Xie e colaboradores
(2014) estudaram a interacdo de complexos de Cu(ll) de bases de Schiff com BSA e
encontraram constantes de interacdo Ks, das mesmas ordens de grandeza que as

encontradas neste trabalho 10%-10° L mol.

6.10 — Conclusao

As bases de Schiff2-((5-Nitrofuran-2-il)metilamino)fenol (HL1) e 2-(4-
Nitrobenzilidenoamino)fenol (HL2) e os seus complexos [CuCl(L1)(phen)].0,5H.0 (7)
[CuCl(L2)(phen)].2,5H,0 (8) foram obtidos e caracterizados. O complexo 7 mostrou
atividade anti-T.cruzi e antifingica. Quanto a atividade antiproliferativa, os complexos 7 e
8 apresentaram valores de Clsp menores que 3,4 umol L para todas as linhagens testadas
e indice de seletividade superior ao farmaco de referéncia na maioria dos casos.

As bases de Schiff e seus complexos de Cu(ll) interagem com o DNA com constantes
da ordem de 103-10*L mol, o que sugerem uma interacdo moderada. O complexo 7 foi o
mais ativo frente a forma tripomastigota do T.cruzi e sobre as linhagens de fungos testadas
e 0 que mais interagiu com o DNA, sugerindo que o DNA deve ser um dos alvos envolvidos
no mecanismo de ac¢do anti-T.cruzi e antifingico do composto. Sabendo que compostos

derivados de nitrofurano, como HL1 e 7, sdo reduzidos mais facilmente que os derivados
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de nitrobenzeno, como HL2 e 8, o mecanismo de a¢do desses compostos pode envolver a
redugao do grupo nitro, como ocorre nos farmacos nifurtimox e benznidazol (Rodriguez et
al., 2009). As bases de Schiff e seus complexos de Cu(ll)-phen suprimiram a fluorescéncia
do triptofano das albuminas séricas bovina e humana constantes da ordem de 10%-10° L

mol?, indicando que a albumina pode influenciar o mecanismo de acdo dos compostos.
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Capitulo 7

Conclusoées Finais

As fluorquinolonas vém sendo estudadas devido a sua capacidade quelante e suas
aplicacGes como agentes antimicrobianos, antituberculose e antitumorais (Appelbaum e
Hunter, 2000; Wang et al., 2008). Neste trabalho foram estudados complexos de Cu(ll),
Au(l) e Au(lll) de norfloxacina (NOR), uma fluorquinolona de segunda geracdo. Apds as
caracterizagOes fisico-quimicas e espectroscdpicas as seguintes estruturas foram
propostas: [CuClz(H20)(NOR)].H20 (1), [CuCl2(py)(NOR)].H20 (2), [CuCl(bipy)(NOR)]CI.2H,0
(3), [CuClz(phen)(NOR)].3H.0 (4), [AuS(CHs3)2(NOR)ICI (5) e [Au(pyc)(NOR).]Cl2.3H20 (6),
onde NOR representa a norfloxacina, py a piridina, bipy a 2,2’-bipiridina, phen a 1,10-
fenantrolina e pyc é o acido piridino-2-carboxilico. Nos complexos de Cu(ll) a NOR est3
coordenada na forma zwiteriénica e de modo bidentado por meio do atomo de oxigénio
das carbonila cetonica e carboxilica. J& nos complexos de Au(l) e Au(lll), a NOR esta
coordenada na forma neutra e de modo monodentado por meio do nitrogénio do anel
piperazina.

Os complexos 1-6 mostraram ser ativos contra linhagens de bactérias Gram-
positivas e Gram-negativas, embora ndo tenham aumentado a atividade da NOR livre. Os
complexos 3 e 4 apresentam também significativa atividade anti-T.cruzi, sendo tdao ou mais
ativos que a droga de referéncia, Benznidazol. Para tentar compreender o mecanismo de
acdo dos complexos foram feitos estudos de interacdo com o DNA e com as albuminas
séricas bovina (BSA) e humana (HSA). Os complexos 1-6 interagiram moderadamente com
o DNA, sendo que a interacdo 1-DNA pode ser eletrostatica ou via intercalacdo, e a
interagdao de 2-6 com o DNA ocorreu com rompimento da estrutura secundaria do DNA. Os
complexos suprimem a fluorescéncia das albuminas, pelo menos em parte, por meio de
um mecanismo estatico.

Outro grupo de compostos que tem sido largamente estudado como ligantes na

busca por novos farmacos sao as bases Schiff (Silva et al., 2011). Nessa etapa do trabalho
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foram obtidos dois complexos de Cu(ll) de bases de Schiff, [CuCl(L1)(phen)].0,5H,0 (7) e
[CuCl(L2)(phen)].2,5H,0(8), onde phen é a 1,10-fenantrolina e L1 e L2 representam as
bases de Schiff 2-((5-nitrofuran-2-il)metilamino)fenol e 2-(4-nitrobenzilidenoamino)fenol,
respectivamente, desprotonadas e coordenadas ao Cu(ll) de modo bidentado por meio do
oxigénio e do nitrogénio. O complexo 7 foi muito ativo frente a forma tripomastigota do
T.cruzi, sendo mais ativo que HL1 livre e que o Benznidazol, que é a droga de referéncia.O
complexo 7 também mostrou boa atividade antifungica contra Candida albicans, Candida
krusei e Aspergilus niger. As bases de Schiff livres foram ativas frente a sete linhagens de
células tumorais e a complexacdo ao Cu(ll) aumentou a atividade antiproliferativa, sendo 7
e 8 ativos em baixas concentragdes e mais seletivos que o farmaco de referéncia, a
doxirrubicina. Logo a complexacdo pareceu ser uma estratégia interessante na busca de
compostos mais ativos contra células tumorais.

Posteriormente estudou-se a interacao das bases de Schiff e dos complexos 7 e 8
com as biomoléculas DNA, BSA e HSA. A interacdo dos complexos com o DNA pode ser
considerada moderada, bem como a interagdao com a BSA e a HSA, indicando que esses
alvos podem ter papel importante no mecanismo de agao desses compostos. As bases de
Schiff livres e seus complexos interagiram com o DNA, provavelmente, por intercalagao ou
interacdo eletrostatica, ja a interacdo com as albuminas ndo ocorreu, exclusivamente, por
processo dinamico.

Portanto, esperamos que esse trabalho possa contribuir para um melhor
entendimento das propriedades estruturais e farmacolégicas da norfloxacina, das bases de
Schiff HL1 e HL2 e de seus complexos metalicos.

Até o momento, esse trabalho deu origem a dois artigos: o primeiro com os
resultados obtidos para os complexos de Cu(ll) de norfloxacina, que foi publicado no
Bioinorganic Chemistry and Applications (DOI 10.1155/2016/5027404) e, o segundo, com
os resultados obtidos para os complexos de Cu(ll) de bases de Schiff, que foi publicado no
Journal of the Brazilian Chemical Society (DOl 10.5935/0103-5053.20160150). Um terceiro
artigo com os resultados obtidos para os complexos de ouro de norfloxacina sera escrito e

enviado para uma revista especializada.
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% Transmitancia

Anexo 1 — Espectros na regiao do infravermelho
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Figura Al — Espectro de infravermelho da Norfloxacina (KBr).
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Figura A2 — Espectros de infravermelho do complexo [CuCl(bipy)(NOR)]CI.2H,0 (3) (KBr).
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Figura A3 — Espectro de infravermelho do complexo [CuCly(phen)(NOR)].3H,0 (4) (KBr).
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% Transmitdncia

% Transmitdndia

Figura A4 — Espectros de infravermelho do complexo [Au(S(CH3)(NOR)]CI (5) (KBr)
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Figura A5 — Espectro de infravermelho do complexo [Au(pyc)(NOR);]Cl; (6) (KBr)
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Figura A6 — Espectro de infravermelho de HL1 (neat)
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Figura A7 — Espectro de infravermelho de HL2 (ATR)
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Figura A8 — Espectro de infravermelho do complexo [CuCl(L1)(phen)].0,5H,0(7) (KBr)
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Anexo | — Curvas de TG/DTG
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Figura A10 — Curvas TG/DTG do complexo [CuCl(bipy)(NOR)]CI.2H,0 (3)
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Figura A11 — Curvas TG/DTG do complexo [CuCly(phen)(NOR)].3H,0 (4)
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Anexo | — Espectros de RMN

Figura A16 - Espectro de RMN de **C da Norfloxacina (400MHz, DMSO-ds 20°C)
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Figura A17 - Espectro de RMN de *H de [Au(S(CHs),)(NOR)]CI (400MHz, DMSO-ds, 20°C)
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Figura A18 - Espectro de RMN de 3C de [Au(S(CHs),)(NOR)]Cl (400MHz, DMSO-ds, 20°C)
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Figura A19 - Espectro de RMN de *H de [Au(pyc)(NOR),]Cl, (400MHz, DMSO-ds, 20°C)
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Figura A20 - Espectro de RMN de *3C de [Au(pyc)(NOR)2]Cl; (400MHz, DMSO-ds, 20°C)
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Figura A23 — Espectro de absorcdo UV-vis (a, c, e, g, i, |, n, p, r) e espectros de fluorescéncia de
emissdo (b, d, f, h, j, m, o, q, s). Espectros da BSA com adi¢do de aliquotas do sal de Cu(ll), da NOR
e dos complexos de Cu(ll). (a, b) norfloxacina; (c, d) Cu(ll); (e, f) complexo (1); (g, h) Cu(py); (i, j)
complexo (2); (I, m) Cu(bipy); (n, o) complexo (3); (p, g) Cu(phen); (r, s) complexo (4).
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Figura A24— Espectro de absorgdo UV-vis (a, ¢, e, g, i, |, n, p, r) e espectros de fluorescéncia de
emissdo (b, d, f, h, j, m, o, g, s). Espectros da BSA com adi¢do de aliquotas do sal de Cu(ll), da NOR
e dos complexos de Cu(ll). (a, b) norfloxacina; (c, d) Cu(ll); (e, f) complexo (1); (g, h) Cu(py); (i, j)
complexo (2); (I, m) Cu(bipy); (n, o) complexo (3); (p, q) Cu(phen); (r, s) complexo (4).
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