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RESUMO

O presente trabalho descreve a sintese e caracterizacdo de novos complexos de
platina(II) do tipo [Pt(DMSO)(FQ)CI]CI e complexos de paladio(Il) do tipo cis-[Pd(FQ)CI:]
em que FQ representa uma fluoroquinolona, a saber, levofloxacina, ofloxacina, ciprofloxacina
e esparfloxacina. Estes complexos foram caracterizados por anélise elementar, condutimétrica
e termogravimétrica, assim como espectrometria de massas de alta resolucao, UV-Vis, IV, e
por RMN 'H, 13C e '°Pt. Os dados espectrais sugerem que as fluoroquinolonas coordenam-se
como ligantes bidentados a platina(Il) através dos atomos de nitrogénio do anel piperazinico. A
atividade antimicobacteriana e antitumoral dos compostos de platina contendo ofloxacina,
ciprofloxacina e esparfloxacina foram determinadas. Ensaios microbioldgicos envolvendo a
linhagem Mpycobacterium tuberculosis (ATCC 27294) mostraram que todos os complexos
possuem apreciavel atividade, exibindo atividade antituberculose em baixas concentragdes com
valores de MIC comparaveis aos farmacos de segunda linha usados no tratamento de
tuberculose. O complexo com esparfloxacina, [Pt(DMSO(SPF)CI]CI, exibiu o melhor potencial
contra a maioria dos isolados clinicos de Mycobacterium tuberculosis resistentes. A atividade
citotoxica destes compostos foi avaliada em trés linhagens celulares: MCF-10 (célula sadia),
MCEF-7 (célula de cancer com resposta hormonal) e MDA-MB-231 (célula de cancer de mama
triplo negativa). O complexo [Pt(DMSO)(SPF)CI]CI exibiu ICso igual a 17,3 para as células
MCF-7 e 15,3 para as células MDA-MB-231, com indices de seletividade de 7,8 e 8,8,
respectivamente, sendo entdo trés vezes mais ativo que a cisplatina na linhagem MCF-7 e
aproximadamente 5 vezes mais ativo na linhagem MDA-MB-231, mostrando-se bem mais
seletivo que a cisplatina. A citometria de fluxo determinou que [Pt(DMSO)(SPF)CI]CI induziu
morte por apoptose tardia nas células MDA-MB-231.

Palavras-chave: Complexos de platina(Il), complexos de paladio(Il), atividade antitumoral,

Mycobacterium tuberculosis, atividade antituberculose.



ABSTRACT

This work describes the synthesis and characterization of new platinum complexes of
the type [Pt(DMSO)(FQ)CI]CI and palladium complexes of the type cis-[Pd(FQ)Cl>], in which
FQ represents a fluoroquinolone, namely, levofloxacin, ofloxacin, ciprofloxacin and
sparfloxacin. These complexes were characterized by elemental analysis, conductivity and
termogravimetric as well as high-resolution mass spectrometric (HRESIMS), IR, UV-Vis and
'H, 13C and '""’Pt NMR. The spectral data suggest that the fluoroquinolones act as bidentate
ligands coordinated to platinum(Il) through the nitrogen atoms of the piperazine ring. The
antimycobacterial and anticancer activity of the platinum compounds containing ofloxacin,
ciprofloxacin and sparfloxacin were determined. Microbiological assays against wild type
Mycobacterium tuberculosis (ATCC 27294) showed that all complexes have been very active,
exhibiting antituberculosis activity in low concentrations with MIC values comparable to
second line drugs used in the treatment of tuberculosis. The complex with sparfloxacin,
[Pt(DMSO)(SPF)CI]CI, exhibited the best potential against most drug-resistant Mycobacterium
tuberculosis clinical isolates. The cytotoxicity activity of these compounds was also evaluated
in three cell lines: MCF-10 (a healthy cell), MCF-7 (a hormone responsive cancer cell) and
MDA-MB-231 (triple negative breast cancer cell). The complex [Pt(SPF)(DMSO)CI]|CI
showed ICso equal 17.3 for MCF-7 cells and 15.3 for MDA-MB-231 cells, with selectivity
index 7.8 and 8.8, respectively, being three times more active than cisplatin for MCF-7 line and
approximately five times more active than MDA-MB-231 line, being more selective than
cisplatin. Flow cytometry analysis revealed that [Pt(DMSO)(SPF)CI]CI induced late apoptotic
cell death in MDA-MB-231 cells.

Keywords: Platinum(II) complexes, Palladium(II) complexes, antitumor activity,

Mycobacterium tuberculosis, antituberculosis activity.
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1. INTRODUCAO
1.1. Fluoroquinolonas

As quinolonas, diferentemente de grande parte dos antibidticos convencionais, ndo
advém de organismos vivos, sendo entdo quimicamente sintetizadas. O primeiro composto
desta classe, o acido nalidixico (Figura 1), foi descoberto acidentalmente por Lesher ef al. em
1962 como um subproduto da sintese de um composto antimalarial. (LESHER et al., 1962;
ANDRIOLE, 2005; BISACCHI, 2015). Apdés dois anos da descoberta deste agente
antibacteriano, definiu-se que seu mecanismo de agdo ocorre através da inibi¢ao da atividade
da DNA girase (topoisomerase II), que se refere a uma enzima essencial a sobrevivéncia das
bactérias. Esta descoberta deu inicio a busca por novos compostos dessa classe, tendo como
base o nucleo 4-quinolona, como resultado destes esfor¢os, esta familia de antibidticos tornou-

se relativamente grande (EMMERSON, JONES, 2003; MINARINI, 2008).

Figura 1-Estrutura do 4cido nalidixico (em destaque o nucleo 4-quinolona).

Fonte: A autora.

O 4cido nalidixico foi aprovado em 1967 para o tratamento de infec¢des urindrias nao
complicadas, que sdo em sua maioria causadas por bactérias Gram-negativas, entretanto para
uma destas bactérias, Pseudomonas aeruginosa, observou-se resisténcia. Além disso, foi
verificado a resisténcia de bactérias Gram-positivas a este firmaco, assim como as quinolonas
sintetizadas posteriormente. (EMMERSON, JONES, 2003).

Apbs desenvolvimento do acido nalidixico, produziu-se o 4cido pipemidico, que foi a
primeira quinolona piperazinica a ser sintetizada, tendo sido desenvolvida no Japdo. Testes de
atividade bioldgica demonstraram que este composto apresentou alguma atividade, ainda que
restrita, contra Pseudomonas aeruginosa indicativo de que a adi¢dao do anel piperazinico pode
ter influenciado na melhora da atividade (ITO, 2004). Significativa melhora na atividade
antibacteriana se deu com o desenvolvimento da primeira monofluoroquinolona em 1976, a
flumequina (Figura 2) (TARUSHI et al, 2013). A inser¢cdo de um atomo de fluor permitiu

ampliar o espectro de atividade quanto a bactérias do tipo Gram-negativas além de possibilitar



um aumento no espectro de acdo quanto as bactérias Gram-positivas. Assim observou-se que
modificac¢des na estrutura do nicleo da quinolona podem resultar em compostos mais ativos, ja
que os primeiros compostos ndo apresentavam atividade para bactérias do tipo Gram-positivas.

(EMMERSON, JONES, 2003; ITO, 2004).

Figura 2-Estrutura da flumequina.
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Fonte: A autora.
Dessa forma, a inser¢ao de diferentes substituintes no ntcleo quinolinico possibilitou a

producao de novas espécies, visando uma melhor atividade. Estas alteragdes foram realizadas

pela incorporagdo de substituintes em N-1, C-7, C-8 e C-9, conforme numera¢do na Figura 3.

Figura 3-Estrutura base da quinolona.

Fonte: A autora.

A adi¢do de grupos substituintes nestas posicoes foi realizada para promover uma maior
interacdo desta classe de farmacos com grupos especificos na bactéria, melhorando nio s6 a
atividade como também a farmacocinética nestes novos compostos. A adi¢do de um atomo de
fltior na posicao C-7, como observado nas fluoroquinolonas, faz com que os compostos que o
tenham, possuam maior interagdo com a célula bacteriana e, portanto, geram uma maior
inibicdo da DNA girase. J4 a inser¢d@o de um segundo atomo de fliior na posi¢ao C-9, como no
caso da esparfloxacina, aumenta ainda mais sua absorc¢ao pela célula bacteriana, como também
a meia-vida deste composto no organismo. A adi¢do de um anel piperazinico na posi¢gao C-8
da base da quinolona, que esta presente em alguns compostos de segunda, terceira e quarta
geracdo de quinolonas (classificagdes definidas adiante), implica no aumento da atividade

contra bactérias Gram-negativas, e finalmente a incorporag¢do de um grupo metila no nitrogénio



distal contido no anel piperazinico, se associa ao aumento do tempo de meia-vida no organismo
e a uma maior biodisponibilidade (ANDRIOLE, 2005; RODRIGUES-SILVA et al., 2014;
OWENS, AMBROSE, 2005). Conclui-se entao que a adi¢ao de determinados grupos ao nucleo
quinolinico podem influenciar no aumento de atividade bioldgica. Na Figura 4 ilustra-se alguns

possiveis substituintes em distintas posi¢cdes que favorecem melhora na atividade biologica.

Figura 4-Alguns dos substituintes no nucleo quinolinico e o decorrente aumento de atividade.
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Fonte: Adaptado de Bambeke et al., 2005.

Na década de 80 as fluoroquinolonas foram introduzidas na clinica médica sendo
utilizadas tanto em bactérias Gram-negativas quanto em Gram-positivas. Na literatura pode ser
verificado algumas classificagdes que podem divergir um pouco entre si, mas utilizando as
classificagdes propostas por Andriole, Sharma e colaboradores, as quinolonas podem ser
classificadas de acordo com o Esquema 1, que contém apenas alguns exemplos (ANDRIOLE,
2005; SHARMA, JAIN, A., JAIN, S., 2009).

Com a maior utilizagdo das fluoroquinolonas nos dias atuais, principalmente no que se
refere a tuberculose, mais especificamente relativo as bactérias multirresistentes, ¢ relevante
conhecer o modo de acdo dessas espécies, € para isso faz-se necessario conhecer um pouco

sobre 0 DNA bacteriano e sua replicagao.



Esquema 1-Classificacdo de quinolonas mediante uso de alguns exemplos

( 1" geracao !
« Acido Nalidixico;
« Acido Oxolinico; e
» Cinoxacina
{ 2% geracao }
* Norfloxacina;
* Ciprofloxacina;
* Lomefloxacina;
» Ofloxacina; e
» Enoxacina.

| 3% geracao !
» Temafloxacina;
* Esparfloxacina
* Levofloxacina;
* Grepafloxacina; e
» Gatifloxacina
| 4* geracao ]
* Trovafloxacina;
» Moxifloxacina; e
* Gemifloxacina.

Fonte: Adaptado de ANDRIOLE, 2005; SHARMA et al., 2009.

A replicacdo do DNA bacteriano ¢ semiconservativa, ou seja, uma das fitas do DNA
permanece em cada uma das células filhas, haja visto que cada célula gera duas células filhas.
Este DNA encontra-se superenovelado dentro do cromossomo que o contém, por questao de
espaco e funcdes bacterianas. Para que ocorra a replicagdo desse DNA, enzimas especificas
promovem a abertura da dupla fita e a regido de separacdo entra as fitas toma a forma deum Y
denominada forquilha de replicagao.

Com o processo de abertura do DNA se tem um superenovelamento imediatamente apos
a forquilha de replicacdo, devido ao excesso ou falta de voltas no DNA que resulta em muita
tensdo nessa regido e impede a continuidade da abertura da hélice, e a enzima DNA-girase ou
topoisomerase II é responsavel por diminuir essas tensdes. Esta enzima € um tetramero formado
por duas subunidades A e B, que sdo codificadas pelos genes gyr4 e gyrB, respectivamente.

Outra enzima importante na replicagdo ¢ a topoisomerase [V, um tetrimero composto
por duas subunidades C e duas subunidades E, codificadas pelos genes parC e parE,
respectivamente. Esta ¢ responsavel pelo desencadeamento no processo final da replicagao, ou

seja, refere-se a remog¢do da interligacdo entre o DNA circular nesta parte do processo, para



possibilitar a segregacdo em duas células filhas ao fim de cada processo de replicagdo. E
possivel entdo concluir que tanto a topoisomerase Il quanto a topoisomerase IV s3o essenciais
para que se tenha viabilidade dos microrganismos uma vez que sao necessarias a multiplicagao
celular (LUPALA, GOMEZ-GUTIERREZ, PEREZ, 2013; SOUSA, 2014).

As fluoroquinolonas agem inibindo uma ou outra destas enzimas, sendo que a DNA
girase como primeiro alvo ¢ mais comum em bactérias Gram-negativas e a topoisomerase IV
como primeiro alvo, ¢ mais susceptivel em bactérias Gram-positivas. Estes antibacterianos
interagem eficientemente com estas enzimas inibindo suas fun¢des durante o processo de
replicagdo. Quando a fluoroquinolona interage com a DNA girase ocorre “quebra” do DNA
bacteriano, e quando se liga a topoisomerase IV ndo permite a separacao em célula filhas, e por
fim ocorre morte dos microrganismos de uma forma ou de outra (SOUSA, 2014; LUPALA et
al., 2013).

A resisténcia a estas espécies também ocorre principalmente devido a estas mesmas
enzimas, uma vez que ocorrem modificagdes estruturais nestas e as interagdes entre o fArmaco
e as enzimas se tornam muito fracas. Estas mudancgas sao relatadas como ocorrendo em
aminoacidos dos pares de genes parC e parE na topoisomerase IV ou no gene gyrd da
topoisomerase II, ou ainda em ambos (SOUSA, 2014; LUPALA et al., 2013).

Conforme ja mencionado as fluoroquinolonas apresentam amplo espectro de acdo, ¢ na
Tabela 1 € possivel verificar o uso de algumas fluoroquinolonas no tratamento de doengas, que
incluem agentes etioldgicos bacterianos e fingicos.

Tabela 1-Aplicagdes das fluoroquinolonas na clinica médica

Enfermidades nas quais se Provavel etiologia Fluoroquinolona utilizada
aplica FQs
Infecg¢des complicadas do Escherichia coli Ciprofloxacina,
trato urinario Staphylococcus ofloxacina, lomefloxacina,
saprophyticus enoxacina, levofloxacina e
Espécies de Proteus e de gatifloxacina
Klebsiella
Enterococcus faecalis
Pielonefrite ndo Enterobactérias Norfloxacina,
complicada (infecc¢ao Enterococos levofloxacina e
urinaria do trato superior) Staphylococcus aureus gatifloxacina
Pielonefrite aguda em Enterobactérias Ciprofloxacina e
mulheres ndo gravidas Pseudomonas sp levofloxacina (menos
Enterococos eficiente)

Staphylococcus aureus




Prostatite

Sinusite antibacteriana
aguda

Bronquite aguda
bacteriana

Pneumonia adquirida

Uretrites e cervicites

Cancro mole

Diarreia do viajante

Febre tifoide entérica

Coélera

Infecgdes em pés
diabéticos

Enterobactérias
Chlamydia trachomatis
Neisseria gonorrhoeae

Enterococos
Pseudomonas aeruginosa

Streptococcus pneumoniae
Haemophilus influenzae
Moraxella catarrhalis

Moraxella catarrhalis
Haemophilus influenzae

Streptococcus pneumoniae
Mycoplasma pneumoniae
Chlamydophila
pneumoniae
Haemophilus influenza
Staphylococcus aureus
Legionella
Pneumoniae
Klebsiella pneumoniae
Pseudomonas aeruginosa

Neisseria gonorrhoeae

Haemophilus ducreyi
Espécies Shigella
E. coli enteretoxigénico

Campylobacter jejuni

Salmonella entérica
Salmonella tiphy

Vibrio colera

Streptococcus sp
Staphylococcus sp

Norfloxacina,
ciprofloxacina, ofloxacina
e levofloxacina (excelente

atividade)

Gatifloxacina,
moxifloxacina,
esparfloxacina e

levofloxacina (ndo como
drogas de 1? linha)

Levofloxacina,
esparfloxacina, ofloxacina,
gatifloxacina e
moxifloxacina

Levofloxacina,
gatifloxacina e
moxifloxacina, esta ultima
principalmente.

Gatifloxacina,
ciprofloxacina ou
ofloxacina como

alternativa a alérgicos a
penicilina

Ciprofloxacina
Norfloxacina ou
ciprofloxacina
Ciprofloxacina e
ofloxacina

Norfloxacina

Quinolonas em conjunto
com outros antibidticos

Fonte: Adaptado de OLIPHANT, GREEN, 2002; RORIZ-FILHO et al., 2010; VERONESI, FOCACCIA, 2015.



Com o uso das quinolonas/fluoroquinolonas na clinica médica, reagdes adversas sao
mais comumente identificadas no trato gastrointestinal, no sistema nervoso central e pele

(OLIPHANT, GREEN, 2002; SARRO A., SARRO G., 2001).

1.1.1. Quimica de coordenagao das fluoroquinolonas

Devido a importancia dos ions metdlicos em organismos vivos, assim como das
fluoroquinolonas na clinica médica, diversos pesquisadores se interessaram em realizar estudos
sobre a possivel influéncia de metais na atividade das fluoroquinolonas.

As fluoroquinolonas possuem uma estrutura basica, ou seja, comum a todas, como pode
ser averiguado na Figura 5, mas diferem em seus substituintes em todas as posigdes possiveis.

Figura 5-Estrutura base das fluoroquinolonas.

R 0

COOH

Fonte: A autora.

Como pode-se verificar ha entdo um nucleo aromatico condensado a um anel piridona,
e como ja foi mencionado, os grupos 4acido carboxilico e cetonico sdo importantes na
conferéncia da atividade biologica destes farmacos. Nas distintas fluoroquinolonas ha
diferentes substituintes em R! ligados ao N1, que pode ser por exemplo um anel ciclopropilico
como no caso da ciprofloxacina. Em RS geralmente ndo se tem outro atomo diferente do
hidrogénio, mas em alguns casos tem-se substituintes pouco volumosos, como por exemplo na
esparfloxacina, na qual se observa um grupo NHa. J4 na posi¢io R®, nos formacos mais recentes
ha um cicloalcano diaminico de 5 ou 6 membros, em que um dos nitrogénios se liga diretamente
ao C8 do anel aromatico, que € o caso de todas as fluoroquinolonas utilizadas neste trabalho.
Por fim em R’ pode-se ter um hidrogénio ou algum outro substituinte como flior na
esparfloxacina ou CH2-CH»-O na ofloxacina (FEIO et al,, 2014; BAMBEKE et al., 2005).

Os grupos carboxilico e cetonico presente em todas as fluoroquinolonas sao susceptiveis
a coordenagao, conforme observa-se na Figura 6, na qual verifica-se os modos de coordenagao
mais relatados na literatura via estes grupos. A coordenacdo via dtomos de oxigénio mais

frequentemente observada ¢ aquela que ocorre via um dos atomos de oxigénio carboxilico e o



atomo de oxigénio cetdonico, porqué dessa forma se obtém um anel quelato estavel de seis
membros (UIVAROSI, 2013; REIS, 2014; VIEIRA et al., 2009a).

Além destes modos de coordenagdo existe a possibilidade de que a ligagao ocorra via
atomos de nitrogénio piperazinicos, de maneira bidentada ou ainda de forma monodentada pelo
nitrogénio distal do anel piperazinico (Figura 6). (BEHRENS, DIAZ, 1986; UIVAROSI, 2013;
REIS, 2014)

Figura 6-Alguns possiveis modos de coordenacao das fluoroquinolonas.
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Fonte: Adaptado de BEHRENS, DIAZ, 1986; UIVAROSI, 2013; REIS, 2014.

H4 wuma relevante quantidade de complexos metalicos contendo ligantes
fluoroquinolonas com os quais fez-se avaliagcdes antibacteriana, antimicobacteriana e
antifingica e com menor foco atividade tripanocida, antimalarial e antitumoral, sendo obtido

alguns complexos promissores dentre estes.

1.1.2. Compostos com potencial farmacologico

Sabe-se que a coordenagdo de antibidticos a ions metéalicos ¢ uma forma de alcangar
melhor atividade ou atividade em linhagens resistentes aos farmacos recomendados. A escolha

de ions metalicos para sintese destes compostos geralmente se baseia na essencialidade de



alguns destes ions como elemento trago, o cobre por exemplo, ou na atividade ja comprovada
de compostos que contenham determinados ions metéalicos, como no caso da prata e da platina
(ROCHA et al., 2011).

As fluoroquinolonas além de apresentarem amplo espectro de agdo possuem alta
atividade antibacteriana e antimicobacteriana, e este fator dificulta a sintese de novos
compostos que sejam mais ativos. Mesmo neste contexto hd complexos contendo

fluoroquinolonas que possuem atividade promissora, conforme relatado na Tabela 2.

Tabela 2-Complexos promissores para uso na clinica médica contendo fluoroquinolonas.

Complexo proposto Complexo Resultado Referéncia
testado/investigado
para
[Cu(P,0)(FQ).H20 Atividade Os complexos MEHTA,
(Figura 7) antibacteriana e exibiram maior GAJERA,
FQ: SPF, CPL, LFL, GAT, antifungica atividade PATEL, 2015
PFL, OFL, NOR. antibacteriana e
antimalarial que
as
fluoroquinolonas
[Cu(LFL)(phen)(H20)] Atividade Atividades SOUSA et al.,
NOs.2H;0 (Figura 8) antibacteriana comparavel aos 2012
(linhagens E. coli.) ligantes, um
pouco maior na
linhagem JF703
[Cu(LMX)(phen)(NO3)] Atividade Atividade FERNANDES et
antibacteriana comparavel aos al., 2014
(Linhagens E. coli ligantes
e derivadas)
[CuCla(phen)(SPF)]; Atividade Mais ativos que BATISTA et al,
[CuCla(phen)(NOR)] tripanocida BZN (farmaco de 2011
(Figura 8) (T. cruzi) referéncia) e bem
mais ativos que as
fluoroquinolonas
[CuCl(bipy)(NOR)CI.2H20; Atividade Muito mais ativos MARTINS et al.,
[CuCl2(phen)(NOR)].3H,0 tripanocida que a 2016
(T. cruzi) fluoroquinolona,

mas apresenta
baixa seletividade

[Cu(SPF)(phen)Cl]; Atividade Complexos EFTHIMIADOU
[Cu(SPF)(bipy)Cl] citotoxica (células exibiram alta et al., 2008
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[M(ENX)2(H20)2].nH20
M: Cu(Il), Mn(IT), Ni(I) e

Fe(II)

[Au(NOR)(H20).Cls]

[AuCL(FQ)]Cl1
(Figura 9)

[AuCly(LFL)]CI

[Pt(FQ)]

FQ: NOR, OFL, PFL, GAT,

LFL e SPF
(Figura 10)

[Pt(FQ)Cl2] e [PA(FQ)Cl]
FQ: LFL, CPL, OFL, SPF e

GAT

leucemia mieldide
cronica)

Atividade
antibacteriana

Atividade
antibacteriana e
antifingica

Avaliagao
citotoxica

Atividade
antibacteriana e
antifingica

Atividade
antibacteriana

Atividade
antimicobacteriana-
linhagem sensivel
(tuberculose)

atividade,
enquanto a
fluoroquinolona
quase nao
apresentou
atividade

Maior atividade
de alguns
complexos para
determinadas
bactérias,
principalmente
complexos de
Cu(II) e Mn(II)

O complexo foi
mais ativo que a
fluoroquinolona
para
Pseudomonas
aeruginosa

Complexos muito
mais ativos que as
fluoroquinolonas

Razoavel melhora
na atividade em
comparacao com
a levofloxacina

Os complexos
exibiram boa
atividade, e em
muitas linhagens
atividade melhor
que as
fluoroquinolonas

Todos os
complexos
mostraram boa
atividade, € a
maioria deles
atividade maior
que a rifampicina
(farmaco de
referéncia)

ARAYNE et al.,
2009

CASINI et al.,
2010; REFAT,
2007

GOUVEA et al.,
2012

AL-KHODIR,
REFAT, 2015

PATEL,
GANDHI,
PARMAR, 2012.

VIEIRA et al.,
2009a;
VIEIRA et al.,
2009b.
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[PA(LFL)CI:] Atividade Melhora razoavel AL-KHODIR,
antibacteriana e na atividade em REFAT, 2015
antifngica comparacao com

a levofloxacina

Figura 7-Estrutura geral para os complexos de cobre(Il) contendo ligante P,O-doador e
ligantes fluoroquinolonas.

Fonte: Adaptado de MEHTA et al., 2015.

Figura 8-Estrutura de complexos de cobre contendo fenantrolina (phen) e fluoroquinolonas.
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Fonte: Adaptado de SOUSA et al.,, 2012; BATISTA et al, 2011.
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Figura 9-Complexos de ouro contendo fluoroquinolonas.
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Fonte: Adaptado de Gouvea et. al., 2012.

Figura 10-Estrutura geral para os complexos do tipo [Pt(FQ)2].

R F

Fonte: Adaptado de Patel et al.,, 2012.

Conforme ja mencionado ha muitos outros complexos metalicos contendo
fluoroquinolonas. O interesse em moléculas que contenham centros metalicos coordenados a
antibidticos tem aumentado, uma vez que essa ¢ uma boa estratégia para reverter a resisténcia,

que estd cada vez mais se tornando alarmante, pois doengas que ja haviam sido praticamente
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extinguidas ou minimizadas a um ponto em que nao mais causava preocupac¢ao tém voltado em
formas mais agressivas e as vezes resistentes a todos os farmacos existentes (ROCHA et. al.,
2011).

A resisténcia tem sido verificada em altos niveis em doengas causadas por
microrganismos, como bactérias, fungos e virus, assim como para o cancer que tem feito
diversas novas vitimas. A tuberculose tem se encaminhado a niveis preocupantes uma vez que
tem retornado de forma agressiva por apresentar cepas resistentes a diversos medicamentos.
Devido a esta preocupacgao acerca da resisténcia e a ineficiéncia dos tratamentos existentes, faz-
se necessaria a sintese de novos compostos que possuam aplicabilidade no tratamento de
determinadas enfermidades, principalmente no que se refere a cepas resistentes desde que

apresentem um novo mecanismo de acdo (WHO, 2017a).

1.2. Tuberculose

Tuberculose ¢ o nome dado a uma doenga infecciosa que tem por agente etiologico
Mycobacterium tuberculosis. A doenga ataca principalmente os pulmdes, mas pode alcangar
outros 6rgdos. E uma enfermidade curével se o tratamento for seguido corretamente (WHO,
2016; WHO, 2017c). Esta enfermidade foi detectada em mumias da Grécia e Roma antiga, mas
apenas em 1882 o agente causador dessa doenga foi descoberto pelo cientista alemao Robert
Koch e por isto este agente ¢ também conhecido como bacilo de Koch (VERONESI ez al., 1991;
NOGUEIRA et al., 2012).

Mencionar que a tuberculose ¢ causada por Mycobacterium tuberculosis é uma
simplificagdo, uma vez que na verdade ¢ uma doenca causada por Mycobacterium tuberculosis
complex (MTBC) que compreende Mycobacterium tuberculosis (MTB), M. africanum, M.
canettii, M. bovis, M. microti, M. orygis, M. caprae, M. pinnipedii e M. suricattae ou M. mungi,
estando inclusos na matriz MTBC por possuirem caracteristicas similares fenotipicamente e
geneticamente (SINHA et al., 2016; VERONESI, FOCACCIA, 2015).

Uma das formas preventivas utilizada neste caso ¢ a vacinagdo. A vacina BCG (bacilo
de Calmette e Guerin, nomes das pessoas que isolaram a linhagem desta vacina) ¢ constituida
de uma cultura viva de Mycobacterium bovis com menor eficicia viral devido ao cultivo em
meios artificiais. Seu uso ndo € amplamente recomendado pois apresenta uma eficacia irregular,

sendo mais eficiente quando administrada em criangas pequenas. Além deste fator, criancas
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infectadas com HIV podem ter uma infec¢ao fatal a partir da vacinagdo (TORTORA et al.,
2012).

A tuberculose ¢ hoje uma doenga muito bem conhecida, quanto aos seus sintomas,
tratamentos disponiveis, agente etiologico e as possiveis formas de prevencao. No entanto, €

uma doenga ainda bastante recorrente.

1.2.1. Agente etiologico

Conforme ja mencionado o agente causador da tuberculose é Mycobacterium
tuberculosis ou Bacilo de Koch. Estas bactérias sao geralmente bacilos retos ou as vezes pouco
curvos, que possuem de 0,2 a 0,6 um por 1 a 10 um. Possuem algumas caracteristicas que
permitem sua identificagcdo, como o longo tempo necessario para sua replicacao, de 3 a 18 horas,
o que nao ¢ usual para bactérias. Este longo tempo se da pelo fato de que essas espécies possuem
uma parede celular constituida por acidos micoélicos, e para que esta parede lipidica seja
constituida estas bactérias utilizam grande parte de seu metabolismo. A parede lipidica ¢
importante porque confere a estas bactérias resisténcia a agentes quimicos, e este ¢ 0 motivo
pelo qual ndo sofrem descoloragdo ou dessecacao por alcool e &cidos, no entanto, sdo passiveis

de ataques fisicos como o calor. (COSTA et al., 2013; VERONESI, FOCACCIA, 2015).

1.2.2. Transmissido

Logo que a tuberculose foi descoberta ndo se tinha conhecimento acerca de sua natureza
infecciosa, até¢ que em 1865 Vellemin por meio de estudos com animais nos quais se provocou
a doenga, descobriu a transmissibilidade dessa enfermidade. Concluiu-se que os bacilos
expelidos na tosse de uma pessoa infectada podem contaminar uma pessoa saudavel, sendo
estes bacilos capazes de sobreviver durante certo tempo fora de organismos vivos (VERONESI,
FOCACCIA, 2015; VERONESI et al., 1991; KNECHEL, 2009).

Posteriormente verificou-se que nem todas as goticulas expectoradas sdo responsaveis
por infectar pessoas saudaveis, pois particulas expectoradas de maior diametro tendem a se
depositar no chao enquanto que particulas de menor didmetro permanecem no ar. Além disso,
somente as particulas pequenas que sdo ressecadas até certo tamanho e que possuam aero
dinamicidade adequadas podem vir a contaminar uma pessoa saudavel, uma vez que para que
ocorra a infeccdo os bacilos devem chegar até os alvéolos pulmonares (VERONESI,

FOCACCIA, 2015; NOGUEIRA et al., 2012; KAUFMANN, McMICHAEL, 2005).
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A transmissdo ocorre de uma pessoa para outra quando uma pessoa detentora da forma
pulmonar da doenga tosse, espirra ou fala, liberando bacilos no meio ambiente, sem que seja
necessario um vetor intermedidrio. Para que uma pessoa seja infectada calcula-se que seja
necessaria uma exposicao de 100 a 200 horas a uma pessoa doente, ou seja, uma pessoa nao ¢
contaminada logo no primeiro contato com alguém infectado, mas quanto maior a convivéncia
entre uma pessoa infectada e pessoas sadias, maior a possibilidade de transmissdo,
principalmente em espagos mal ventilados. Ha ainda outros fatores que devem ser considerados,
como as caracteristicas da expectoracdo, ou seja, sua quantidade e vigor (VERONESI,

FOCACCIA, 2015; BUSATTO et al., 2015; NOGUEIRA et al., 2012).

1.2.3. Patogénese e resposta imunologica

Assim como as espécies infecciosas evoluem para adquirir resisténcia, o corpo humano
também estd em evolugdo, neste caso o trato respiratorio, que desenvolveu ao longo do tempo
determinados mecanismos para regular a entrada e/ou disseminagao dos bacilos da tuberculose
no corpo. Um destes mecanismos ¢ a depuragdo mucociliar, que pode manter estas espécies
retidas na porta de entrada, mas os bacilos que conseguem escapar deste mecanismo sao capazes
de alcangar os pulmdes e nestes enfrentam a contencdo por macréfagos alveolares (células
geralmente encontradas em repouso, mas que podem tornar-se ativas se suas capacidades
fagociticas forem necessarias, sendo o estagio ativo muito importante para o controle de células
cancerosas € patdogenos). Estes macrofagos fagocitam as bactérias e as mantém dentro do
fagossoma, que se funde com o lisossoma, e ai sdo liberados granulos e toxinas. Dessa forma
ocorre a ingestdo destes bacilos pelos macrofagos, mas alguns sobrevivem promovendo um
processo infeccioso e assintomatico (VERONESI, FOCACCIA, 2015; TORTORA et al,
2012).

A reproducao de bacilos dentro dos macrofagos faz com que o organismo responda
“atraindo” células de defesa e mais macréfagos aquela area, que por sua vez formam uma
barreira ao redor dos bacilos, formando um tubérculo inicial. Estes macréfagos e células
circundantes ndo conseguem destruir os bacilos, mas acabam por causar uma lesdo pulmonar
inflamatéria ao liberarem enzimas e citosinas. Algum tempo depois alguns macréfagos
comegam a morrer € ha liberacao de bacilos dentro do tubérculo com a consequente formagao
de uma cavidade dentro do mesmo, tempo no qual surgem os sintomas da doenca. Os bacilos
ndo se desenvolvem bem nesta situagdo e alguns permanecem em estado de dorméncia

(tuberculose latente) podendo ser reativados em algum outro momento. Nesta fase, a doenga
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pode ter sua progressdo interrompida e a lesdo causada pode ser calcificada (TORTORA et al.,
2012).

Em um cenario ruim a doenga pode progredir, e com isto a cavidade formada
anteriormente pode aumentar através de um processo denominado liquefagdo. Esta cavidade,
entdo denominada cavidade tuberculosa, fica cheia de ar e propicia a proliferagdo de bacilos
fora dos macrofagos. A cavidade dentro do tubérculo continua a aumentar devido ao processo
de liquefagao, até que o tubérculo se rompa liberando os bacilos que podem entdo se alastrar
pelos bronquiolos e pela corrente sanguinea até outros orgdos, caracterizando a forma
extrapulmonar da doenga (SILVA, 2012; VERONESI, FOCACCIA, 2015; COSTA et al.,
2013; DIVANGAHI et al., 2009; TORTORA et al., 2012).

E avaliado que pelo menos um ter¢o da populagio possua a tuberculose em sua forma
latente, e parte dessas pessoas podem vir a ter a forma ativa apos 2 anos de um primeiro
contagio, ¢ outras permanecem com a forma latente, tendo este quadro alterado caso ocorra um
decréscimo na imunidade (BUSATTO et al., 2015).

Na tuberculose latente, em que as pessoas infectadas permanecem sem apresentar a
forma ativa da doenga, os sintomas nao se apresentam, mas aqueles que adquirem a tuberculose
primaria (desenvolvem a forma ativa na primo-infeccdo) ou a tuberculose pos-primaria
(desenvolvem a forma ativa a partir da tuberculose latente) apresentam alguns sintomas, que
sdo ditos inespecificos, pois se apresentam em outras doengas, principalmente respiratorias.

Os sintomas respiratorios sdo: 1) Tosse, verificada em quase todos os pacientes devido
ao processo inflamatorio alveolar. No inicio € caracterizada por uma tosse seca, mas pode surgir
um pouco de muco com o tempo; 2) Hemoptise: Referente a presenca de sangue nas
expectoracgoes que ¢ advinda de pulmdes, traqueia e bronquios. Geralmente ocorre em pequenas
quantidades, denominadas hemoptoicos; 3) Dispneia: Nao ¢ muito relatado, sendo uma
consequéncia do padrdo fibrotico da doenca que causa lesdes avangadas nos pulmdes; 4) Dor
toracica, uma vez que a tuberculose se inicia nos alvéolos que € uma regido proxima a superficie
pleural. E um sintoma que se d4 no inicio da doenca e ¢ frequente, mas de baixa intensidade e
desvanece com um tratamento eficaz; e 5) Rouquidao, que ndo ¢ um sintoma muito relatado
porque as pessoas infectadas ndo a consideram relevante, e ¢ proveniente de um
comprometimento da laringe. Estes sintomas respiratdrios estdo quase sempre relacionados a
forma pulmonar da doenga, mas ha sintomas que aparecem tanto nesta forma, quanto na forma
extrapulmonar (VERONESI, FOCACCIA, 2015; WHO, 2017¢; CDC, 2016; CAMPBELL,
BAH-SOW, 2006).
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Os sintomas gerais sdo: 1) Febre e sudorese: A multiplicacdo dos bacilos ocorre
preferencialmente quando se tem altos niveis séricos de cortisol, ou seja, pela manha e isto
favorece que ao decorrer do dia os bacilos sejam liberados de dentro dos macréfagos, e esta
sequéncia da inicio ao processo inflamatorio, por isto a febre ¢ usualmente vespertina. A
resposta do organismo a esse processo febril € a sudorese noturna; 2) Redugao do peso corporal:
E um sintoma frequente, e é proporcional & extensdo da doenga. Comumente é acompanhada
de grande fraqueza muscular (VERONESI, FOCACCIA, 2015; WHO, 2017c; CDC, 2016;
CAMPBELL, BAH-SOW, 2006).

Os sintomas apresentados na tuberculose geralmente sdo indolores, e mesmo que nao
sejam, podem ser associados a outras doengas, e por isto as pessoas podem demorar a procurar
atendimento médico, e dessa forma uma pessoa infectada pode transmitir a doenga a um niimero
consideravel de pessoas, mas nos primeiros momentos do tratamento esta j4 ndo ¢ mais
transmissivel (VERONESI, FOCACCIA, 2015; VERONESI et al., 1991, BUSATTO et al.,
2015).

1.2.4. Prevaléncia, incidéncia e mortalidade

Em 1970 foi verificada uma reducdo da doenga em paises desenvolvidos, mas ainda
com aparecimento de novos casos em paises subdesenvolvidos, € isto criou uma falsa ideia de
controle a respeito da tuberculose. Em décadas posteriores, a doenga atingiu niveis mais
alarmantes até mesmo em paises desenvolvidos, o que ocorreu principalmente devido a
interacdo da tuberculose com a epidemia do HIV. Outro fator contribuinte especialmente em
paises desenvolvidos foi a longevidade, pois com ela se tem uma baixa na imunidade e os
bacilos que podem ter ficado em estado de dorméncia por muito tempo, podem entrar na forma
ativa (VERONESI, FOCACCIA, 2015).

Em 1993 a tuberculose foi declarada como emergéncia global pela Organizacdo
Mundial de Satde (OMS). Em 2011 esta mesma organizacdo declarou que aproximadamente
100 milhdes de pessoas sdo infectadas por ano, e se tem uma prevaléncia de quase 9 milhdes
de doentes e uma mortalidade de 1,5 milhdes de pessoas por ano. A tuberculose que havia sido
esquecida pela maior parte da populagdo tem causado muitos transtornos em diversos locais.
Segundo relatorio da OMS de 2015 houve 10,4 milhdes de novos casos em todo o mundo, sendo
que grande parte destes se concentraram em seis paises: India, Indonésia, China, Nigéria,
Paquistdio e Africa do Sul. Ainda segundo a OMS 1,8 milhdes de pessoas morreram devido a

tuberculose dentre os quais, 0,4 milhdes de pessoas tinham HIV. Por fim, a tuberculose foi
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classificada como uma das 10 principais causas de morte em 2015 (VERONESI, FOCACCIA,
2015; WHO, 2016; MINISTERIO DA SAUDE, 2017).

Quanto ao Brasil foi verificado uma redugao nas taxas de mortalidade por tuberculose
dos anos de 1940/1950 para 1980/1990. Entretanto a crise social e os baixos investimentos na
saude publica tém favorecido o reaparecimento ¢ em algumas vezes o agravamento desta
doenca (VERONESI, FOCACCIA, 2015).

As regides brasileiras nao apresentam o mesmo coeficiente de mortalidade, e ¢ possivel
avaliar na Figura 11 que as regidoes Norte, Nordeste ¢ Sudeste apresentam os maiores indices
de mortalidade. E factivel esperar que a regido Sudeste nio apresentasse maior indice que outras
regides por ser uma area amplamente industrializada, mas ¢ onde se tem também alguns fatores
que favorecem a transmissao da doenga, como um alto indice de pessoas vivendo na pobreza e

a alta densidade populacional (MINISTERIO DA SAUDE, 2016).

Figura 11- Grafico com o total de dbitos de acordo com as regides brasileiras em 2014.
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Fonte: Adaptado de MINISTERIO DA SAUDE, 2016.
1.2.5. Tratamento para tuberculose pulmonar

O tratamento para a forma pulmonar ativa da tuberculose recomendada pelos 6rgaos
responsaveis € que este seja realizado durante seis meses com uso de tratamento multidrogas.
Este consiste em empregar os fairmacos isoniazida e rifampicina, e ainda nos dois primeiros
meses 0 uso de pirazinamida e etambutol. E vélido ressaltar que com este tratamento surgem
diversos efeitos colaterais, dentre eles nauseas, vomitos e problemas visuais (LUIES et al,,

2017; RENDON et al., 2016; VIGANOR et al., 2015; NOGUEIRA et al., 2012).
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Para que se tenha um tratamento eficiente € necessario um diagndstico precoce € bons
protocolos de tratamento. Se estes dois aspectos forem cumpridos pode-se obter um relativo
controle da doengca no mundo. Ha um consenso mundial de controle desta doenga com o
objetivo de reduzir a mortalidade e na tentativa de bloquear o desenvolvimento de resisténcia
aos medicamentos ja utilizados, motivo pelo qual se tem um tratamento multidrogas (LUIES et
al.,2017).

Os medicamentos indicados para este tratamento podem ser classificados como
farmacos de primeira linha, firmacos de segunda linha e por fim de terceira linha, que tém
correspondéncia com os cinco grupos atribuidos pela OMS. Aqueles denominados como de
primeira linha ou Grupo 1 tém por caracteristicas comuns alta eficacia e toxicidade razoavel,

como por exemplo os farmacos isoniazida, rifampicina, etambutol e pirazinamida (Figura 12).

Figura 12-Farmacos de primeira linha no tratamento da tuberculose, onde: (INH) isoniazida,

(RFP) rifampicina, (PZA) pirazinamida e (EMB) etambutol.

(PZA) (EMB)
Fonte: A autora.

Ja os que sdo denominados como de segunda linha, ou aqueles compreendidos nos
grupos 2, 3 e 4, inclui fairmacos que podem ser utilizados no caso de resisténcia aos
medicamentos do primeiro grupo. Os farmacos de segunda linha, como amicacina,
capreomicina, ciprofloxacina, etionamida, ofloxacina, acido p-aminosalicilico e protionamida
(Figura 13), recebem esta classificagdo por serem menos efetivos que os primeiros, por
possuirem efeitos colaterais severos ou por ndo terem sido avaliados em diversos paises

(MISHRA et al., 2017; RENDON et al., 2016; WHO, 2014).
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Figura 13-Estruturas dos farmacos de segunda linha no tratamento da tuberculose, onde:
(AMC) amicacina, (COM) capreomicina, (CPL) ciprofloxacina, (OFL) ofloxacina, (PAS)

acido p-amino salicilico, (ETM) etionamida e PRM (protionamida)
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Fonte: A autora.

Os farmacos de terceira linha, ou para aqueles que fazem a classificagdo em cinco
grupos engloba o quinto grupo, contém espécies que possuem atividade ndo totalmente
comprovada, pois foram realizados apenas testes in vitro ou tiveram menor uso que os de
primeira e segunda linhas, incluindo farmacos como rifabutina, bedaquilina e outros, sendo o
uso da bedaquilina (Figura 14) liberado em 2012 pela FDA (MISHRA et al., 2017; VIGANOR
et al., 2015).

Com o surgimento de linhagens resistentes, se tem uma mudanga nesta classificagdo

sendo que tais linhagens serdo brevemente abordadas posteriormente. Nestes casos pode-se ter
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o tratamento com altas doses de alguns farmacos da primeira linha, o que ndo ¢ o mais
recomendado, ou o uso de espécies da segunda linha que prolonga a duragdo do tratamento
devido a menor eficacia e a propria resisténcia, com desvantagens como maiores toxicidade e

gastos financeiros (TIBERI et al., 2017; CITC, 2016; WHO, 2014).

Figura 14-Estrutura da bedaquilina

Fonte: A autora.

1.2.6. Linhagens Resistentes

O tratamento contra tuberculose enfrenta sérios desafios, como a miserabilidade da
populacdo, a decadente satde publica e o longo tempo de tratamento que faz com que as pessoas
ndo o sigam corretamente, e isto contribui significativamente para o desenvolvimento de
resisténcia aos antibioticos existentes (VERONESI, FOCACCIA, 2015; NOGUEIRA et al,,
2012).

Existem algumas definigdes para as linhagens resistentes, que sao atribuidas de acordo
com o farmaco a que ¢é resistente. Sendo assim, pode-se verificar as trés classificagdes a seguir:

1) Multirresistente (MDR-TB): refere-se a forma da tuberculose que € resistente a pelo

menos isoniazida e rifampicina;

2) Extensivamente resistente a drogas (Extensively drug resistant: XDR-TB): Além da

resisténcia citada para MDR-TB, hé ainda a resisténcia referente a fluoroquinolonas
e uma droga injetavel, como amicacina ou capreomicina; e

3) Totalmente resistente a drogas (Totally drug resistant-TDR-TB): Resistente aos

farmacos de primeira e segunda linhas, sendo classificado como extremamente

resistente (MISHRA et al., 2017).
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Tem se instaurado um quadro alarmante com o aparecimento de linhagens resistentes, e
estima-se que em 2014 houve pelo menos 480.000 novos casos de tuberculose multirresistente
e que aproximadamente 40% das pessoas morreram devido a esta forma da doenga. Em 2015,
105 paises relataram ao menos um caso de linhagem totalmente resistente a drogas (CITC,
2016).

A forma multirresistente da doenga ndo pode ser tratada de modo convencional, uma
vez que ja foi verificado que nao responde bem ao tratamento de seis meses. Por este motivo,
0 tratamento nestes casos gera maiores gastos devido a uma maior duragao (CITC, 2016;
MAGIORAKOS et al., 2012; VIGANOR et al., 2015; MISHRA et al, 2017).

O perfil e mecanismo de resisténcia a isoniazida e rifampicina, bem como o perfil
epidemioldgico ja foram descritos (MIYATA, et. al, 2011; MENDES, et. al., 2011). Uma das
formas mais comuns de resisténcia € relativa a isoniazida, e nesse caso € indicado o tratamento
entre 6 ¢ 9 meses com as fluoroquinolonas de primeira linha que podem ser as fluoroquinolonas
classificadas na 2* geragdo de quinolonas, sem uso da isoniazida, mais uma fluoroquinolona de
ultima geracdo, sendo mais relatado uso de levofloxacina e moxifloxacina (3" e 4* geracdo de
quinolonas). Assim o tratamento ira depender da especificidade da resisténcia, mas a alta
efetividade das fluoroquinolonas principalmente de ultima geracdo, faz com que estas sejam
recomendadas em praticamente todos os tratamentos com linhagens resistentes, a menos que se
tenha resisténcia a estes compostos (MAGIORAKOS et al., 2012; WHO, 2014; VIGANOR et
al., 2015; CITC, 2016; MISHRA et al., 2017).

1.3. Cancer

A Organiza¢do Mundial da Satde (OMS) relata o cancer como a segunda doenca que
mais mata no mundo, sendo a doenga cardiovascular a primeira desse ranking. Em um
panorama global, no ano de 2015 foram relatados aproximadamente 8,8 milhdes de mortes das
quais cerca de 17% deveu-se ao cancer. No Brasil, o INCA estimou para o biénio 2016-2017
aproximadamente 600 mil novos casos de cancer, sem incluir o cancer de pele tipo ndo-
melanoma (WHO, 2017b; INCA, 2015; GDB, 2017).

Cancer ¢ o termo empregado para um conjunto de doengas com caracteristicas similares
e que podem acometer qualquer parte do corpo sendo caracterizadas pela rapida e ininterrupta
divisdo celular. Faz sentido classificar o cancer como doenca genética, uma vez que se inicia
devido a mudancga genética nas células normais. Assim as células cancerosas sdo aquelas que

tém seu material genético alterado, e dessa forma nao recebem as instrugdes que deveriam,
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agindo de forma erronea como se verifica em sua divisdo descontrolada, motivo pelo qual nao
respondem aos mecanismos de defesa normais, especialmente os de apoptose que € a morte
celular programada (SILVA, 2009; INCA, 2017, WHO, 2017b; NCI, 2015; GRAMINHA,
2010).

O crescimento desordenado das células resulta, frequentemente, na formacgao de tecidos
que se proliferam de forma anormal fugindo ao controle do organismo, sendo estes tecidos
denominados neoplasia ou tumor. Os tumores podem ser classificados como benignos ou
malignos, sendo que os primeiros se caracterizam por um crescimento organizado, lento e que
possui limites bem explicitos. J& os tumores malignos possuem maior autonomia e sao
caracterizados por sua capacidade invasiva, o que caracteriza o processo metastatico,
dificultando sua erradicagdo por procedimento cirirgico e até os tornando resistentes aos
medicamentos (INCA, 2011).

As causas para o surgimento do cancer sdo diversas. Primeiramente se tem o fator
genético, ou seja, carga genética adquirida dos pais, que influencia na maior ou menor defesa
que tem o organismo de determinada pessoa. Além deste hé ainda os fatores ambientais, como
carcinogenos fisicos (radiacdo ionizante e ultravioleta), carcindgenos quimicos (tabaco e/ou
aflatoxina, que ¢ um contaminante de alimentos), carcinégenos bioldgicos (infec¢des advindas
de bactérias ou virus), entre outros. Um outro fator que tem contribuido muito ¢ a senescéncia,
pois neste estagio as células ja foram expostas aos carcindgenos ja mencionados e ja sofreram
muitas mudangas, aumentando-se as chances de alteragdo genética (NCI, 2017; INCA, 2017;
WHO, 2017b).

Biologicamente o cancer ¢ atuante no ntcleo celular, pois as alteracdes genéticas que
induzem a formagdo de doencas deste tipo afetam a informacdo genética (4cido
desoxirribonucleico-DNA) contida nos genes, que por sua vez compdem 0s Cromossomos que
se encontram no nucleo. Quando ocorre um dano no DNA, os mecanismos de reparo logo
tentam restaura-lo para que a célula funcione normalmente, e este sistema ¢ usualmente
eficiente, mas se as lesdes ndo podem ser restauradas, a c€lula inicia o processo de apoptose e
assim evita-se a transferéncia de danos para células-filhas. No entanto quando a extensdo dos
danos ¢ grande, as células ndo sdo suficientemente susceptiveis aos mecanismos de reparo, €
também nao obedecem ao processo apoptdtico e com estas condigdes favorecem a instalagao

de células cancerosas (INCA, 2015; MARZANO, 2013).
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1.3.1. Tratamento

O tratamento do cancer pode ser realizado basicamente de trés maneiras: por
procedimento cirargico, radioterapia ou quimioterapia. Pode ser utilizada uma destas técnicas
ou um conjunto destas tendo por principal objetivo a cura, mas em casos graves o que se pode
obter ¢ uma melhora da qualidade de vida.

O enfoque aqui serd no tratamento quimioterapico. Este tratamento pode ser indicado:
Para diminuicdo do tumor, fazendo com que ele se torne operavel/ressecavel; apos o
procedimento cirirgico para se ter certeza da extingdo de todo o tumor; na propria cura, uma
vez que alguns tipos de cancer podem ser curados com uso da quimioterapia; para sobrevida,
mas sem probabilidades de cura; e por fim como procedimento paliativo, atenuando os sintomas
provenientes da doenga, mas sem chances de sobrevida ou cura (INCA, 2011; GRAMINHA,
2010).

Neste tipo de tratamento faz-se uso de medicamentos denominados quimioterapicos ou
antineoplésicos, que podem ser orgédnicos, como taxol e vimblastina, ou inorganicos, como
carboplatina e oxaliplatina. O uso de compostos inorganicos tornou-se possivel gragas a
descoberta da atividade citotéxica da cisplatina, realizada acidentalmente por Barnett
Rosenberg e colaboradores por volta do fim do século XX, década de 1960, quando este
estudava o efeito do campo elétrico no crescimento da bactéria Escherichia coli (ROSENBERG
et al., 1967; FONTES, CESAR, BERALDO, 2005, NEVES, VARGAS, 2011; MUDGE et al.,
2014).

A partir da aprovacdo da cisplatina em 1978 para uso corrente no tratamento
quimioterapico, seu uso tem sido bastante intenso. Em pelo menos 50% dos tratamentos
quimioteréapicos realizados faz-se uso da cisplatina. Com a descoberta da atividade antitumoral
desta espécie, a pesquisa em torno de compostos a base de platina para esta mesma finalidade
cresceu cada vez mais, com o intuito de se obter espécies com espectro de atividade pelo menos
similar a cisplatina e com menores efeitos colaterais, e que idealmente possam ser ativos em
células cancerosas resistentes a cisplatina (MUDGE et al., 2014; SILVA, VARGAS, 2012;
ALMEIDA et al., 2014; DILRUBA, KALAYDA, 2016).

Dos farmacos contendo platina além da cisplatina, tem-se a carboplatina e oxaliplatina
que sdo de uso mundial, a nedaplatina, que tem seu uso aprovado apenas no Japao, lobaplatina,
com uso aprovado somente na China e heptaplatina com uso aprovado exclusivamente na

Coreia do Sul, enquanto que satraplatina e picoplatina estdo em fase de testes clinicos (Figura
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15) (ALI et al., 2013; NDAGI, MHLONGO, SOLIMAN, 2017; DILRUBA ¢ KALAYDA,
2016; ALMEIDA et al., 2014).

Figura 15- Quimioterapicos a base de platina
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Fonte: Adaptado de NDAGI et al, 2017.

1.3.2. Cisplatina

A cisplatina ou cis-diaminodicloroplatina(Il), ¢ um complexo metalico neutro de
geometria quadrado-planar (Figura 15). Esta espécie foi primeiramente reportada por Michele
Peyrone na Itdlia em 1844, mas sua atividade citotoxica s6 foi descoberta muito tempo depois
(KAUFFMAN et al., 2010; ROSENBERG et al., 1967).

Ha um consenso de que a agdo de compostos de platina, especialmente a cisplatina, seja
por meio da ligagdo destes com o DNA e consequente formagao de um aduto. A cisplatina ¢é
geralmente administrada por via intravenosa devido a baixa solubilidade deste farmaco em
agua. Ao chegar na corrente sanguinea existe uma alta concentracao de ions cloreto, que faz
com que as moléculas de cisplatina continuem praticamente intactas. Com a entrada do

composto no ambiente celular, ocorre sua hidrélise pois no interior da célula a concentragdo de
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ions cloreto se torna bem menor, gerando principalmente as espécies aquo [Pt(NH3).C1(H,0)]"

e [Pt(NH3)2(H20)]*", que sdo mais reativas que o composto de origem.

Supos-se por muito tempo que a principal forma de entrada da cisplatina na célula fosse
a difusdo passiva, contudo muitas pesquisas indicam que pode ter grande contribuicao da
difusdo ativa, por meio da participagdo do transportador de cobre CTR1 (Figura 16), que ¢ uma
proteina envolvida na homeostase do cobre. Pesquisas indicam que em casos de deficiéncia
desta proteina a cisplatina ¢ bem menos efetiva. Outro fator que corrobora para enunciar que o
transportador de cobre CTR1 esta envolvido na entrada da cisplatina na célula ¢ esta ser
constituida em boa parte por histidina e metionina, que sdo aminoacidos que interagem
eficientemente com a cisplatina (NEVES, VARGAS, 2011; ALMEIDA et al., 2014; ALl et al.,
2013; DILRUBA, KALAYDA, 2016).

Figura 16-Mecanismo de transposicao da cisplatina na célula
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Apo6s a perda dos dois ligantes cloridos, a cisplatina hidrolisada reage com o DNA
formando ligagdes com as bases nitrogenadas que constituem este Ultimo. Dessa forma, a
espécie ativa no caso da cisplatina ¢ [Pt(NH3)2]**, que se liga a0 DNA preferencialmente via
atomos N7 das bases purinas guanina e adenina. O aduto predominante da interagdo entre o
fragmento ativo da cisplatina e o DNA ¢ o resultante da ligacdo cruzada 1,2-intrafita, estando a
platina ligada a duas bases adjacentes, prevalecendo este tipo de ligagdo. Ao interagir
covalentemente com o DNA, o aduto formado provoca distor¢des na estrutura de dupla hélice
do DNA, e esta lesdo pode levar as seguintes consequéncias: ao reparo a partir do

reconhecimento por diversas proteinas (um dos caminhos para a resisténcia), inibicdo do
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processo de replicacdo ou inicio do processo de apoptose (citotoxicidade do composto).
Conclui-se entdo que a citotoxicidade deste composto ¢ devido a lesdo que provoca no DNA,
quando se liga a este (NEVES, VARGAS, 2011; ALI et al,, 2013; DILRUBA, KALAYDA,
2016).

Sendo o DNA alvo biologico da cisplatina esta espécie age de forma indistinta, ou seja,
atinge o DNA tanto em células doentes quanto em células sadias. Aparentemente essa ndo
especificidade faz com que o uso da cisplatina no tratamento quimioterapico seja acompanhado
de diversos efeitos colaterais, tais como: nefrotoxicidade, disturbios gastrointestinais,
ototoxicidade, supressdo da medula 6ssea, neurotoxicidade, perda de cabelo, anemia, nduseas e
vomito. Estes efeitos colaterais juntamente com a resisténcia adquirida a cisplatina tem sido
uma problematica na sua utilizagdo (MEDICI et al., 2015; ALMEIDA et al., 2014; NEVES,
VARGAS, 2011).

A resisténcia a cisplatina pode ocorrer por motivos distintos, como o reparo do DNA
pelo reconhecimento de proteinas como j& mencionado, a interagdo deste fairmaco com
peptideos contendo enxofre, que pode ser uma das formas de inativagdo desta espécie antes de
sua entrada na célula, ou ainda pelo aumento do efluxo devido aos genes ATP7A e ATP7B que
sdo extrusores de cobre. Foi verificado que o gene ATP7A ¢ responsavel pelo sequestro da
cisplatina em estruturas vesiculares para que ndo ocorra a distribuicdo da droga, enquanto que
o gene ATP7B ¢ responsavel pelo efluxo da cisplatina (NEVES, VARGAS, 2011; DILRUBA,
KALAYDA, 2016).

Devido a esta resisténcia a busca por novos complexos de platina(Il) ¢ interessante,
buscando um maior espectro de acdo e mecanismos diferentes daquele para o qual ja se tem
resisténcia. Conforme foi verificado para os compostos inorganicos contendo fluoroquinolona
poucos sdo os avaliados quanto a atividade antitumoral, e nenhum dos que j& foram avaliados
nestes termos contém platina, o que torna interessante a avaliagdo antitumoral de compostos

contendo este metal e ligantes fluoroquinolona.

2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

O objetivo neste trabalho ¢ sintetizar e caracterizar complexos de platina(Il) e
paladio(IT) com fluoroquinolonas, assim como efetuar a avaliagdo da atividade antitumoral e

antimicobacteriana de alguns destes.
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2.2. Objetivos especificos

a)

b)

Sintetizar e caracterizar (estruturalmente e espectroscopicamente) complexos de
platina(Il) contendo as fluoroquinolonas: levofloxacina, ofloxacina,
ciprofloxacina e esparfloxacina, e complexos de paladio(Il) com as
fluoroquinolonas: ciprofloxacina e ofloxacina;

Avaliar a estabilidade dos complexos de Pt(I) por RMN de '°°Pt e de alguns
dos complexos de Pt(Il) e Pd(II) por UV-Vis;

Determinar valores de ICso para trés complexos de platina(Il) e seus respectivos
ligantes, em duas linhagens de células tumorais (MCF-7 e MDA-MB-231) e uma
linhagem normal (MCF-10);

Determinar o mecanismo de morte celular para complexos de platina(Il)
selecionados, por citometria de fluxo;

Avaliar a atividade contra Mycobacterium tuberculosis para trés complexos de
platina(II) e seus respectivos ligantes fluoroquinolonas; e

Avaliar a atividade frente a linhagens resistentes de tuberculose para trés

complexos de platina(Il) e seus respectivos ligantes fluoroquinolonas.

3. PARTE EXPERIMENTAL

3.1. Reagentes e solventes

Todos os ligantes e sais metalicos foram adquiridos comercialmente (Sigma Aldrich).

Todos os outros reagentes quimicos utilizados possuiam grau analitico e foram obtidos de

fontes distintas, sendo utilizados como recebidos.

3.2. Métodos Instrumentais

3.2.1.

Andlise Elementar (CHN)

O percentual de carbono, hidrogénio e nitrogénio contidos nas amostras foram

determinados em um analisador CHNS Perkin-Elmer 2400.
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3.2.2. Analise Condutimétrica

As medidas de condutividade dos complexos foram realizadas em um condutivimetro
Tecnal Tec-4MP, com uma constante de célula igual a 0,9351 cm™. As solugdes foram
preparadas utilizando dimetilsulféxido grau espectroscopico como solvente (Am = 1,96 S cm?
mol™!) em uma concentracdo de 10~ mol L}, e brometo de tetraetilamina (Am = 79,19 S cm?

mol™!) como composto padrio eletrdlito 1:1.

3.2.3. Analise Termogravimétrica (TG/DTA)

As analises termogravimétricas foram realizadas em um aparelho Shimadzu TGA-50,
com o uso de aproximadamente 5,5 mg de amostras dispostas em um cadinho de aluminio. Tal

andlise foi realizada com uma taxa de aquecimento de 10 °C min’!

, iniciando a temperatura
ambiente até atingir 600 °C, em uma atmosfera dindmica de nitrogénio com uma vazao de 50

mL min!.

3.2.4. Espectrofotometria na regido do ultravioleta-visivel (UV-Vis)

Para avaliar a absor¢ao dos compostos na regido do ultravioleta-visivel foi utilizado um
espectrofotometro UV-2501 PC Shimadzu, sendo os espectros realizados em concentragdo 1 X

107 mol L' utilizando acetonitrila como solvente.

3.2.5. Espectroscopia na regido do infravermelho (IV)

Os espectros na regido do infravermelho foram obtidos em um espectrofotometro FT-
IR Frontier Single Range-MIR da Perkin Elmer. Esta analise foi feita com as amostras solidas
dos complexos e ligantes e com o uso do acessorio de Reflectancia Total Atenuada (ATR) com

cristal de diamante, compreendendo a regido entre 4000 e 220 cm™!, com resolugdo de 4 cm™.

3.2.6. Espectrometria de massas em alta resolucao com ionizagdo por electrospray
(HRESIMS)

Os espectros de massas foram obtidos em um espectrometro de massas de alta resolug¢ao

micrOTOF-Q II (Bruker Daltonics), mediante uso da ionizagao por electrospray (ESI), em
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colabora¢do com o Prof. Dr. Norberto Peporine Lopes (Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
de Ribeirdo Preto-USP) e o Prof. Dr. Marcos Pivatto (IQ-UFU). Os complexos foram
solubilizados em acetonitrila e injetados utilizando seringa (100 uL), adaptada a uma bomba de
infusdo direta com fluxo de 5 pL min’'. Os espectros foram obtidos no modo positivo e 0s
valores de m/z tedricos para as proposi¢cdes dos complexos carregados foram calculados com o

software ChemDraw Ultra 12.0.

3.2.7. Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Os espectros de RMN de 'H, *C e 9Pt foram obtidos em um espectrometro Bruker
(400 MHz), modelo Ascend 400. As amostras dos complexos e ligantes foram dissolvidas em
dimetilsulfoxido deuterado (DMSO-ds), e os deslocamentos quimicos expressos em d(ppm),
tendo como referéncia o tetrametilsilano para os espectros de RMN de 'H e 1°C, e o sal

K2[PtCls] como referéncia com relagio aos espectros de RMN de '°°Pt.

3.3. Estudos de estabilidade

Um primeiro estudo de estabilidade foi realizado por espectrofotometria na regido UV-
Vis. Nesta andlise utilizou-se dois procedimentos distintos: a) Para os complexos Il ¢ V,
[Pt(OFL)(DMSO)CI]CI e [Pd(CPL)Cl:] respectivamente, foi feito um sistema 1,5% DMSO-
agua v/v, e as leituras foram realizadas por 6 e 24 horas, respectivamente. Ja para o complexo
III, [Pt(CPL)(DMSO)CI]CI, fez-se as leituras por 6 horas, mas com o sistema 1,5% DMSO-
tampao fosfato v/v.

Outro estudo de estabilidade foi realizado por meio de ressondncia magnética nuclear
para o nucleo de '°>Pt com leituras compreendendo um intervalo de 24 horas. E valido ressaltar

que os complexos estudados nesta andlise foram dissolvidos em DMSO-ds.

3.4. Estudos bioldgicos

3.4.1. Estudo de atividade citotoxica

A atividade citotoxica foi avaliada usando o classico ensaio colorimétrico [3-(4,5-
dimetil-2-tiazol)-2,5-difenil-2-H-brometo de tetrazolium] (MTT) (MOSSMAN, 1983). Apds o
periodo de incubagdo, os compostos foram adicionados (concentragdes de 250 a 3,9 uM em

dilui¢do seriada). O ensaio in vitro foi realizado em trés linhagens celulares de mama: MCF-10
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(uma célula sadia), MCF-7 (uma célula de cancer com resposta hormonal) e MDA-MB-231
(célula de mama cancerigena triplo negativa), que foram incubadas por 48 horas a 37 °C. A
cisplatina foi usada como controle positivo, € os meios de cultura como controle negativo. Apds
incubacgdo, o meio foi removido seguido da adi¢do de um meio de cultura contendo 10 uM de
MTT (2,5 mg/mL) diluido em solu¢do salina tamponada com fosfato (PBS). O precipitado azul
MTT formazan foi entdo dissolvido em 50 uLL de DMSO, ¢ a absorbancia foi mensurada a 570
nm em um leitor de placas VARIAN CARY-50 MPR multi placas. Citotoxicidade foi expressa
como a porcentagem dos valores de absor¢do em células tratadas comparados as células nao
tratadas (controle). A citotoxicidade CCso (concentragdo necessaria para causar morte de 50%
das células vidveis) e atividade antitumoral ICso (concentragdo necessaria para inibir 50% do

crescimento celular) foi calculada.

3.4.2. Estudo de apoptose

Para avaliagao dos eventos de apoptose, as células MDA-MB-231 foram semeadas em
12 pocos de placas a 5,0 X 10° células/pogo por 24 h. Entdo elas foram tratadas com os
complexos II, IIT e IV ou meio de cultura durante 48 h. Apds este tempo, as células foram
coletadas com tripsina e lavadas com PBS gelado. As células foram entdo incubadas com
Anexina V FTIC-conjugada (1:100) por mais 15 minutos como determinado pelo Kit de
Detecgdo de Apoptose FTIC Anexina V (Pharmingen™ BD). O iodeto de propidio (1 pg/mL)
foi adicionado imediatamente antes da andlise de citometria de fluxo BD FAXSCANTOTM.
10.000 eventos foram contados no total por amostra e entdo analisados pelo software BD

FACSDIVA (BD Biosciences).

3.4.3. Estudo de atividade antituberculose

Utilizando um ensaio de microtitulagdo de resazurina foi possivel obter os valores de
MIC (Concentragdo inibitoria minima) para os compostos contra M. tuberculosis H37Rv
(ATCC 27294) e cinco cepas clinicas (PALOMINO, et al., 2002; PAVAN, et al., 2010). As
cepas clinicas foram coletadas no Hospital Clemente Ferreira, referéncia no tratamento de
tuberculose, na cidade de Sao Paulo-BR, entre 2007 e 2009.

Todos os compostos foram dissolvidos em dimetilsulféxido a uma concentracdao de 10

mg mL!. Posteriormente, os compostos foram diluidos em série (em meio de cultura) para uma
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faixa de 0,098-25 pug mL™'. Subsequentemente 100 pL de solugdo bacteriana previamente
ajustada em 5% 10° unidades de formacio de colonias por mL em caldo Middlebrook 7H9
(Difco) suplementado com acido oleico, dextrose e catalase (AODC), foi adicionado em 100
nL da solugdo dos compostos em placas de 96 pogos (Kasvi®). Depois de sete dias, 30 pL de
solucdo resazurina (0,01% em 4gua) (Sigma-Aldrich®) foi adicionado em cada pogo. Apos 24
horas com uso do equipamento Cytation 3 (Biotek®), foi feita a leitura de fluorescéncia a 530 e

590 nm. Os ensaios foram realizados em triplicata.

3.5. Sintese

3.5.1. Sintese do precursor [Pt(DMSO),Cl;]

O precursor [Pt(DMSO).Cl,] foi sintetizado a partir da reagdo de Ko[PtCls] com
dimetilsulfoxido, de acordo com procedimento descrito na literatura. (CINI, DONATTI,
GIANNETTONI, 2001).

3.5.2. Sintese dos complexos de Pt(II)

a) Complexo (I) — [Pt(LFL)(DMSO)CI|CI.2H:0

Uma suspensao do ligante levofloxacina (0,25 mmol) em 5 mL de 4gua foi adicionada
lentamente a 0,25 mmol de [Pt(DMSO)Clz], previamente solubilizado em agua quente (5 mL,
65 °C). E valido ressaltar que mesmo a parte sélida insoltvel foi adicionada lentamente, e com
o término da adi¢do do ligante obteve-se uma mistura totalmente soliivel. A mistura foi mantida
sob refluxo e apds 24 horas, evaporou-se o solvente lentamente a aproximadamente 65 °C, e
apos total arrefecimento obteve-se um sélido amarelo, que foi filtrado e lavado com metanol e
éter etilico, sendo entdo seco sob pressao reduzida.

M.M.: 705,48 g mol™!. Rendimento: 51% Cor: Amarelo. Analise Elementar para [PtCaoH3o
CIFN;07S] : C, 32,40; H, 4,08; N, 5,67%; Encontrado: C, 31,83; H, 3.41; N, 5.49. '"H NMR
(400 MHz; DMSO-ds) 6 (ppm): 15,12 (Hi1); 9,00 (Hie); 7,63 (Hs); 4,95 (CH2-O, Hiza); 4,62
(CHa-O, Hisp); 4,38 (N-CH, H14); 3,34-2,51 (Hs-Hi1); 2,87 (N-CH3); 1,47 (His). *C NMR (100
MHz; DMSO-ds) 6 (ppm): 176,9; 166,6; 154,6; 146,9; 141,2; 130,9; 125,2;121,1; 107,4; 103,7,
68,8; 55,3; 53,72; 47,66; 42,92; 18,4. RMN Pt (64 MHz; DMSO-ds) § (ppm): —2949.
Espectro IV no ATR, v (cm™): 3405, 3234, 3039, 3002, 2958, 2916, 2911, 2866, 1703, 1619,
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1550, 1523, 1470, 1455, 1438, 1424, 1396, 1358, 1342, 1308, 1293, 1278, 1265, 1248, 1221,
1209, 1178, 1140, 1118, 1095, 1086, 1054, 1022, 1015, 975, 957, 939, 919, 891, 875, 850, 828,
804, 743, 733, 709, 694, 654, 635, 563, 539, 492, 469, 441, 410, 380, 367, 345, 329, 306, 269,
230. Am =24,50 S cm? mol ™.

b) Complexo (II) — [Pt(OFL)(DMSO)CI|C1.0,5H20

Este complexo foi obtido com a mesma rota sintética que o complexo I, porém com o
ligante ofloxacina.
M.M.: 70548 g mol'. Rendimento: 27% Cor: Amarelo. Analise Elementar para
[PtC20H26C12FN305S].0,5H20: C, 34,05; H, 3,71; N, 5,96%; Encontrado: C, 33,53; H, 3,63; N,
5,69%. HRESIMS (ACN) m/z 669,007 [M - CI]" (calculado para
[Pt(C2HeSO)(C1sH20FN304)CI]", 669,0913) (A 0,9 ppm)). '"H NMR (400 MHz; DMSO-ds) &
(ppm): 15,2 (H1); 8,9 (Hie); 7,58 (Hs); 4,92 (CH2-O, Hiza); 4,59 (CH2-O, Hisp); 4,38 (N-CH,
His); 3,34-3,32 (Hs-Hi1); 2,33 (N-CH3); 1,46 (His). 1°C NMR (100 MHz; DMSO-ds) & (ppm):
176,9; 166,5; 154,7; 146,7; 140,7; 132,3; 125,3; 120,2; 107,1; 103,7; 68,5; 55,4; 50,23; 46,1;
18,4. RMN !5Pt (64 MHz; DMSO-ds) & (ppm): —2949. IR spectra in ATR, v (cm™!): 3522,
3008, 2917, 2890, 2845, 1707, 1621, 1549, 1520, 1478, 1445, 1403, 1360, 1307, 1292, 1270,
1247, 1203, 1148, 1133, 1123, 1094, 1051, 1022, 979, 956, 936, 891, 877, 851, 829, 803, 789,
745,731, 708, 693, 656, 635, 563, 534, 492, 441, 416, 374, 335, 302, 280, 273, 265, 254, 242,
233. Am=12,19 S cm® mol ™.

¢) Complexo (III) — [Pt(CPL)(DMSO)CI|CI

Uma suspens@o metandlica (6 mL) do ligante cloridrato de ciprofloxacina (0,25 mmol)
foi adicionado lentamente a solugdo de [Pt(DMSO).Cl>], sendo este ultimo solubilizado em
agua quente (5 mL, 65 °C). A parte solida insolivel do ligante foi também adicionada
lentamente e ao fim desta adi¢ao obteve-se uma suspensao com coloragdo diferente do original.
O sistema foi mantido sob refluxo por 48 horas, e o precipitado obtido foi filtrado, lavado com
metanol e éter etilico, e seco sob pressao reduzida.

M.M.: 675,46 g mol!. Rendimento: 72% Cor: Amarelo palido. Andlise Elementar para
[PtC19H24C12FN304S]: C, 33,78; H, 3,58; N, 6,22; S, 4,75%; Encontrado: C, 33,91; H, 3,58; N,
6,12; S, 5,08%. HRESIMS (ACN) m/z 680,1066 [M — Cl + CH3CN]" (calculado para
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[Pt(C17H1sN3FO3)(C2HeSO)CI(CH3CN)]", 680,1068 (A —0,3 ppm)). 'H NMR (400 MHz;
DMSO-ds) o (ppm): 15,1 (Hi); 8,65 (Hi7); 7,91 (Hs); 7,53 (Hi2); 5,92 (NH); 3,82 (N-CH, Hias);
3,60-3,15 (Hs-Hi1); 1,33-1,18 (His-Hie). *C NMR (100 MHz; DMSO-de) & (ppm): 176,8;
166,4; 152,1; 148,6; 144,9; 139,6; 119,3; 111,6; 107,2; 106,7; 51,1; 50,7; 49,7; 49,1, 36,4; 8,1.
RMN %Pt (64 MHz; DMSO-ds) & (ppm): —3135. Espectro IV no ATR, v (cm™): 3536, 3458,
3222, 3173, 3096, 3053, 3013, 2961, 2926, 2851, 1745, 1721, 1628, 1498, 1460, 1447, 1415,
1389, 1358, 1340, 1320, 1297, 1274, 1229, 1213, 1186, 1166, 1139, 1105, 1084, 1070, 1023,
971, 942, 903, 894, 851, 841, 831, 804, 786, 767, 746, 735, 718, 694, 678, 663, 613, 548, 505,
485, 441, 390, 380, 356, 343, 308, 296, 272, 239. Am =2,91 S cm? mol’!

d) Complexo (IV) — [Pt(SPF)(DMSO)CI|CI

Este complexo foi obtido utilizando-se a mesma rota sintética do complexo III, mas
com o ligante esparfloxacina.
M.M.: 736,52 g mol'. Rendimento: 56% Cor: Vermelho. Analise Elementar para
[PtC21H23C12F2N4O4S]: C, 34,25; H, 3,83; N, 7,61%; Encontrado: C, 34,84; H, 4,04; N, 7,72%.
HRESIMS (ACN) m/z 700,1135 [M — CI]" (calculado para [Pt(C19H22N4F203)(C2HsSO)CI]",
700,1130 (A 0,7 ppm)). 'H NMR (400 MHz; DMSO-ds) § (ppm): 8,40 (Hi7); 5,44 (NH); 3,97
3,24 (Hs-Hi1); 1,28 (CH3-Co,-Cio); 1,15 (His-Hig). RMN Pt (64 MHz; DMSO-ds) & (ppm): —
2880. Espectro IV no ATR, v (em™'): 3390, 3270, 3083, 3011, 2979, 2925, 2893, 2786, 2733,
2631, 2530, 2471, 1730, 1710, 1632, 1590, 1539, 1521, 1504, 1454, 1436, 1385, 1351, 1319,
1280, 1256, 1238, 1215, 1181, 1128, 1115, 1095, 1051, 1041, 1026, 1008, 984, 964, 951, 928,
896, 850, 809, 789, 773, 750, 737, 700, 667, 630, 571, 534, 523, 504, 480, 453, 408, 393, 377,
357, 335, 321,292, 278, 265, 251, 245. Am = 34,85 S cm? mol™!

3.5.3. Sintese dos complexos de Pd(II)

a) Complexo (V) - [Pd(CPL)CL2].3H20

Nesta sintese 0,25 mmol do sal K>[PdCl4] foi solubilizado em 5 mL de agua, sendo
adicionado 0,25 mmol de DMSO. Apds 1 hora, foi adicionado lentamente uma suspensao
metanolica do ligante ciprofloxacina. O precipitado obtido foi filtrado, lavado com metanol e

éter etilico, e seco sob pressao reduzida.
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M.M.: 562,71 g mol'. Rendimento: 65% Cor: Amarelo. Analise Elementar para
[PAC17H24C1FN3O¢]: C, 36,29; H, 4.,3; N, 7,47; Encontrado: C, 36,84; H, 4,72; N, 7,65. RMN
'H (400 MHz; DMSO-de) & (ppm): 15,2 (Hy); 8,65 (Hi7); 7,90 (Hs); 7,51 (Hiz); 3,82 (N-CH,
His); 3,55-3,13 (Hs-H1); 1,33-1,18 (His-His). RMN *C (100 MHz; DMSO-dp) & (ppm): 176,9;
166,4; 152,1; 148,6; 144,9; 139,7; 119,3; 111,6; 107,2; 106,7; 49,47, 46,95; 46,90, 43,19; 36,4;
8,1. Espectro IV no ATR, v (cm™'): 3477, 3021, 2918, 2850, 2754, 2546, 1717, 1628, 1609,
1581, 1549, 1516, 1488, 1473, 1455, 1382, 1359, 1295, 1273, 1182, 1146, 1117, 1082, 1042,
1024, 971, 944, 894, 863, 829, 800, 765, 747, 706, 678, 667, 632, 614, 587, 559, 545, 520, 503,
441, 418, 391, 375, 329, 302, 281, 247, 239, 231, 225. Am = 4,09 S cm? mol’!

b) Complexo (VI) — [Pd(OFL)CL:].3H:0

Este complexo foi sintetizado conforme sintese do complexo V, mas com o ligante
ofloxacina.
M.M.: 592,74 g mol!. Rendimento: 92% Cor: Amarelo. Analise Elementar para
[PAC1sH26C1FN3O7] : C, 36,47; H, 4,42; N, 7,09%; Encontrado: C, 36,64; H, 4,21; N, 7,18%.
RMN 'H (400 MHz; DMSO-ds) & (ppm): 15,2 (Hy); 8,97 (Hi); 7,58 (Hs), 4,93 (CH2-O, Hisa);
4,60 (CH2-O, Hisp); 3,39-2,51 (Hs-Hi1); 2,78 (N-CH3); 1,46 (His). *C NMR (100 MHz;
DMSO-ds) 6 (ppm): 176,9; 166,7; 154,6; 146,9; 140,6; 132,0; 125,4; 120,5; 107,3; 103,8; 68,6;
55.,3; 51,48; 49,70, 45,27; 18,4. Espectro IV no ATR, v (cm™): 3479, 3032, 2857, 2751, 1625,
1585, 1557, 1511, 1447, 1403, 1392, 1345, 1326, 1309, 1296, 1273, 1241, 1222, 1197, 1185,
1155, 1132, 1117, 1091, 1051, 1020, 1003, 980, 960, 909, 878, 846, 798, 773, 750, 701, 666,
575,555, 517, 492, 466, 429, 398, 322, 231. Am = 5,35 S cm? mol ™.
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES

Neste trabalho relata-se a sintese e a caracterizagcao de novos complexos de platina(Il) e
paladio(II) contendo fluoroquinolonas. A Figura 17 ilustra as estruturas das fluoroquinolonas
utilizadas, assim como estruturas propostas para os complexos sintetizados. E valido mencionar
que o ligante levofloxacina ¢ isomero da ofloxacina, sendo também conhecido como (S)-
ofloxacina (ORLANDO et al., 2007). Trés dos complexos de platina(Il), bem como seus
respectivos ligantes foram submetidos a ensaios biologicos, tanto para atividade antitumoral
quanto para atividade antimicobacteriana, sendo esta Ultima realizada para uma linhagem
sensivel e cinco cepas clinicas resistentes.

Figura 17-Estruturas dos ligantes utilizados e estruturas propostas para os complexos
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Os complexos foram sintetizados conforme secdo experimental e de acordo com o
ilustrado nos Esquemas 2 e 3. Os compostos possuem coloragdo amarela, excetuando-se o
complexo IV que ¢ vermelho. Sdo estaveis ao ar, a luz, soluveis em DMSO e DMF, sendo
insoluveis em diclorometano, por exemplo. Os complexos foram caracterizados por analise
elementar, condutimétrica e termogravimétrica. Técnicas espectroscopicas e espectrometria de
massas com ionizagdo por electrospray também foram utilizadas para auxiliar na proposicao
das estruturas.

Esquema 2-M¢étodo de sintese dos complexos de platina(II)
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Fonte: A autora.

Esquema 3-Método de sintese dos complexos de paladio(II)

Re O O
F | OH
Cw 0l Ry, N N
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Fonte: A autora.
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4.1. Analise Elementar

Os dados de analise elementar obtidos para os compostos em estudo (Tabela 3) estao de
acordo com as formulagdes propostas.

Tabela 3-Dados de analise elementar (CHN) para os complexos sintetizados

Complexo %Creor. % Cexp. %Hiesr. % Hexp. %Nieor. %Nexp.
I 32,40 31,83 4,08 3,41 5,67 5,49
11 34,05 33,53 3,71 3,63 5,96 5,69
111 33,78 33,91 3,58 3,58 6,22 6,12
v 34,25 34,84 3,83 4,04 7,61 7,72
\% 36,29 36,84 4,30 4,72 7,47 7,65
\Y | 36,47 36,64 4,42 421 7,09 7,18

A partir da concordancia destes resultados, realizou-se técnicas adicionais para avaliar

as estruturas propostas.

4.2. Analise Condutimétrica

As medidas de condutividade molar dos complexos foram realizadas em DMSO logo
apos o preparo das solucdes de concentragio 1,0x 107> M. Com os resultados é possivel avaliar

se determinada espécie € ou nao eletrolito, conforme Tabela 4. (VELHO, 2006)

Tabela 4-Faixa de valores de condutividade propostos considerando DMSO como solvente

Eletrolito (S cm? mol ™)
1:1 20-62
2:1 54-110

Adaptado de VELHO(2006)
Sabendo destas faixas de classificagdo no solvente mencionado, pode-se correlacionar
os valores obtidos para os complexos deste trabalho (Tabela 5) com tais faixas. Verifica-se a
neutralidade dos complexos de paladio(Il), V e VI, devido aos baixos valores apresentados que
concordam com a estrutura proposta e a literatura (VIEIRA et al., 2009b).
Quanto aos complexos I e IV conclui-se que sdo eletrdlitos 1:1, o que corrobora para as
suas estruturas propostas no estado solido. Por sua vez, os complexos II e I1I sdo classificados

como nao-eletrolitos, o que pode ser devido a um equilibrio 4cido-base, uma vez que foi
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realizado um teste qualitativo com AgNQOs3 para o complexo II e foi verificado a precipitacao
de AgCl, indicando existéncia do ion cloro ndo coordenado a platina.

Tabela 5-Condutividade dos complexos em DMSO.

Composto Solvente Am (S cm? mol ™)
I/[Pt(LFL)(DMSO)CI]CI DMSO 24,50
I1 /[Pt(OFL)(DMSO)CI]CI DMSO 12,19
11 /[Pt(CPL)(DMSO)CI]CI DMSO 2,91
IV /[Pt(SPF)(DMSO)CI]CI DMSO 34,85
V /[Pd(CPL)Cl;] DMSO 4,09
VI /[Pd(OFL)Cl;] DMSO 5,35

Fonte: Dados da Pesquisa.

4.3. Andlise termogravimétrica

A estabilidade térmica dos complexos II, III ¢ V foi avaliada por meio de suas
respectivas curvas TG e DTA. Verifica-se na Figura 18 que o complexo II,
[Pt(OFL)(DMSO)CI]CI1.0,5H20, sofre decomposi¢ao exotérmica referente a saida dos ligantes.
No inicio do grafico TGA, aproximadamente de 24 a 90 °C, observa-se uma pequena perda de
massa, referente a perda de meia molécula de 4gua, tendo sido obtido perda de 1,24% em massa
(calculado 1,28%), corroborando com a proposi¢do desta quantidade de agua no complexo.

Sugere-se que o proximo evento exotérmico, entre 170 e 230 °C, relativo a perda de
9,75% da massa inicial refere-se a perda de dos dois grupos metilicos e do grupamento CO>H
da ofloxacina (calculado 10,63%). Na faixa de temperatura entre 254 e 360 °C propde-se que
este evento seja relativo a perda dos dois ligantes cloridos e do dimetilsulféxido, obtendo-se
uma perda de massa experimental igual a 19,97% (calculado 21,12%). O ultimo evento
exotérmico refere-se a perda da ofloxacina remanescente com uma perda de 39,22% em massa
(calculado 40,70%). Por fim, em 550 °C h4 um residuo de platina elementar que equivale a
27,03% da massa utilizada (calculado 27,65%) corroborando com a estrutura proposta,

[Pt(C2H6SO)(C18H20FN304)C1]C1.0,5H20.
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Figura 18-Curva TG/DTA para o complexo II ou [Pt(OFL)(DMSO)CI]CIL.
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A curva TG/DTA do complexo III, [Pt(CPL)(DMSO)CI]CI, ndo contribuiu muito para
a caracterizacdo de sua estrutura, uma vez que nao foi observado residuo na faixa de
temperatura estudada. Contudo, pode ser averiguada a estabilidade térmica e a auséncia de dgua
ou solvente no complexo, uma vez que ndo ocorrem perdas de massas significativas até 200 °C
(Figura 19).
Figura 19-Curva TG/DTA para o complexo III ou [Pt(CPL)(DMSO)CI]CI

40 T T T T T T T T T T T T T
L 65
. \1\ L 6,0
\ L 5,5
20 500
3 P 0
= 45 P
< - 3
10 r @
Q | L 40 ~
J' L
| 3,5
0 | I
L 3,0
10 : : . : . . 2,5

I I I I I I
0 100 200 300 400 500 600
Temperatura (°C)
Fonte: Dados da Pesquisa.
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Referente ao complexo V, [Pd(CPL)Cl;], verifica-se primeiramente um evento
endotérmico e pelo menos dois eventos exotérmicos (Figura 20). O evento endotérmico refere-
se a perda de 9,5% em massa que ¢ devido a perda de trés moléculas de agua (calculado 9,60%),
0 que corrobora com a quantidade de agua proposta a partir dos resultados da analise elementar.

O primeiro evento exotérmico entre 220 e 350 °C ¢ concernente com a perda de 30%
em massa, o qual propde-se ser devido a perda dos dois ligantes cloridos e uma parte da
ciprofloxacina, mais especificamente o anel ciclopropilico e CO2H, que equivalem a 27,90%.
O outro evento entre 380 e 550 °C, refere-se a decomposi¢ao exotérmica da ciprofloxacina
remanescente correspondendo a 42,53% em massa (calculado: 43,56%). Em 550 °C
aproximadamente, hd um residuo de palddio elementar equivalente a 18% da massa inicial
(calculado: 18,91%) corroborando com a estrutura proposta para este complexo, ou seja, com
a formula molecular [Pd(C17H1sN3FO3)Cl2].3H20.

Figura 20-Curva TG/DTA para o complexo V ou [Pd(CPL)Cl;].
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Fonte: Dados da Pesquisa.

Analisando-se os espectros dos complexos para os quais promoveu-se analise
termogravimétrica, conclui-se que os mesmos possuem consideravel estabilidade térmica, uma
vez que ao desconsiderar-se as moléculas de dgua, a degradacdo térmica dos complexos so6 €

notada a partir de 170 °C aproximadamente.
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4.4. Espectrofotometria de absor¢ao na regiao do UV-Vis

Os espectros na regido ultravioleta-visivel foram obtidos em acetonitrila grau
espectroscopico, com solucdes de concentracio 1,0X10° mol L. Na Tabela 6 tem-se os
comprimentos de onda de absor¢do maxima (Amax) € absortividade molar (emax) para as
fluoroquinolonas, assim como para os complexos. No que se refere aos compostos organicos,
as bandas observadas entre 200 ¢ 300 nm referem-se as transicdes t—n do anel aromatico, e
as demais bandas referem-se as transicdes n—n° (NEUGEBAUER et al., 2005; TANIMOTO,
2009; EL-GAMEL, ZAYED, 2011).

Tabela 6-Comprimentos de onda, absortividade molar e transi¢des atribuidas na regido do

ultravioleta-visivel

Composto Ligante livre Complexo Transi¢oes
Amax(nm) loge M'  Amax(nm) loge (M!
cm™) cm™)
[Pt(LFL)(DMSO)CI]CI 223 4,27 227 4,51 -
oul 257(fr) 3,86 247(fr) 4,30 -n"
300 4,65 294 4,60 -n"
326(0) 4,23 326 4,23 n-mn"
[Pt(OFL)(DMSO)CI]CI 225 4,34 227 4,48 o
ou Il 300 4,66 300 4,63 o
335(0) 4,20 335(0) 4,20 n-m
[PA(OFL)Cl;] 225 4,34 243 4,11 o
ou VI 300 4,66 300 4,28 n-n"
335(0) 4,20 329 3,90 n-m'
[Pt(CPL)(DMSO)CI]CI 203 4,28 223 4,36 n-n"
ou III 280 4,57 282 4,73 o
317 4,08 318 4,20 n-n"
332 4,07 332 4,20 n-mn'
[Pd(CPL)Cly] 203 4,28 230 4,04 -
ouV 280 4,57 282 4,28 >
317 4,08 319 3,86 >

332 4,07 333 3,85 n-mn
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[Pt(SPF)(DMSO)CI]CI 225 5,04 226(fr) 4,67 -1
ou IV 309 5,20 276 4,85 >
375 4,69 331 4,46 n-n"

495 4,23 TCLM

fr: fraca; o: ombro

Fonte: Dados da Pesquisa

Analisando os espectros dos complexos, como exemplo o complexo II (Figura 21) nota-
se que ndo houve deslocamentos significativos com relagdo as bandas do ligante livre, com
excecao do complexo IV, o que corrobora para propor que a coordenagao ocorra via nitrogénios
do anel piperazinico uma vez que que a transi¢do do tipo n—n geralmente ocorrem abaixo do
limite de corte de grande parte dos solventes, e por isto ndo sdo comumente observadas
(PRABAVATHI et al,, 2012, PAVIA et al., 2010).

O consideravel deslocamento observado para o complexo IV pode sugerir que a
coordenacdo neste complexo ocorra via atomos de oxigénio do ligante esparfloxacina,
provavelmente via oxigénio cetdnico e um oxigénio carboxilico, uma vez que ¢ o mais
recorrente na literatura. Contudo, de acordo com Lin ef al. o maior deslocamento observado
para o complexo IV (Figura 22) em relagdo a seu ligante pode ser atribuido ao aumento na
extensdo da conjugacdo eletronica que resulta no deslocamento da posi¢do do cromodforo
(doagdo eletronica do grupo amina através do anel aromatico) (UIVAROSI, 2013, LIN et al/.,
2015, PAVIA et al., 2010).

Figura 21-Espectro na regido UV-Vis para o complexo II e seu respectivo ligante
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Fonte: Dados da Pesquisa.
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Figura 22-Espectro na regido UV-Vis para o complexo IV e seu respectivo ligante.
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Fonte: Dados da Pesquisa.
Por fim, o complexo IV apresentou uma banda de transferéncia de carga (TCLM),

Figura 23, com valor de Amax proximo a 490 nm. (HUHEEY et al., 2006).

Figura 23-Ampliacao do espectro UV-Vis do complexo IV na regido de 400 a 600 nm.
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4.5. Espectroscopia de absor¢do na regido do infravermelho

Os ligantes utilizados neste estudo foram caracterizados por absor¢do na regido do
infravermelho para posterior comparagdo com os espectros dos complexos.

Conforme a Tabela 7, as fluoroquinolonas apresentam uma banda de absorcao por volta
de 3300 cm! referente ao estiramento do grupo OH. Frequéncias entre 2930 e 3040 cm™' sdo
atribuidas ao estiramento simétrico de C-H aromatico. E valido ressaltar a presenca das
frequéncias relativas aos grupos C=Ocarboxilico € C=Ocarbonilico que se encontram entre 1700-1720
cm! e 1606-1640 cm!, respectivamente. Bandas atribuiveis ao grupo C-F estdo localizadas
entre 1140 e 1450 cm™!, dependendo do ligante. A frequéncia vibracional referente a ligagdo C-
N do anel arila encontra-se por volta de 1180 e 1250 cm™!, enquanto que a vibragio C-N do anel
piperazinico ocorre em frequéncias mais baixas, na faixa de 980 e 1030 cm™!, dependendo do
ligante (SAHOO, CHAKRABORTI, BEHERA, 2012; MARTINS et al, 2016;
EFTHIMIADOU et al, 2008; SAHOO et al, 2011a; KALAIMAGAL, 2015;
GUNASEKARAN, RAJALAKSHMI, KUMARESAN, 2013; GOYNE et al, 2005;
FOCHESATTO, 2008; SAHOO et al, 2011b; DOROFEEV, 2004; SAGDNIC, BAYARI,
2004; NEUGEBAUER, 2005; PAVIA et al., 2010).

Além das frequéncias vibracionais supracitadas, existem ainda bandas de absor¢ao que
sdao importantes para a atribui¢ao do modo de coordenacao e que estao presentes em um ou dois
ligantes. Como exemplo, a do grupo CH (CH3) contidos no anel piperazinico do ligante
esparfloxacina (SPF), compreendidas entre 2963-2843 cm’'. J4 no caso dos ligantes
levofloxacina (LFL) e ofloxacina (OFL), ¢ possivel avaliar os estiramentos relacionados ao
grupo metil ligado diretamente a um dos nitrogénios piperazinicos, que compreende a regiao
por volta de 2800 cm™!. Por fim, as frequéncias vibracionais referentes ao estiramento vN-H
nos ligantes ciprofloxacina (CPL) e esparfloxacina (SPF) que ocorrem por volta de 3378 e
3097/3338 cm’!, respectivamente (EL-GAMEL, ZAYED, 2011; GUPTA et al, 2010;
EFTHIAMIDOU, 2010; AL-KHODIR, REFAT, 2015).



Tabela 7-Atribuigdes vibracionais no infravermelho para complexos e seus respectivos ligantes.
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Compostos
Atribuigdes LFL | OFL 11 VI CPL 111 \Y% SPF v
vibracionais
v(OH) 3414 3405; 3423 3507 3479 3525 3534 3477 3458 3476
3234
Vs(CH)arom. 2938 2916 3047; - 3032 3092- - 3093- - -
3008 3015 3007
v(C=0)coon 1719 1703 1713; 1707 - 1699 1746; 1717 1714 1730;
1694 1717 1712
V(C=O)piridona 1619 1619 1622 1622 1625 1624; 1626 1628 1638 1633
1606
V(C-C)arom. 1538 1550 1548 1548 1557 - - - 1584 1589
v(C-F) 1342; 1396; 1289 1292 1273 - - - 1147 1127
1438 1455
V(C-N)arila 1208 1221 - - - 1266 1274 1273 1291- 1282-
1185 1181
O(C-H) 875 878 877 - 889 892 - 671 667
v(C-H)chs - - - - - - - - 2964- 2923-
2843 2729
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V(CH)N-cH: 2802 Nao 2786 Nao 2751 - - - - -
aparece aparece
O0(N-CH3) - 1407; 1403 1403; - - - - -
1398 1392
v(NH;") - - - - - 2764- Nio - - -
2461 aparece
v(NH) e/ou 3244 - - - - 3378 3458 3476 3338; 3270;
V(NH>) 3097 3083
V(C-N)alquila 983 975 1010 1021 1020 986 971 - 1029 1008
v(Pt-S) - 1140 - 1133 - - 1139 - - 1181
v(Pt-N) - 441 - - - - 441 - - 572
v(Pt-Cl)/ - 380 - 374 322; 303 - 344 329; 316 - -
v(Pd-Cl)

Fonte: Dados da Pesquisa.

Tendo sido atribuido os principais modos vibracionais dos ligantes, ¢ valido verificar como resultam estes mesmos estiramentos nos

complexos com o intuito de avaliar o modo de coordenacdo dos ligantes. Na Tabela 7 pode-se observar as mesmas atribuicdes feitas para os

ligantes analisadas para os complexos, como também novas atribui¢des devido a formagao dos complexos.

Comparando os valores das frequéncias vibracionais dos complexos com aqueles obtidos para os ligantes nota-se grande diferenca entre os

espectros corroborando para a coordenagao das fluoroquinolonas ao centro metalico. Alguns estiramentos apresentam maior deslocamento do

ligante para o complexo, enquanto que outros como os estiramentos vibracionais referentes ao grupo OH nao sofrem deslocamento significativo

nos complexos, conforme observa-se na Figura 24 para um dos complexos e seu respectivo ligante.
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Figura 24-Espectro vibracional de absor¢ao no infravermelho para o complexo I,

[Pt(LFL)(DMSO)CI]CI, e o ligante LFL.
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Fonte: Dados da Pesquisa.

Duas bandas que devem ser analisadas com cuidado sdo aquelas atribuiveis aos grupos
—COOH e —C=0, assim como bandas envolvendo grupos do anel piperazinico, pois estes grupos
sdo passiveis de coordenagdo (REIS, 2014; VIEIRA ef al., 2009b).

A maioria dos complexos obtidos com fluoroquinolonas enunciados na literatura sao
descritos como tendo o ligante coordenado ao cation metalico de forma bidentada através dos
atomos de oxigénio carbonila e carboxila. Nestes complexos, este modo de coordenacdo ¢
evidenciado no infravermelho pelo desaparecimento da banda relativa ao grupo C=0
carboxilico e deslocamento do estiramento relacionado ao grupo C=0O do anel piridona
(VIEIRA et al., 2009b). No entanto alguns complexos com ions metalicos, como prata e platina,
sdo reportados com coordenagdo via &tomos de nitrogénio piperazinico, de forma monodentada
na prata e bidentada para a platina (VIEIRA ef al., 2009a; RUSU et al., 2016; RUSU ef al,
2017).

Nos complexos de platina em estudo, observa-se apenas um deslocamento para as
bandas relativas aos grupos -COOH e —C=0. Nao foi observado em nenhum dos casos o

desaparecimento da banda atribuida ao grupo —COOH, conforme pode ser verificado na Figura
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25. Por outro lado, verifica-se um deslocamento consideravel destas bandas nos complexos de
paladio e um decréscimo significativo na intensidade, que podem ocorrer devido as interagdes
intra ou intermoleculares no estado solido. De qualquer forma, o uso do RMN ¢ indicado para
esclarecer os modos de coordenacdo para ambos os tipos de complexos.

Figura 25-Espectro vibracional de absor¢do no infravermelho para o complexo I,

[Pt(LFL)(DMSO)CI]CI, e o ligante LFL.
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Fonte: Dados da Pesquisa.

Uma observagdo importante ¢ que a banda atribuida ao grupo NH (anel piperazinico)
sofre deslocamento consideravel nos espectros dos complexos IIT ou [Pt(CPL)(DMSO)CI]CI,
IV ou [Pt(SPF)(DMSO)CI]CI e V ou [Pd(CPL)Cl.], com deslocamento de 80 cm™ em média,
reforgando a coordenagdo via anel piperazinico. Por fim, conforme a Tabela 7, ¢ possivel
verificar uma nova banda para os complexos de platina, atribuida ao estiramento vibracional
v(S=0) observada entre 1130-1180 cm™!, que quando ocorre nesta regidio indica a coordenagio
do DMSO via 4tomo de enxofre. No que se refere a ligagdo Pt-N observou-se novas bandas
entre 440-570 cm™!, e com relacdo a ligagio M-C1, onde M é platina ou paladio, verifica-se uma
unica banda para os complexos de platina enquanto para os complexos de paladio constata-se
duas bandas corroborando com o fato de que estes complexos sdo do tipo cis-[Pd(FQ)Cl:]
(NAKAMOTO, 2009).

Como mencionado anteriormente, as frequéncias vibracionais referentes as outras
ligacdes ndo sofrem alteragdes significativas o suficiente para corroborar na definicio do modo

de coordenacado, conforme observa-se na Tabela 7 para algumas bandas atribuidas.
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4.6. Espectrometria de massas em alta resolu¢cao com ionizagao por electrospray

A espectrometria de massas em alta resolugdo foi realizada para os complexos II, Il e
IV, utilizando acetonitrila como solvente. Os espectros foram registrados no modo positivo e
podem ser observados no anexo C. No processo de ionizagdo o ion cloreto admitido como
contra-ion foi dissociado, tendo como resultado complexos carregados. Os valores de m/z
listados na Tabela 8 sdo relativos ao isétopo de platina mais abundante ('*°Pt) e conforme pode
ser verificado, para os complexos II e IV, os valores obtidos concordam com a estrutura
proposta, sendo possivel observar o sinal referente a espécie [PtCI(DMSO)(FQ)]", enquanto
que para o complexo III obteve-se um aduto com o solvente acetonitrila, [PtCI(DMSO)(FQ)]*-
CH;CN (HENDERSON, MCLNDOE, 2005; DOLEZEL, KUBAN, 2002). Na Figura 26, &
possivel avaliar o espectro obtido para o complexo IV, no qual o pico de maior intensidade
apresenta um valor de m/z igual a 700,1135, sendo que o valor calculado para
[Pt(C19H22N4F203)(C2HeSO)CI]" € 700,1130 (A 0,71 ppm). Além disso, € possivel observar um
pico em 393,1732 [L+H]", que ¢é atribuido ao ligante protonado (calculado para
[C1oH22N4F203H]" 393,1733 (A -0,25 ppm)). Os valores de m/z das principais espécies
carregadas, observadas nos espectros de massas dos complexos II, III e IV podem ser
verificados na Tabela 8.

Figura 26-Espectro de massas em alta resolug@o para o complexo IV ou

[Pt(SPF)(DMSO)CI]CL.
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Fonte: Dados da Pesquisa.

Outro pico que pode ser encontrado, como exemplo no espectro do complexo IV, ¢ o
que se refere a 701,1167. Propde-se que este pico seja evidenciado devido a espécie [M-CI+H]"

(701,1214), ou seja, a espécie relatada no pico anterior, mas com a reducdo da platina e



51

concomitante protonagdo. Complexos com a redugdo metdlica em experimentos de
espectrometria de massas ja foram reportados na literatura por Maia et al., assim como a
redugdo evidenciada por voltametria ciclica de alguns complexos de paladio e um de platina foi
relatada por Kovala-Demertzi et al. o que torna factivel a espécie proposta (MAIA et al.,2012;

MAIA et al.,2017; KOVALA-DEMERTZI et al.,1997; KOVALA-DEMERTZI et al., 1999).

Tabela 8-Valores de m/z experimentais e teoricos obtidos na espectrometria de massas para os
complexos I, IT e IV.

Complexo Espécie m/z m/z tedrico Erro (ppm)

carregada experimental

I [M-CI]* 669,0907 669,0913 -0,90

[Pt(OFL)(DMSO)CI]CI [OFL+H]" 362,1517 362,1511 1,66

[M-CI+H]" 670,0945 670,0992 -7,01

111 [M-CI]* 680,1066 680,1068 -0,29

[Pt(CPL)(DMSO)CI]CI [CPL+H]" 332,1395 332,1405 -3,01

[M-CI+H]" 681,1146 681,1152 -0,88

v [M-CI]* 700,1135 700,1130 0,71

[Pt(SPF)(DMSO)CI]C1 [SPF+H]" 393,1732 393,1733 -0,25

[M-CI+H]" 701,1167 701,1214 -6,70

Fonte: Dados da Pesquisa.

4.7. Ressonancia Magnética Nuclear

4.7.1. RMN de 'H

Os espectros de RMN de 'H para os complexos I-VI foram obtidos em DMSO-ds. A
Figura 27 mostra a numeragao nos ligantes, de acordo com os quais serdo avaliados os espectros
de RMN. E valido ressaltar que os sinais dos ligantes foram atribuidos mediante dados da
literatura (HERMECZ et al, 1998; HOLZGRABE, BRANCH, 1994; SALEM, MOSSA,
BARSOUM, 2005; ZIEBA, MASLANKIEWICZ, SITKOWSKI, 2004). E possivel avaliar que
os complexos de paladio sofrem certa solvélise nas condigdes em que esta andlise foi realizada.

Como pode ser verificado a partir dos resultados de RMN, os hidrogénios dos anéis A
e B ndo sofrem deslocamento significativo quando se compara ligantes e complexos, assim

como aqueles hidrogénios referentes ao anel C do ligante ofloxacina e do anel ciclopropilico
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dos ligantes CPL e SPF, e o hidrogénio do grupo CO2H dos complexos II ¢ VI com relagio ao
seu respectivo ligante. Por sua vez, os hidrogénios ligados aos carbonos do anel piperazinico
sofrem um pequeno deslocamento, que pode ser explicado devido a coordenacdo das
fluoroquinolonas via 4&tomos de nitrogénio do anel piperazinico. Outros fatores que corroboram
com esta proposicdo sdo: a) Nos complexos I, I e VI, observa-se o deslocamento do grupo
metila ligado a um dos nitrogénios piperazinicos com relacdo a seu respectivo ligante (Tabela
9); b) Nos complexos III ¢ V ha um pico atribuido ao hidrogénio ligado diretamente ao
nitrogénio piperazinico, que ndo pode ser visualizado no ligante CPL livre como pode ser
analisado nas Figuras 28, 29 e 30; c) No complexo IV o pico referente ao hidrogénio do grupo
NH encontra-se bem deslocado com relagdo ao pico atribuido a este mesmo grupo no ligante
livre.

Figura 27-Numeracio dos ligantes para atribui¢do dos sinais do RMN de 'H.

Fonte: A Autora.



Tabela 9-Deslocamentos quimicos em ppm no RMN de 'H para os complexos e seus respectivos ligantes.

Composto  HI H5  H8-H11  CHs  CH3-N NH8 (ppm)le H13 H14 H15 H16 H17
H9,H10
LFL - 7,53 2,44-3,29 - 2,23 - - 4,92/459 437 1,46 8,95 -
I 15,12 7,63  2,51-3,34 - 2,87 - - 4,95/4,62 442 1,47 9,0 -
OFL 152 7,59  2,45-3,33 - 2,24 - - 4,92/459 438 1,45 8,08 -
1| 152 7,58  3,32-3,34 - 2,33 - - 4,92/459 438 1,46 8,9 -
VI 152 7,58  2,51-3,39 - 2,78 - - 4,93/4,60 - 1,46 8,97 -
CPL - 7,96  3,37-3,56 - - - 7,61 - 3,87 1,34 1,20 8,69
11 151 791  3,15-3,60 - - 5,92 7,53 - 3,82 1,33 1,18 8,65
\% 152 790  3,13-3,55 - - 5,41 7,51 - 3,827 1,33 1,18 8,65
SPF - - 272335 098 - 4,02 - - 1,09 1,09 1,09 8,50
v - - 324397 128 - 5,44 - - 1,15 1,15 1,15 8,40

Fonte: Dados da Pesquisa.
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Figura 28-Espectro de RMN 'H para o ligante CPL
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Fonte: Dados da Pesquisa.
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Figura 29-Espectro de RMN de 'H para o complexo III ou [Pt(CPL)(DMSO)CI]CL.
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Figura 30-Espectro de RMN de 'H para o complexo V ou [Pd(CPL)Cl,].
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4.7.2. RMN de 13C

O RMN de '3C desacoplado foi realizado e na Tabela 10 é possivel verificar os sinais
dos carbonos atribuidos conforme numeracao dos ligantes na Figura 31. Os sinais dos ligantes
foram atribuidos conforme literatura (HOLZGRABE, BRANCH, 1994; CHAO et al., 2004;
GOUVEA, 2013; ZIEBA, MASLANKIEWICZ, SITKOWSKI, 2004; GOUVEA et al., 2012).

Figura 31-Numeragio dos ligantes para atribuicdo dos sinais do RMN de '*C.

CPL SPF
Fonte: A Autora.

Os sinais referentes aos carbonos carbonilico e cetonico, C1 e C3 respectivamente, nao
sofrem deslocamento significativo em nenhum dos complexos, Tabela 10, o que seria esperado
se a coordenacdo ocorresse via atomos de oxigénio. Assim, os deslocamentos mais
significativos sdo devido aos carbonos do anel piperazinico e do grupo metil ligado ao
nitrogénio distal do anel piperazinico, complexo I e VI, o que corrobora com o modo de
coordenagao proposto (GOUVEA, 2013).

O modo de coordenagdo proposto para os compostos de paladio(Il) por Vieira ef al. é
via atomos de oxigénio das fluoroquinolonas. Entretanto o modo de coordenagdo aqui
mencionado, coordena¢do via N,N ndo € inédito na literatura, uma vez que ja foi relatado por

Al-Khodir e Refat um complexo de Pd*" com levofloxacina com modo de coordenagdo igual
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ao proposto neste trabalho (VIEIRA et al., 2009b; AL-KHODIR, REFAT, 2005). E possivel
que pequenas modificacdes na sintese como temperatura, pH, solvente, entre outros fatores,

possam conduzir a esta mudanca no sitio de coordenagao.



Tabela 10- Deslocamentos quimicos no RMN de *C para os complexos e seus respectivos ligantes

59

Composto  C1 C2 C3 C4 C5 C6 C7 C8 8C(gpm)CIO Cll1  Ci12 Cl13 Cl4 C15 Cl6 C17/C18

LFL 166,5 107,1 176,8 120,0 103,7 154,7 132,5 55,28 50,56 46,53 55,28 50,56 140,6 125,2 146,6 68,5 55,7/18,4

I 166,6 107,4 176,9 121,1 103,7 154,6 130,9 53,72 47,66 42,92 53,72 47,66 141,2 1252 146,9 68,8 55,3/18,4

OFL 166,6 107,2 176,8 120,2 104,0 154,8 132,5 50,58 50,55 46,51 50,58 50,55 140,8 125,5 146,8 68,6 55,8/18,6

1T 166,5 107,1 176,9 120,2 103,77 154,7 132,3 50,23 46,1 - 50,23 46,1 140,7 125,3 146,7 68,5 55,4/18/4

A4 | 166,7 107,3 176,9 120,5 103,8 154,6 132,0 51,48 49,70 45,27 51,48 49,70 140,6 1254 146,9 68,6 55,3/18,4
CPL 166,3 1074 176,9 119,8 111,7 152,1 144,77 46,84 42,98 42,98 46,84 107,32 138,6 148,7 36,5 8,10 -
I 166,4 107,2 176,8 119,3 111,6 152,1 1449 51,05 49,73 49,12 50,66 106,73 139,6 148,6 36,4 8,08 -
\% 166,4 107,2 176,9 119,3 111,6 152,1 144,9 46,95 43,19 49,47 46,90 106,73 139,7 148,6 36,4 8,10 -

SPF 166,0 150,5 180,1 - - - - - - - - - - -

10 166,5 151,8 180,1 - - - - - - - - - - -

Fonte: Dados da Pesquisa.
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4.7.3. RMN de '°Pt

Foi realizada a anélise do RMN de '*°Pt para todos os complexos de platina em DMSO-
ds. Esta analise proporciona uma caracterizagao eficaz no que diz respeito a esfera de
coordenagdo ao redor da platina, uma vez que este metal possui particular sensibilidade as
mudangas de estado de oxidagao, substituicdo dos ligantes e na estereoquimica ao redor do ion
metalico. Os valores de deslocamento quimico obtidos nesta analise para os complexos aqui
estudados se encontram na Tabela 11 (STILL, 2007).

Tabela 11-Deslocamentos quimicos no RMN de '*Pt para os complexos de I a IV.

Composto d(ppm)

I ou [Pt(LFL)(DMSO)CI]CI -2949

IT ou [Pt(OFL)(DMSO)CI]CI -2949
III ou [Pt(CPL)(DMSO)CI|CI -3135 (Figura 32)

IV ou [Pt(SPF)(DMSO)CI]CI -2880

Fonte: Dados da Pesquisa

Considerando as esferas de coordenagdao mais provaveis, PtO2SCl ou PtN>SCI, ja
mencionadas para as fluoroquinolonas é possivel avaliar o modo de coordenagdo utilizando
dados pré-existentes (REIS, 2014). Assim Priqueler et al. em uma revisdo sobre RMN de !*°Pt
relata que a esfera PtO,SCl gera um sinal por volta de -2400 ppm, sendo o complexo citado
avaliado em cloroformio e metanol deuterados. Quanto a esfera de coordenagao do tipo PtN,SCl
ha relatos de complexos gerando sinais entre -2890 e -3185 ppm, faixa na qual tanto ligantes
nitrogenados monodentados quanto bidentados sao considerados. Como exemplo o complexo
Pt(2,3-dat)Cly, onde 2,3-dat ¢ o ligante 2,3-diaminotolueno, sofre solvolise em que um clorido
¢ substituido por DMSO ligado via 4tomo de enxofre, e a espécie proveniente da solvolise gera
um sinal em -3181 ppm no RMN de *°Pt. Ackley et al. também avaliaram complexos do tipo
PtN>SCl com ligante 1,2-etanodiamino e ligantes do tipo tioureia, que geraram sinais proximos
a -2900 ppm (PRIQUELER et al., 2006; PASCALI et al., 2005; PEREZ-CABRE et al., 2004;
ACKLEY et al., 2004).

H4 entdo grande diferenga de deslocamento no RMN de Pt gerados pelas duas
possiveis esferas de coordenacdo. De acordo com os resultados obtidos neste trabalho, ¢
possivel inferir que as fluoroquinolonas coordenam-se de maneira bidentada via 4tomos de
nitrogénio do anel piperazinico, pois os valores obtidos estdo de acordo com aqueles reportados

para a esfera de coordenagao do tipo PtN,SCIl.
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Figura 32- RMN de %Pt para o complexo III, [Pt(CPL)(DMSO)CI]CI, em DMSO-ds.
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Fonte: Dados da Pesquisa.

4.8. Estudos de estabilidade

E importante avaliar a estabilidade dos complexos antes de proceder aos ensaios de
atividade bioldgica, uma vez que por meio destes estudos pode-se verificar se os complexos
mantém suas estruturas intactas. Dessa forma a estabilidade de alguns complexos foi avaliada
por meio da técnica UV-Vis em solucdo aquosa com 1,5% de DMSO, com exce¢do do
complexo III, [Pt(CPL)(DMSO)CI]CI, para o qual foi utilizada uma solu¢do tamponada com
1,5% de DMSO para evitar a precipitagao.

Como pode ser verificado nas Figuras 33, 34 e 35, as andlises realizadas para os
complexos II, III e V ndo resultaram em nenhuma mudanga significativa nos espectros na
regido do UV-Vis durante o tempo em que foram realizadas. E possivel inferir a partir de tais

resultados, que nas condi¢gdes mencionadas os complexos sdo estaveis.



Figura 33-Estudo de estabilidade do complexo II, [Pt(OFL)(DMSO)CI]|CI, por

espectrofotometria UV-Vis.
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Figura 34-Estudo de estabilidade do complexo III, [Pt(CPL)(DMSO)CI]|CI, por

espectrofotometria UV-Vis.
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Figura 35-Estudo de estabilidade do complexo V, [Pd(CPL)Cl;], por espectrofotometria UV-
Vis.
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Fonte: Dados da Pesquisa.

Hé um vasto conhecimento acerca da solvélise de complexos de platina, principalmente
no que diz respeito a dissolugdo destes compostos em dimetilsulfoxido. Um dos ligantes da
esfera de coordenacdo da platina pode ser trocado por um solvente dimetilsulfoxido, o que
resulta em uma nova espécie (MA et al., 2010; MARTINS et al, 2001). Sendo assim foi
realizado um estudo apenas em DMSO por meio da técnica RMN de '*°Pt.

Os resultados obtidos para os complexos deste trabalho demonstram que estes nao
sofrem o processo de solvolise durante o tempo de analise, pois ndo ha aparecimento de nenhum
outro pico além daqueles j4 mencionados para estes compostos, como observa-se para o
complexo III, [Pt(CPL)(DMSO)CI|CI, na Figura 36. Um fato interessante ¢ que analisando um
dos complexos de platina reportados por Vieira et al., mais especificamente o complexo
[Pt(CPL)ClLz], os resultados de analise de RMN de '"°Pt por aproximadamente 26 horas
mostraram que ha o aparecimento de outro pico além daquele citado pelos autores que o
analisaram em DMF-d7, sendo o espectro gerado a partir da analise em DMSO-d; e verificado
na Figura 37. Este novo pico encontra-se em valor bem préximo ao aqui relatado para o

complexo [Pt(CPL)(DMSO)CI]CI. A conclusdo que pode ser tirada deste estudo € que o
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complexo [Pt(CPL)Cl;] devido ao processo de solvolise, gera o complexo de platina com a
ciprofloxacina e DMSO aqui relatado.

Entretanto, tanto o ligante clorido quanto DMSO sao bons grupos abandonadores e no
meio bioldgico podem nao estar coordenados, acarretando no fato de que a espécie ativa seja
[Pt(FQ)I*".

Figura 36-Estabilidade por RMN !*>Pt do complexo III ou [Pt(CPL)(DMSO)CI]CI.
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Fonte: Dados da Pesquisa.

Figura 37-Estudo de solvélise do complexo [Pt(CPL)Cl,] por RMN de '*°Pt.
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4.9. Estudos biologicos

4.9.1. Atividade antitumoral

A atividade antitumoral dos complexos II, III e IV ([Pt(OFL)(DMSO)CI]CI,
[Pt(CPL)(DMSO)CI]CI e [Pt(SPF)(DMSO)CI]CI, respectivamente) e da cisplatina como
padrdo, foi avaliada nas linhagens MCF-10, MCF-7 e MDA-MB-231, conforme Tabela 12. A
primeira linhagem MCF-10, refere-se a células epiteliais mamarias saudaveis, a linhagem
MCEF-7 refere-se a células tumorais muito utilizadas em testes de citotoxicidade in vitro, pois
possuem algumas caracteristicas do epitélio mamario mantidas, e por fim, MDA-MB-231 que
¢ definida como células de cancer de mama triplo negativa. As células MDA-MB-231 sao
caracterizadas por sua versatilidade morfologica e patoldgica, ou seja, possui certa variagao
quanto a aparéncia ou configuragdo, e também na progressdo da doenca em si. Com esta
variabilidade patoldgica, este subtipo de célula tumoral apresenta-se de forma mais agressiva,
com alta capacidade metastatica e geralmente se tem prognoésticos desfavoraveis em contraste
a outros subtipos de cancer. Por todas estas caracteristicas encontra-se usualmente associado a
uma alta mortalidade.

Neste trabalho, os valores obtidos de ICso referem-se a concentragdo necessaria para
inibi¢do de 50% do crescimento celular, CCso € a concentragdo requerida para causar a morte
de 50% das células viaveis, e o SI € o indice de seletividade que € obtido a partir da razdo entre

CCso e 1Cso, sendo considerado significativo um valor de SI =2 (BADISHA et al., 2009).

Tabela 12-Atividade antitumoral(ICso) e citotoxicidade(CCso) dos complexos e seus ligantes.

Composto Células Células Células nao SI SI MDA-
tumorais tumorais tumorais MCEF-7 MB231
ICso MCF-7 1ICso MDA- CCso
(M) MB-231 (uM)
(rM)

OFL 222.4 179,2 212,6 0,9 1,1
11 144,8 149,8 227.3 1,5 1,5
CPL 168,1 141,0 150.,5 0.9 1,0
111 180,4 161,5 300,1 1,6 1,8

SPF 206,2 169,2 209,7 1,0 1,2
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v 17,3 15,3 135,9 7,8 8,8

Cisplatina 56,6 75,9 82,4 1,4 1,0

Fonte: Dados da pesquisa.

Para a linha celular MCF-7 a ordem de atividade citotoxica é: IV> cisplatina> II> CPL>
III> SPF> OFL. A primeira conclusao factivel ¢ que os ligantes fluoroquinolonas apresentaram
baixa atividade antitumoral, da mesma forma que os complexos II e III. O tinico complexo a
mostrar atividade nesta linhagem foi o complexo IV, que na verdade demonstrou alta atividade,
uma vez que ¢ aproximadamente 12 vezes mais ativo que seu ligante livre (esparfloxacina),
além de ser 3,3 vezes mais ativo que a cisplatina. Nao menos importante, o complexo
apresentou uma boa seletividade, sendo mais seletivo que a cisplatina, que ¢ o farmaco
recomendado em pelo menos 50% dos regimes quimioterapicos (SILVA, VARGAS, 2012).

Quanto a linha celular MDA-MB-231 percebe-se que ha um padrao semelhante a outra
linhagem, mas neste caso a ordem de atividade ¢: IV> cisplatina> CPL> II> III> SPF> OFL,
invertendo apenas a ordem com relacdo ao complexo II e seu respectivo ligante. H4 um padrao
analogo de atividade, porém o complexo IV apresentou-se um pouco mais ativo nesta linhagem,
resultando em uma seletividade proximo a 9.

Considerando a atividade e a seletividade do complexo IV, especialmente no que diz
respeito as células MDA-MB-231, por serem células mais agressivas € que possuem carater
metastatico, a continuidade dos estudos com este composto possui alta probabilidade, e assim
se teve interesse em realizar a determinacdo do modo de morte celular para os trés complexos

estudados.

4.9.2. Determinag¢ao do modo de morte celular

Neste ponto o objetivo ¢ avaliar se os compostos II, III e IV induzem a morte celular
por apoptose, uma vez que o processo apoptotico € preferivel a outros possiveis processos,
como a necrose por exemplo, haja visto que neste ultimo se tem um intenso processo infeccioso,
enquanto que com a apoptose o processo inflamatdrio ocorre em menor extensdo (PALMA,
2005). Para tanto faz-se necessario algumas informagdes antes da analise dos resultados.

A apoptose refere-se a morte celular programada que envolve uma sequéncia de eventos
moleculares e bioquimicos especificos, além de ser dependente de energia. Resumidamente,
este processo tem inicio com proteases denominadas caspases, que podem reconhecer em seu

sitio ativo substratos com residuos de aspartato. A ativagdo destas proteases pode ocorrer por
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meio de receptores localizados na membrana celular, nomeados como receptores da morte, ou
podem ainda ser ativadas por estimulos internos de estresse celular, como ¢ o caso de lesdo no
DNA. Estas caspases sinalizam para apoptose, € com esta se tem a retragao celular com perda
de aderéncia as células vizinhas, provocando a condensa¢ao da cromatina, onde estd contido o
material genético que se aglomera junto a membrana nuclear, tendo permanecido intacta até
este ponto. A membrana celular comeca a se prolongar formando tibulos e o nticleo se dissocia
formando fragmentos envoltos por tal membrana. Estes prolongamentos aumentam até seu
rompimento, originando estruturas com conteudo celular, que sdo designados por corpos
apoptoéticos, conforme verifica-se na Figura 38. As caspases sdo responsaveis por externalizar
fosfolipidios de membrana que por sua vez sinalizam para que estes corpos apoptoticos sejam
fagocitados por macrofagos, sem causar nenhuma ou pouca resposta inflamatoéria. E valido
ressaltar que no processo de apoptose ocorre também a fragmentagdo internucleossomica do
DNA, a partir da ativacdo de uma endonuclease, que ¢ uma enzima com capacidade de clivar
nucleotideos nio terminais, o que ¢ obtido no DNA (GRIVICICH et al., 2007; LUCHS,
PANTALEAO, 2010).
Figura 38-Etapas da apoptose.
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Fonte: A autora.

r

A membrana plasmatica € constituida por uma bicamada lipidica basicamente
constituida de fosfolipideos. No processo apoptotico hd perda assimétrica desta bicamada, o

que leva a uma externalizagdo da fosfatidilserina para a superficie celular. Esta ¢ uma
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sinalizacdo que ocorre antes que a membrana celular seja totalmente desintegrada e para que se
tenha a fagocitose pelos macrofagos. (VIEIRA, 2011)

Neste estudo fez-se uso de anexina-V conjugada a isotiocianato de fluoresceina (FTIC).
A anexina-V foi utilizada porque essa se liga preferencialmente a parte negativamente
carregada dos fosfolipideos, uma vez que estes sdo compostos por uma regido apolar
(glicerideo) e uma regido polarizada (grupo fosfato). Ja o FTIC permite a identificagdo por meio
de citometria de fluxo das células apoptoticas. Na citometria de fluxo promove-se a medida e
dispersdo de um feixe de laser refletido por determinada amostra celular. Este tipo de anélise ¢
realizada de acordo com o fluorocromo utilizado. Quanto a utiliza¢ao simultanea de iodeto de
propidio (IP), que ¢ um marcador nuclear fluorescente, pretende-se analisar variagdes no nticleo
que sao observadas nas etapas de apoptose tardia. (PALMA, 2005).

Avaliando cada etapa e sua devida marcagdo com um dos indicadores ¢ possivel
verificar que: Ocorre marca¢do Anexina(+) e IP(-) se a apoptose ocorre precocemente, pois a
exposicdo da fosfatidilserina ocorre antes do comprometimento da membrana celular. Se a
identificacao ocorre com marcagdao de Anexina(+) e IP(+), tem-se um processo de apoptose
tardia, isto porque além da externalizacdo da fosfatidilserina ha também alteragdes na
membrana plasmatica que permitem a permeabilidade de moléculas de peso molecular mais
elevado como o iodeto de propidio, o que ndo acontece se a membrana plasmatica estiver
intacta. Mas se o que ocorre ¢ a necrose, o resultado obtido ¢ Anexina(-) e IP(+), uma vez que
este evento ocorre mais rapidamente de forma que nao hé exposic¢ao de fosfatidilserina, porém
ha a alteracdo na membrana plasmadtica e consequente mudanga de sua permeabilidade,
permitindo a entrada do iodeto de propidio. Sendo assim obtém-se quatro quadrantes possiveis
na analise do possivel tipo de morte celular, onde: Quadrante superior esquerdo (Q1), relativo
a células que sofrem necrose ou morrem por outra via, que ndo por apoptose, resultando em
marcagdo Anexina(-) e [P(+); Quadrante superior direito (Q2), concernente a apoptose tardia
repercutindo em marcagdao Anexina(+) e IP(+); Quadrante inferior esquerdo (Q3) que refere-se
as células viaveis com marcag¢do Anexina(-) e IP(-); e por fim quadrante inferior direito (Q4)
que equivale a células em processo inicial de apoptose, com marcagdo Anexina(+) e IP(-).

Com todas estas informagdes ¢ possivel entdo analisar os resultados obtidos para os
complexos II, III e I'V. Analisando a Figura 39 o resultado mais claro ¢ que os complexos Il e
III geram a mesma distribui¢ao nos quadrantes que o padrao negativo, ou seja, nao sao capazes
de induzir a morte das células tumorigénicas, como ja foi indicado com a atividade destes

compostos. Por sua vez, para o complexo IV (50 uM por 48 horas) obteve-se a morte de quase
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todas as células tumorigénicas, conforme pode ser observado na Figura 40A. De acordo com a
Figura 40B aproximadamente 70% das células da linhagem analisada sofrem apoptose tardia
devido a marcagdao Anexina(+) e IP(+) e “tingimento” dos quadrante Q2 na Figura 39. Outra
analise exequivel € que em torno de 30% das células tumorais ndo morrem por via apoptotica,
pois como ndo ha marcagdo positiva para Anexina, somente para IP (Figura 40C), ndo ha

externalizacao da fosfatidilserina.

Figura 39-Representacao das células de cancer de mama tratadas com anexina V e iodeto de

propidio, sendo a medig¢ao realizada por citometria de fluxo.
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Fonte: Dados da Pesquisa.
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Figura 40-A-Porcentagem de células tingidas apds tratamento. 40B-Porcentagem de células
duplo positivo por Anexina e iodeto de propidio. 40C- Porcentagem de células negativo para

Anexina e positivo para iodeto de propidio.
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Fonte: Dados de Pesquisa.

4.9.3. Atividade anti-TB

Os complexos II, IIT e IV, assim como seus respectivos ligantes e varios fAirmacos
padrdo foram avaliados contra a linhagem sensivel MTB H37Rv (ATCC 27294). Os resultados
estdo dispostos na Tabela 13. Esta linhagem responde mais facilmente aos medicamentos
utilizados no tratamento da tuberculose, por isto € sensivel. Conforme o esperado, os farmacos
de referéncia de primeira linha apresentam extraordinaria atividade e por isto sdo tdo bem
empregadas no tratamento da tuberculose. Os farmacos de segunda linha perdem um pouco em
atividade com relacdo aos primeiros, mas ainda assim tém alta atividade. As fluoroquinolonas
também apresentam surpreendente atividade, muitas vezes comparavel aos medicamentos de
primeira linha.

Analisando os resultados obtidos para os complexos, verifica-se que apresentam
também notavel atividade. A ordem de atividade obtida para complexos e ligantes ¢: SPF>IV>

CPL> III> II> OFL. Estabelecida esta ordem ¢ possivel verificar que o complexo IV € o mais
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ativo dentre os trés, sendo também mais ativo que a estreptomicina e amicacina. Além disto,
todos os complexos sdo mais ativos que o antibidtico ofloxacina (OFL).

E interessante notar que os complexos aqui propostos apresentam atividade semelhante
aos complexos [Pt(Fluoroquinolona)Cl] descritos por Vieira et al., utilizando método de
analise semelhante. Estes complexos foram reportados como tendo excelente atividade anti-TB
com valores de MIC entre 0,31 e 1,25 ug mL!. Uma possivel explicacdo para esta similaridade
é que ambos os tipos de complexos geram a mesma espécie ativa, [Pt(Fluoroquinolona)]**, uma
vez que os ligantes DMSO e Cl° sao bons grupos abandonadores, conforme discutido

anteriormente (VIEIRA et al., 2009a; VIEIRA et al., 2009D).

Tabela 13-Valores de MIC contra Mycobacterium tuberculosis H37Rv para os complexos,

seus ligantes e fArmacos padrao usando ensaio de microtitulagdao por Resazurina.

Composto MIC MIC
(ng/mL) (uM)
OFL 0,697 £ 0,036 1,928 £ 0,104
1I/[Pt(OFL)(DMSO)CI]CI 1,252 +0,073 1,775+ 0,130
CPL 0,327 £ 0,005 0,888 £ 0,041
II/[Pt(CPL)(DMSO)CI]CI 0,644 + 0,088 0,953 £ 0,099
SPF <0,098 <0,250
IV/[Pt(SPF)(DMSO)CI|CI 0,338 £ 0,030 0,459+ 0,014
Gatifloxacina <0,098 <0,261
Estreptomicina 0,454 +£ 0,070 0,781 +£0,120
Amicacina 0,438 +£ 0,099 0,748 £ 0,170
Rifampicina <0,098 <0,119
Isoniazida <0,098 <0,715
Etionamida <0,098 <0,589

Fonte: A Autora.

Devido aos valores consideraveis de MIC obtidos, os complexos foram avaliados em
linhagens resistentes. E valido notar que atualmente o surgimento de linhagens resistentes tem

se tornado cada vez mais preocupante, e de acordo com o que ja foi mencionado, este ¢ um
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problema crescente até mesmo em paises desenvolvidos. As concentragdes criticas empregadas
na defini¢do de resisténcia sdo estabelecidas na Tabela 14. Cinco tipos de linhagens clinicas
resistentes ao tratamento convencional para tuberculose foram avaliadas e os resultados obtidos

para os complexos, seus ligantes e os farmacos de referéncia sdo listados na Tabela 15.

Tabela 14-Concentragdes criticas (ug/mL) para a classificagdo de resisténcia a drogas de

primeira e segunda linhas usadas no tratamento da tuberculose.

Farmaco Concentracio Concentracio Massa Molar
(uM)

(ng/mL) (g/mol)
Amicacina 4,00 6,83 585,603
Estreptomicina 2,00 3,44 581,574
Rifampicina 2,00* 2,43 822,940
Isoniazida 0,50%** 3,65 137,139
Etionamida 5,00 30,08 166,244
Moxifloxacina 2,00* 4,98 401,431
Ofloxacina 4,00%** 11,07 361,368

*Entre 0,5-2,0, **0,125-0,5 e ***1,0—4,0 pg/mL sdo considerados limite, porque ¢ esperado

uma variagdo aceitavel no resultado de MIC devido ao método utilizado.

Analisando-se os resultados da Tabela 15, verifica-se que:

1. As linhagens 1 e 5 sdo muito sensiveis a todos os complexos analisados, sendo
que tais linhagens sdo resistentes a isoniazida, um farmaco de primeira linha;

2. O complexo IV ou [Pt(SPF)(DMSO)CI]CI, foi o que exibiu o maior potencial
antimicobacteriano, especialmente no que diz respeito as linhagens 2, 3 e 4, o
que o torna promissor para estudos futuros;

3. O complexo II ou [Pt(OFL)(DMSO)CI]CI, e seu ligante exibiram baixa
atividade para as linhagens clinicas 2, 3 e 4, o que pode ser explicado por serem
linhagens classificadas como resistentes a ofloxacina. A melhor atividade para

estes dois compostos ocorreu na linhagem 5;
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O complexo II ou [Pt(CPL)(DMSO)CI|CI, e seu ligante apresentam
similaridade com o complexo II no que diz respeito as linhagens 3 e 4, mas com

valores de MIC mais altos; e

. Nenhum dos complexos obteve melhor atividade que a rifampicina, mas ¢ valido

ressaltar que as linhagens clinicas resistentes aqui investigadas ndo sao

classificadas como resistentes a esse farmaco.

Tabela 15-Valores de MIC para os complexos II, III e IV, seus ligantes e farmacos de

referéncia no tratamento da tuberculose, para isolados clinicos resistentes 1-5. Os primeiros

valores de cada composto sdo MIC em pg/mL e abaixo os valores de MIC em pM.

MIC
Composto 1 2 3 4 5
OFL 1,2+0,6 4,4+38 10,9+ 3,6 10,8+ 0,6 0,9+0,4
32+1,5 12,2 +104 30,2+9,9 299+32 2,6£1,0
11 10,8 7,0 20,4+6,5 19,4+ 3,6 19,6 +4,4 0,7+ 0,01
153+9,9 289+9,2 27,6 +5,1 27,8+6,2 1,0 £0,02
CPL 0,2+0,02 0,5+04 12,1+0,3 13,5+3,5 0,2+ 0,02
0,5+ 0,04 1,3+1,1 32,8+0,9 36,8 £9,4 0,5+ 0,06
I 1,0+ 0,6 3,6+3,9 >25,00 >25,00 0,7+ 0,01
1,5+0,8 53+5,7 >37,01 >37,01 1,0+ 0,01
SPF 0,1+0,05 0,1+0,07 1,3+0,08 1,4+0,03 <0,10
0,3+0,13 0,4+0,17 3,3+0,20 3,57+ 0,09 <0,25
v 1,5+0,3 1,2+1,2 7,8+1,8 7,6 +23 0,3 £ 0,005
2,0£04 1,7+1,67 10,6 £2,4 10,4+3,2 0,5+0,01
Gatifloxacina 0,2+0,1 0,5+0,2 2,0+0,8 2,2+0,1 <0,10
0,7+0,3 1,4 £0,5 52 +£2.2 59+0,3 <0,26
Moxifloxacina <0,10 0,3+0,2 1,5+0,3 1,1 £0,001 <0,10
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<0,24 0,8 £0,5 3,6 £0,6 2,7+0,002 <0,24
Estreptomicina 5,7+ 0,5 0,8 +0,1 0,9 £0,4 5,6 0,9 1,8+1,3
9,8+0,9 0,8 £0,5 1,6 £0,7 9,7+1,5 32+22

Amicacina 2,3+0,9 0,8+0,3 1,2+0,33 2,3+0,2 0,7+ 0,04

39+1,5 1,4 £0,5 2,0 £0,6 4,0+0,3 1,2+0,07
Rifampicina <0,10 0,2+0,2 0,2+0,2 <0,10 <0,10
<0,12 0,3 £0,3 0,3 £0,3 <0,12 <0,12
Isoniazida >25,0 >25,0 0,5+0,3 0,4 +0,01 6,9+5,9
>182,3 >182,3 34 £20 2,6+0,07 50,1 +£42,9
Etionamida >25,0 >25,0 <0,10 <0,10 >25,0
>150,4 >150,4 <0,6 <0,6 >150,4

Classificacdo  Resistente  Resistente ~ Resistentea  Resistentea  Resistente

a a estreptomicin  estreptomicin  a isoniazida
estreptomi  ofloxacina, a, ofloxacina a, ofloxacina e
cina, isoniazida e e baixa e baixa etionamida
isoniazida etionamida resisténciaa  resisténcia a
e moxifloxacin moxifloxacin
etionamida a’e a’e
isoniazidaP® isoniazidaP®

Fonte: Dados da Pesquisa. (Valores entre 0,5-2,0 ng/mL? e entre 0,125-0,5 ng/mL® sio consideradas limite

porque esta é consideravel uma variaggo aceitavel o resultado de MIC devido ao método usado).

Por fim, os complexos aqui descritos, além de ativos em linhagens resistentes podem
apresentar mecanismo de acdo ndo relacionado as fluoroquinolonas, o que seria muito
interessante e deve ser investigado em estudos posteriores. Dessa forma, este trabalho faz com
que estes complexos possam ser objetos de estudos mais abrangentes, tanto no que se refere a
sintese quanto a obtencdo de novas estruturas, ja que os resultados bioldgicos foram

animadores.
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5. CONCLUSOES

A caracterizacao dos complexos de platina(Il) sintetizados indica que a fluoroquinolona
esteja coordenada de forma bidentada via atomos de nitrogénio piperazinico e o DMSO
coordenado via atomo de enxofre, além de um ligante clorido para completar a esfera de
coordenagao e um cloro para a neutralidade do complexo. Ja para os complexos de paladio(Il),
os resultados de caraterizagao indicam que se tem dois ligantes cloridos com geometria cis entre
si, e um ligante fluoroquinolona coordenado via atomos de nitrogénio piperazinico.

O estudo de estabilidade por RMN de '*>Pt demonstra que os complexos de platina se
mantém inalterados, ou seja, permanecem sob a forma [Pt(DMSO)(FQ)CI]", ndo gerando outras
espécies por solvolise. Quantos aos estudos por UV-Vis, demonstram a estabilidade dos
complexos de paladdio e platina em condi¢cdes que se assemelham as utilizadas nos ensaios
bioldgicos.

A avaliagdo bioldgica com trés dos complexos contra a linhagem sensivel
Mycobacterium tuberculosis H37Rv indica que os complexos sdo tdo ativos quanto os ligantes
livres. Sabendo que as fluoroquinolonas apresentam excelente atividade no que se refere ao
tratamento de tuberculose, por comparacdo ¢é possivel estabelecer que os complexos
apresentaram atividade consideravel.

A andlise quanto as cinco linhagens resistentes de Mycobacterium tuberculosis
demonstrou que tanto ligantes quanto complexos foram ativos em algumas linhagens, sendo
mais ativos que os farmacos de referéncia em alguns casos, majoritariamente quando
comparado aos farmacos isoniazida e etionamida, farmacos de primeira e segunda linha
respectivamente, no tratamento da tuberculose. E valido ressaltar que a maior atividade dos
complexos com relacdo a estes farmacos foi obtida em linhagens resistentes aos mesmos. O
complexo IV foi o composto que exibiu maior atividade dentre os complexos analisados, com
atividade comparavel ao seu respectivo ligante. Nao se observou maior atividade dos compostos
avaliados com relagdo a rifampicina, firmaco altamente recomendado no tratamento da
tuberculose, sendo este fato explicado devido as linhagens utilizadas ndo serem resistentes a
rifampicina.

Além disso, o ensaio bioldgico em duas linhagens tumorais indica que o complexo IV,
[Pt(DMSO)(SPF)CI]CI ¢ o mais ativo no que se refere a atividade antitumoral, sendo mais ativo
que a cisplatina. Além disso, determinou-se que o mecanismo de morte celular ocorre
principalmente por apoptose tardia para o complexo IV. Devido a avaliagdo da atividade

citotoxica em duas linhagens tumorais € uma linhagem celular normal, determinou-se que este
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complexo apresenta boa seletividade, concluindo-se que o complexo IV ¢ mais ativo e mais
seletivo que a cisplatina.

A partir dos ensaios biologicos € possivel avaliar que o complexo IV foi o mais ativo
no que se refere tanto a linhagem sensivel de Mycobacterium tuberculosis quanto as cinco
linhagens resistentes, assim como o mais ativo nas linhagens tumorais € o que exibiu menor
toxicidade, sendo entdo promissor a estudos futuros.

Os outros complexos que nao exibiram significativa atividade nos ensaios realizados
ndo precisam ser necessariamente ditos como inativos, uma vez que o estudo destes para outros
alvos biologicos pode resultar em boa atividade dos mesmos. Sendo assim os complexos I e
III também sdo candidatos a estudos futuros, desde que seja estudado mesmo que de forma

teorica, incialmente, uma linhagem em que possam ser efetivos.
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7. ANEXOS

Anexo A: UV dos ligantes e complexos de Pt(Il) e Pd(II)

Figura A1l: Espectros de UV do complexo I e seu ligante LFL
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Figura A2: Espectros de UV do complexo III e seu ligante CPL
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Figura A3: Espectros de UV do complexo V e ligante CPL
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Figura A4: Espectros de UV do complexo VI e ligante OFL
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Anexo B: Espectros IV dos complexos de Pt(1I) e Pd(II) e seus respectivos lisantes

Figura B1: Espectros IV sobrepostos do complexo I e do ligante LFL
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Figura B2: Espectros IV sobrepostos do complexo II e do ligante OFL
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Figura B3: Espectros IV sobrepostos do complexo III e ligante CPL
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Figura B4: Espectros IV sobrepostos do complexo IV e do ligante SPF
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Figura B5: Espectros IV sobrepostos do complexo V e do ligante CPL
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Figura B6: Espectros IV sobrepostos do complexo VI e do ligante OFL
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Anexo C: Espectros de massas para os complexos II e 111

Figura C1: Espectro de massas para o complexo II
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Anexo D: Espectros de RMN 'H dos ligantes fluoroquinolonas e complexos de Pd(II) e Pt(II)

Figura D1: Espectro de RMN 'H para o ligante LFL
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Figura D2: Espectro de RMN 'H para o complexo I
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Figura D3: Espectro de RMN 'H para o ligante OFL

[12.] oL g8 ] b z 0
N N TN N TN N T A T NN N TN TN TN N M SN NN NN N
£
o
=
— & H.
== Z0PF 0
I = 16250
rebb L N
09K L W — 9686
1BEZZ N —_ —
6P IN —— E110
16052 W
£8PS'Z N =7 i
oo —
0658 N -
¥88CF N LUW m
9695t N
S166°F W kaﬂ - 10
9026 N
E,r
OTIG LN —_ -
LPOST LN — /)
99/68 N — ——0000" |-
-2
— %
86LZ'SL W — —




104

Figura D4: Espectro de RMN 'H para o complexo II
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Figura D5: Espectro de RMN 'H para o complexo VI
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Figura D6: Espectro de RMN 'H para o ligante SPF
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Figura D7: Espectro de RMN 'H para o complexo IV
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Anexo E: Espectros de RMN 13C para os ligantes fluoroquinolonas e complexos I11, V e
V1
Figura E1: Espectro de RMN '*C para o ligante OFL

Solvente DMSO

I.hn |

T T T T Tt T T T T T T T 1T T 17 T T 71
FPM 170 160 150 140 130 120 110 100 S0 30 70 &0 50 40 30 20

Figura E2: Espectro de RMN '3C para o complexo II

T I T | T I T | T I T | T | T I T | T I T | T I T | T | T | T | T
PPM 170 160 1350 140 130 120 110 plia] S0 80 70 &0 =0 40 30 20




Figura E3: Espectro de RMN '*C para o complexo VI
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FFM 170 160 150 140 130 120 110 100 S0 80 70 &0 a0 40 30 20 10
Figura E4: Espectro de RMN !3C para o ligante CPL
. ‘ J_LJ | ‘ L] J
1 17 17 7 17T 71T T 1T 71 l l I I l 1T ™ 1T T 1T T 1
FPM 170 160 150 140 130 120 110 100 S0 a0 70 &0 50 40 30 20 10 a
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Figura E5: Espectro de RMN '*C para o complexo 111

{‘.1111| 11“ —

r-—rr—rr—1Tr~—r—7rrr 1t rr T rrT1r T 1T 7T 1T T 1T 7T T T
PRM 170 1680 150 140 130 120 110 100 S0 a0 70 &80 50 40 30 20 10

Figura E6: Espectro de RMN !*C para o complexo V

- ~r—rr~rr—7r—r—r—rr 17 1T 1T 1T T 1T T 17T T 1T T
FPM 170 160 150 140 130 120 110 100 S0 80 70 &0 =0 40 30 20 10




