PAULA CRISTINA HUBER

AVALIACAO DO EFEITO DE AGENTES ANTIMICROBIANOS NA
INIBICAO DA AGREGACAO DO PEPTIDEO B-AMILOIDE

CAMPINAS

2012






UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS
INSTITUTO DE QUIMICA

PAULA CRISTINA HUBER

AVALIACAO DO EFEITO DE AGENTES ANTIMICROBIANOS NA INIBICAO DA
AGREGACAO DO PEPTIDEO B-AMILOIDE

ORIENTADOR: PROFA. DRA. WANDA PEREIRA ALMEIDA

DISSERTACAO DE MESTRADO APRESENTADA

AO INSTITUTO DE QUIMICA DA UNICAMP PARA
OBTENCAO DO TiTULO DE MESTRA EM QUIMICA NA
AREA DE QUIMICA ORGANICA.

ESTE EXEMPLAR CORRESPONDE A VERSAO FINAL DA DISSERTAGCAO DEFENDIDA POR
PAULA CRISTINA HUBER, E ORIENTADA PELA PROFA. DRA. WANDA PEREIRA ALMEIDA.

Assinatura do Orientador

CAMPINAS
2012



FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA POR SIMONE LUCAS - CRBB/8144 -
BIBLIOTECA DO INSTITUTO DE QUIMICA DA UNICAMP

Huber, Paula Cristina {1883-).

HB62a Avaliacao do efeito de agenles antimicroblanos na
inibicAo da agregacio do peplides B-amildide | Paula
Cristina Huber. — Campinas, 5P: [s.n], 2012,

Orentadora: Wanda Perelra Almeaida.

Dissedacdo (mestrado) - Universidade Estadual de
Campinas_ Institulo de Quimica.

1. Alzhaimer, doanga de. 2. f-amildide. 3. Melais.
4. Antimicrobianos. | Almeida, Warnda Pareira.
Il. Universidade Estadual de Campinas. Instituto de
Quirmica. 1. Thubo.

Infarmacdes para Bibkoteca Digital

Titulo em inglés: Evaluation of the effect of antimicrobial agents on the inhibition of
agagregation of f-amyloid paptide

Palavras-chave em inglés:
Alzhaimar diseasa

p-amyloid
Metals
Antimicrobial

Area de concentragio; Guimica Organica

Titulagdo: Mestra em Quimica na area de Quimica Orglnica
Banca examinadora:

Wanda Pereira Almeida [Orientadoral

Josd Augusto Rosario Rodrigues

Marco Edilson Freire de Lima

Data de defesa: 28/08/2012

Programa de pds-graduacao: Quimica



vi



Dedico essa dissertacdao aos meus pais, Erwin Arthur Huber e Aparecida
de Lourdes Pitteri Huber, motivo de existéncia, espelho de perseveranca,
familia e seres-humanos. Amo vocés!!!

Vii



viii



Dedico essa dissertacdo

A toda minha familia que sempre me apoiou, torceu por mim e
acreditou que tudo fosse dar certo, mesmo nos momentos mais dificeis. Em
especial aos meus irmaos Maria Fernanda Huber e Erwin Alexandre Huber
e ao meu amor Julio Cezar Pastre, por sempre estar ao meu lado.

ix






Agradecimentos
A Deus!!

A Profa. Dra. Wanda Pereira Almeida, pelo aceite nessa dificil jornada.
Sobretudo pelo apoio, confianca e amizade. Obrigada por tudo. Serei
eternamente grata e levarei comigo todos os ensinamentos e a ética ao se
trabalhar.

Aos colegas do Instituto Vita Nova, em especial Gustavo, Jardel e Patricia pelo
ENORME apoio e paciéncia que me ajudaram a nunca desistir deste sonho.
Pessoas grandiosas com as quais tenho honra de poder dividir conhecimentos,
pedir conselhos, “aulas” de orgéanica e livros emprestados (rsrs). Adooooro o
ambiente de trabalho com vocés!!!

Aos colegas do LAFAME, Renan, Gisele, Caio, Cibelle, Gustavo, Gabi e aos
colegas do LabiComb: Pedro, Raquel, Suellens, Débora e Lucas, o meu muito
obrigada a todos pelos agradaveis momentos de convivéncia no Lab.

A técnica Ré, um agradecimento especial pela ajuda e disponibilidade.

A Gabriella Pitondo Reis, aluna de IC sem igual. Esforcada, determinada,
estudiosa e sempre solicita em ajudar. Sem a sua companhia e ajuda, este
trabalho seria muito mais dificillll Muito obrigada e serei grata por tudo
sempre!ll

Ao meu grande amor, sobretudo pela paciéncia de ficar ao meu lado sempre,
nos finais de semana ensolarados quando os estudos me consumiam e pelas
deliciosas refeicées. Enfim, ndo tenho palavras para agradecer o que fez e faz

Ao meu Amiguinho mais lindo (Marilia) por sempre dividir comigo cada
pedacinho da vida desde que ela se tornou académica e por estar comigo mais
uma vez nessa jornada!! Obrigada por tudo, agora por escrito.

Ao meu Grande amigo Bruninho!!! Obrigada pela forca, amizade verdadeira,
carinho, confianca e ajuda sempre que precisei.

Aos professores, sdao muitos, que contribuiram para o aprendizado desde a
graduacao, sendo solicitos sempre em dividir os conhecimentos. Em especial,
gostaria de agradecer a enorme ajuda de Fernando Galembeck (IQ), Roger
Frigério Castilho (FCM), Marcelo Lancellotti (IB), Fernando Coelho (IQ), Marcos
Eberlin (IQ) e Pedro Paulo Corbi (IQ), que muito contribuiram para este
trabalho.

Aos pébs-graduandos que sempre estiveram a disposi¢do para ensinamentos e
troca de conhecimentos: Daniel Corréa (IQ) e Carlos Benevento (FCM).

Xi



Aos técnicos: Daniel (dicroismo circular), Claudia Martelli (fluorimetria e
ultravioleta), Marcia (infravermelho), José e Rita (Espectrometria de massas),
Rita (CHN), Fabiane (Analise térmica), Anderson e Paula (RMN) e Douglas
Soares (MFA), o meu muito obrigada pelos trabalhos, andlises, treinamentos e
ensinamentos realizados.

Aos meus amigos “campineiros” sem 0s quais a vinda, permanéncia e estada
nesta cidade ndo teria feito sentido algum. S&o eles: Rodriguete, Livia, Bel,
Morg’s, Lesmo (Carol), Daiene, Ana Maria, Nakinha, Zeca, Tamara.

Aos amigos de Osasco: Carol, Carla, Ligia, por sempre acreditarem em mim e
dividirem momentos maravilhosos nestes quase 15 anos de amizade.

A todos os mencionados acima e aqueles que por ventura tenham sido
esquecidos, o meu muito obrigado!!'!! Todos, de alguma forma, tornaram
possivel a concluséo deste trabalho. Mais um sonho realizado, mais uma etapa
cumprida. Serei eternamente grata por ter encontrado pessoas tao especiais e
capazes de me fazer seguir em frente, mesmo nas dificuldades da vida!!!

Aos membros da banca do exame de qualificacdo Marcelo Lancellotti (IB) e
Marcos Eberlin (1Q) pela leitura e sugestoes para o enriquecimento do trabalho.
A EMS/SA pelas amostras de levofloxacino e ciprofloxacino

A FAPESP (2010/20861-2) pelo suporte financeiro para o desenvolvimento do
projeto.

Xii



PAULA CRISTINA HUBER

1. Dados Pessoais

Nome: Paula Cristina Huber
Citacao: Huber, P. C.
http://lattes.cnpq.br/1609869787578322

e-mail:paulahub@gmail.com

2. Experiéncia

2008-2009: Instituto Vita Nova — Cargo: Estagiario

2009-2010: Instituto Vita Nova — Cargo: Técnico de laboratério
2010-2011: Instituto Vita Nova — Cargo: Analista de laborat6rio
2011-2012: Instituto Vita Nova — Cargo: Pesquisador Cientifico Junior
3. Formacao Académica

2004-2008: Graduagao em Farméacia. Universidade Estadual de Campinas

4. Producao cientifica

4.1. Artigos publicados

HUBER, P. C.; MARUIAMA, C. H.; ALMEIDA, W. P. “Glicoproteina-P, Resisténcia a
Multiplas Drogas (MDR) e Relagdo Estrutura-Atividade de Moduladores”. Quimica Nova.
2010,33, 2148-2154.

ALMEIDA, W. P.; HUBER, P. C.; FATIMA, A. “Glutationa e Enzimas Relacionadas: papel
bioldgico e importancia em processos patologicos”. Quimica Nova.2008, 31, 1170-1179.

4.2. Artigos aceitos para publicacdo

ALMEIDA, W. P.; HUBER, P. C.; CARVALHO, J. E.; KOHN, L. K. “In vitro antiproliferative
effect of p-phenylethylamine derivatives and doxorubicin combinations on MCF/ADR cell
lines”. Medicinal Chemistry Research. 2012. DOI: 10.1007/s00044-012-0050-x

4.3. Artigos submetidos

OLIVEIRA, F. A.; HUBER, P. C.; ALMEIDA, W. P.; SABINO, J. R.; APARICIO, R. “Tris(2-
(1,3-thiazol-2-yl)-1H-benzimidazole)zinc(ll) nitrato mono-hydrate at 100 K. Acta Cryst. C

4.4. Trabalhos apresentados em eventos

Xiii



HUBER, P. C.; ALMEIDA, W. P.; Reis, G. P.; Castilho, R. F.; Benevento, C. E. Effect of
some 4-quinolones on the fibrillation of AB4, peptide. In: 13" Tetrahedron Symposium,
2012, Amsterdam — Holanda.

HUBER, P. C.; ALMEIDA, W. P.; Reis, G. P. Avaliagdo do antimicrobiano Levofloxacina
como inibidor da fibrilogénese do peptideo -amiloide. In: 352 Reunido Anual da SBQ,
2012, Aguas de Lindéia — SP.

HUBER, P. C.; ALMEIDA, W. P.; Reis, G. P. Sintese de Complexos de Ferro, cobre e
zinco com ciprofloxacina. In: XIX Congresso Interno de Iniciacao cientifica da
Unicamp, 2011, Campinas — SP.

HUBER, P. C.; ALMEIDA, W. P.; PETTENAZzZI, M. C. R.; Kohn, L, K. B-
Pheneylethylamine derivatives: small molecules displaying P-glycoprotein inhibition. In:
10" Tetrahedron Symposium, 2009 , Paris — Franca.

HUBER, P. C.; ALMEIDA, W. P.; COELHO, F. A. S. Preparacdo de beta-aminoésteres
potencialmente reversores da resisténcia a multiplas drogas, mediada pela glicoproteina
P. In: 302 Reuniao Anual da Sociedade Brasileira de Quimica, 2007, Aguas de Lindobia
— SP.

HUBER, P. C.; ALMEIDA, W. P.; VERONESE, D.; COELHO, F. A. S. Resultados
preliminares da sintese total da Nocardimicina-A. Sintese dos fragmentos A e C. In: 302
Reuniao Anual da Sociedade Brasileira de Quimica, 2007, Aguas de Lindbia — SP.

5. Participacao em Congressos

e XVIIl Escola de Verdao em Quimica Farmacéutica e Medicinal. Rio de Janeiro , RJ, 2012.
14" Brazilian Meeting on Organic Synthesis. Brasilia, DF. 2011.

e |l International Workshop on Organic Chemistry. Araraquara, SP. 2011.

e 13" Brazilian Meeting on Organic Synthesis. S0 Pedro, SP. 2009.

* 30° Reunido Anual da Sociedade Brasileira de Quimica. Aguas de Lindéia, SP. 2007.

e XV Congresso Interno de Iniciagao Cientifica da UNICAMP (autor). Campinas, SP. 2007.

6. Cursos realizados

e Fundamentals of Scale-up. Sdo Paulo —SP  Periodo: 10/08/2009 a 11/08/2009

e Informacao Basica em Propriedade Intelectual — Patentes de Invengdes Quimicas,
Biotecnologicas e Farmacéuticas, promovido pela ABIFINA — 32 horas. Campinas— SP
Periodo: 26/05/2008 a 29/05/2008

Xiv



XV

“Nas grandes batalhas da vida, o
primeiro passo para a vitdria é o desejo de

vencer”’

(Mahatma Gandhi)

"Ambicdo é o caminho para o sucesso.
Persisténcia é o veiculo no qual se chega
1a.”

(Bill Eardley)

"Leva tempo para alguém ser bem
sucedido porque o éxito ndo é mais do que
a recompensa natural pelo tempo gasto em

fazer algo direito.”

(Joseph Ross)

“A ciéncia nunca resolve um
problema sem criar pelo menos

outros dez.”

(George Bernard Shaw)



XVi



RESUMO

A Doenca de Alzheimer é um processo neurodegenerativo associado ao
envelhecimento. Seu arsenal terapéutico € muito pobre. Dentre as caracteristicas
fisiopatolégicas desta doenca, destaca-se a formacao de placas senis constituidas
de fibrilas do peptideo B-amildide, principalmente do AB4.. Neste trabalho, avaliou-
se o efeito de agentes antimicrobianos na inibicdo da agregacéao do peptideo ABao.
Considerando a importancia crescente do reposicionamento de farmacos, foram
selecionados alguns antimicrobianos, que estdo no mercado farmacéutico e tem o
seu perfil farmacol6gico bastante conhecido, a fim de suprimir algumas etapas
clinicas no caso destas substéncias apresentarem atividade anti-fibrilogénica.
Levofloxacino e ciprofloxacino foram as fluorquinolonas selecionadas.
Levofloxacino inibiu in vitro a agregacao do peptideo ABs> quando submetido a
condicoes de fibrilogénese. As metodologias empregadas foram o ensaio de
fluorescéncia da tioflavina-T, microscopia de forca atémica e eletroforese em gel
de poliacrilamida. Os resultados promissores obtidos nos motivaram a buscar o
grupo farmacoférico responsavel pela atividade observada. Para tanto,
sintetizamos a 3-carboetoxi-4-quinolona, correspondente a porgcado quinolbnica
mais simples e planar do levofloxacino. Os ensaios indicaram que esta substancia
€ ainda mais eficaz do que o levofloxacino. Sabendo que in vivo o processo de
agregacao € metal dependente (zinco e cobre divalentes), fizemos um estudo
comparativo das propriedades geométricas destas substadncias com as de
conhecidos agentes complexantes de metais. De acordo com a literatura,
fluorquinolonas apresentam interacdes medicamentosas com antiacidos que
apresentam em sua formulagdo cations divalentes. Entdo, realizamos um estudo
de formacao de complexos de cobre e zinco tendo como ligantes as substancias
estudadas. Estes complexos foram obtidos e caracterizados, e, um estudo de
propriedades importantes foi realizado, incluindo a solubilidade em agua e
coeficiente de particdo. A atividade antimicrobiana e citotoxica dos complexos
também foi determinada, o que é de extrema importancia para o caso destes

serem formados in vivo.
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ABSTRACT

Alzheimer's disease is a neurodegenerative pathology associated with
aging. The therapeutic arsenal to treat it is very poor. Among the main
pathophysiological characteristics of this disease, there is the formation of senile
plaques composed of fibrils of B-amyloid peptide, mainly of ABs.. This study
assessed the effects of antimicrobial quinolones on peptide ABs42 aggregation
inhibition. Considering the growing importance of drug repositioning, some
antimicrobial agents available in the pharmaceutical market with a well known
pharmacological profile were selected, in order to eliminate some Clinical Study
steps in case they present anti-fibrilogenic activity. Levofloxacin and ciprofloxacin
were the selected fluoroquinolones. Levofloxacin inhibited in vitro aggregation of
the peptide AB42 when subjected to fibrillogenesis conditions. The methods used
were thioflavin T fluorescence, atomic force microscopy and polyacrylamide gel
electrophoresis. The promising results obtained motivated us to seek the
pharmacophore group responsible for the observed activity. For this purpose, we
synthesized the 3-carboethoxy-4-quinolone, quinolone portion corresponding to the
planar portion of levofloxacin. The tests indicated that this substance is more
effective than levofloxacin. Knowing that in vivo aggregation process is metal
dependent (divalent zinc and copper), we made a comparative study of the
geometric properties of these substances with known metal complexing agents.
According to the literature, fluoroquinolones have drug interactions with antacids
that contain divalent cations in its formulation. So, we conducted a study of
complex formation with copper and zinc using the studied substances as ligands.
These complexes were obtained and characterized, and a study of important
properties was conducted, including water solubility and partition coefficient. The
antimicrobial and cytotoxic activities of the complexes were also determined, which

is extremely important in case these are formed in vivo.
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Dissertacao de mestrado Paula Cristina Huber
1. Introducao Geral

A doenca de Alzheimer (DA) é a doenca neurodegenerativa mais comum
que afeta diretamente cerca de 10% da populacdo com até 65 anos e cerca de
50% com até 85 anos." Descoberta em 1906 pelo médico Alois Alzheimer?, a DA

manifesta-se gradualmente, com um progressivo e irreversivel declinio cognitivo.

A DA é um tipo de deméncia que culmina com problemas na meméria,
pensamento e comportamento.® Uma de suas caracteristicas mais marcantes é a
perda difusa de neurdnios*, que culmina com uma significativa diminuicdo do

tecido cerebral, conforme mostrado na Figura 1.

AT

P =
i R

V
Cérebro com DA

em estagio
avancado

Figura 1: Comparacao entre cérebro normal e cérebro com DA.?

A DA é uma doenga extremamente complexa e que nao apresenta os
mecanismos patogénicos ainda suficientemente elucidados. Os dois principais
achados morfoldgicos relacionados a DA sdo as placas senis ou neuriticas e 0s
emaranhados neurofibrilares (Figura 2). As placas senis sdo formadas pela
deposicao extracelular de fibrilas do peptideo B-amiléide (AB) e os emaranhados

! Gagagelli, E.; Kozlowski, H.; Valensin, D.; Valensin, G. Chem. Rev.2006, 106(6), 1995.

2 hitp://www.alzheimermed.com.br — acesso em 01/08/2012

% http://www.alz.org/ - acesso em 05/08/2012

4 Zatta, P.; Drago, D.; Bolognin, S.; Sensi, S. L. Trends Pharmacol. Sci., 2009, 30(7), 346.
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neurofibrilares, por agregados intraneuronais de proteina tau hiperfosforilada.*
Estes achados morfolégicos conduziram a elaboragdo das duas principais
hipoteses que tentam explicar a patogénese da DA: a hipétese da cascata [-

amildide e a hipotese da degeneracio do citoesqueleto neuronal.’®

As placas senis e os emaranhados neurofibrilares estdo presentes
principalmente em regides cerebrais que estdo envolvidas com aprendizado,
memdéria e comportamento emocional, sendo que a principal regiao é o cortex

cerebral.®

| Bl - P

Emaranhados

neurofibrilares
; -

=

= .h- - .
Neurﬁning
NI

Figura 2: Placas senis (extracelulares) e emaranhadas neurofibrilares (intracelulares).7

1.1. Hipdbtese da cascata B-amil6ide

A identificacdo do peptideo AB nas placas senis extracelulares, por meio de
analises histolégicas post mortem em cérebros de pacientes com DA, levantou a
hipotese de que este evento pudesse estar relacionado ao desencadeamento da
patologia. Segundo esta hipétese, a neurodegeneragdo na DA comeca com o
processamento anormal da proteina precursora do amildide (PPA), discutido a
seguir, e resulta na producdo, agregacdo e deposicdo do peptideo AP.
Aparentemente, a cascata amildide pode facilitar a formacdo dos emaranhados

neurofibrilares e a morte celular.’

® Kung, H. F. ACS Med. Chem. Lett. 2012, 3, 265.
6 Nilsson, M. R., Methods, 2004, 34, 151.
” National Institute of Health.
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1.1.1. O processamento da proteina precursora do amiléide (PPA)

O peptideo AB € gerado extracelularmente a partir da clivagem de uma
proteina transmembranica chamada proteina precursora de amildide (PPA), que é
expressa no organismo em condicoes fisiolégicas normais. A PPA pode
apresentar 695, 751 e 770 residuos de aminoacidos, sendo que a proteina de 695
aminoacidos é predominantemente expressa nos neurdnios.® O processamento
proteolitico da PPA é feito por duas proteases conhecidas como - e y-secretases
(Figura 3). Em condicdes nédo patoldgicas, além da vy, outra secretase predomina
(a-secretase), que € considerada ndo amiloidogénica, uma vez que O Sseu
processamento impede a formagao do peptideo AB42.® Na DA, ou a expressio da
B-secretase estd aumentada ou a depuracdo dos fragmentos insolUveis esta
comprometida. Os peptideos amiloidogénicos apresentam de 39-43 residuos de
aminoacidos e sado 0s principais constituintes das placas senis e depdsitos
amildides cerebrovasculares havendo, entretanto, a predominancia do residuo de

42 aminoacidos (AB42)."°

8 Guo, Q.; Li, S.; Gaddam, S. S. K.; Justice, N. J.; Robertson, C. S.; Zheng, H. J. Biol. Chem. 2012, 287(4),
2437.

9 Prox, J.; Rittger, A.; Saftig, P. Exp. Brain Res. 2012, 217, 331.

10 Price, K. A.; Crounch, P. J.; Donnelly, P. S.; Masters, C. L.; White, A. R.; Curtain, C. C. J. Cell. Mol. Med.
2009, 713(2), 249.
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sPPAa

p3
l Extracelular
N&o amiloidogénica W % %

a-secretase a-FCT DI | Citoplasma

PPA

Extracelular

Citoplasma sPPAB
Ap

S A mg‘m Extracelular
Amiloidogénica M % W W
SAA | LKA

Citoplasma

B-secretase B-FCT

Figura 3: O processamento da PPA pelas vias amiloidogénica e ndo amiloidogénica. Adaptado de

Wilquet, et al"

A a-secretase, membro da familia das metaloproteases, e a B-secretase,
uma aspartil protease ligada a membrana também chamada BACE, clivam o
dominio extracelular N-terminal da PPA, liberando os fragmentos sollveis sPPAa
e sPPAB (Figura 3).' Os fragmentos sPPAa parecem apresentar atividade
neurotréfica e sinaptogénica, enquanto que os fragmentos sPPAB parecem
apresentar atividade sinalizadora.® A y-secretase finalmente cliva fragmentos
carboxi terminais (FCT) do dominio transmembrana da PPA, liberando o
fragmento p3 e o peptideo AR, respectivamente, para o meio extracelular e o

dominio intracelular da PPA (DI) para o citoplasma.’

A evidéncia mais forte de que o processamento proteolitico anormal e o
aumento na geracdo de AP sdo cruciais para o processo patoldégico vem de
estudos de formas raras hereditarias da DA. Mutacbes na PPA e nas presenilinas,

" Wilquet, V.; De Strooper, B. Curr. Opin. Neurobiol. 2004, 14, 582.
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as proteinas do nucleo do complexo y-secretase, afetam a geracado do peptideo
AB, sua agregacéao, ou degradacao. Além disso, todas as mutacoes identificadas

em PPA sao agrupadas em torno dos trés sitios de clivagem das secretases.’
1.1.2. O peptideo B-amiléide (AB)

O peptideo AB42, além de ser particularmente tdxico as células nos estagios
iniciais do processo de agregacao, possui uma atividade fibrilogénica, de forma
que possui um papel central na patogénese da DA. E descrito na literatura que
oligbmeros de AB42 inibem a viabilidade neuronal 10 vezes mais do que fibrilas e
40 vezes mais do que o peptideo ndo agregado, com A4 oligomérico

promovendo inibi¢do significativa a 10 nmol.L™."2

O processo da fibrilogénese ocorre em cascata e envolve estruturas
intermediarias. Primeiramente, o peptideo coalesce e forma pequenos oligbmeros
que se agregam produzindo grupamentos de alto peso molecular, chamados de
protofibrilas. Estas, eventualmente excedem o limite de solubilidade e depositam

na forma de fibrilas (Figura 4)."

{ {—

P ; ; . ¢ /T —
=1 =11 =

: : g I —_—

Mandmeros Dimero Qlig3mero Fibrila

Figura 4: O processo de fibrilogénese do peptideo AB. Adaptado de: Evans et al.™*

O peptideo AB adota varias conformacées, das aleatérias as folhas- e a-
hélices em solugcdo, o que torna dificil o desenho de inibidores baseado na
estrutura sua 3D. A cascata de agregacao do peptideo AB envolve a transicao de
conformacbes aleatorias para folhas-B. Muitos estudos in vitro a respeito da

12 Dahlgren, K. K., Manelli, A. M., Stine, W. B. Jr., Baker, L. K., Krafft, G. A., LaDu, M. J. J. Biol. Chem.2002,
1277 (35), 32046.

8 Gaeta, A.; Hider, R. C. Br. J. Pharmacol, 2005, 146, 1041.

4 Evans C. G.; WIsén, S.; Gestwlickl, J. E. J. Biol. Chem. 2006, 281 (44), 33182.
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fibrilogénese do peptideo AR tem indicado que a transicao estrutural de a-hélice
para folha-B pode desempenhar papel fundamental na formacdo de fibrilas

amiléides.'®
1.2. Hipdtese da degeneracéao do citoesqueleto neuronal

A observacao dos emaranhados neurofibrilares intracelulares, bem como a
identificacdo da proteina tau como parte destas estruturas, suportaram a hip6tese
de que a sua formacao pudesse estar envolvida na patogénese da DA. De acordo
com esta hip6tese, as alteracées do citoesqueleto sdo os principais eventos que
levam a neurodegeneracdo na DA, como a hiperfosforilagdo e agregacado da
proteina tau relacionados & ativacdo de processos de morte celular.’

O papel fisiologico da proteina tau consiste em controlar a
montagem dos microtdbulos neuronais proporcionando um elemento essencial
para a estabilizacdo do citoesqueleto neuronal. Este citoesqueleto € um sistema
chave para manter a integridade estrutural e o transporte axonal. Na DA, a
hiperfosforilagao da proteina tau promove a desorganizacdo dos microtubulos e a
formacao de emaranhados de agregados de tau, processo adicional ligado a

morte neuronal.*

15 Chen, Y. R., Huang, H. B., Chyan, C. L., Shiao, M. S, Lin, T. H., Chen, Y. C. J. Biochem. 2006, 139, 733.

6



Dissertacao de mestrado Paula Cristina Huber

Meurdnio 8

saudavel

hicratibulos . Subunidades do
mmicratibulo

~7

Desirteytagdo de

microtibulos
i . Emaranhados

=" neurofibrilares

Meurdnio doente

7y

Desirtegragio de
microtibulos

Figura 5: A proteina tau, constitutinte dos microtibulos neuronais e causando a sua
desestabilizacdo apés a hiperfosforilagio formando os emaranhados neurofibrilares.’

1.3. Hipdtese colinérgica

A acetilcolina € um neurotransmissor associado ao processo cognitivo,
incluindo memdéria e aprendizado, e foi observado que ha um déficit deste
neurotransmissor na DA. De acordo com a “hipétese colinérgica”, o inicio da DA
se daria pela disfuncdo dos neurbnios colinérgicos presentes no cérebro,
contribuindo para o declinio cognitivo observado nos pacientes com DA e na

deméncia senil ndo-Alzheimer.'

1.4. Epidemiologia

O principal fator de risco para o desenvolvimento da DA é a idade.'® Em
1950, havia 214 milhdes de pessoas com 60 anos ou mais. Atualmente, 11% da
populacdo mundial ja atingiu esse patamar. De acordo com a Organizacao
Mundial de Saude (OMS), em 2025, existirdo 1,2 bilhdo de pessoas com mais de
60 anos, sendo que, os individuos muito idosos (com 80 anos ou mais) compéem

o grupo de maior crescimento.?

®Abbott, A. Nature 2011, 475, S2
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Figura 6: Envelhecimento progressivo da populagéo mundial.?

De acordo com a Associacdo de Alzheimer, mais de 5,4 milhdes de
americanos apresentam os sintomas da doenca de Alzheimer.® Sendo uma
doenca cerebral degenerativa devastadora, seu custo anual para a economia dos
EUA é superior a 180 bilhdes de dblares e acredita-se que até 2050 mais de 115
milndes de pessoas em todo o mundo estardo vivendo com a doenga.
Infelizmente, mesmo apds véarias décadas de pesquisa nesta area, muitos dos
farmacos aprovados para o seu tratamento somente atenuam os sintomas e
apresentam pouco efeito sobre a progressao da doenca. Estima-se que, no Brasil,
a DA afete 1,2 milhdo de pessoas.?

1.5. Diagnéstico

O diagnéstico provavel da DA é realizado principalmente através de testes
clinicos, enquanto que o diagndstico definitivo sé pode ser realizado por meio de
exame histopatol6gico do tecido cerebral, obtido por bidpsia ou apdés a morte por

necropsia.?'’

Ao longo das ultimas décadas, ocorreu um grande avanco no diagnostico
da DA. Atualmente, centros norte americanos especializados na doenca sao

capazes de fazer o diagnostico rotineiramente, com precisdo de 90%. Entretanto,

"7 Bibl, M., Wiltfang, J. Expert Rev.Proteomics, 2008, 5(2), 153.
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o desafio ainda € bastante grande nas tentativas de se conseguir fazer o
diagnéstico precoce da doenca, ainda na sua fase assintomatica. Seguindo este
raciocinio, agentes terapéuticos capazes de modificar o estado de doenca serédo
eficazes, provavelmente, nos estagios iniciais da DA. Portanto, alcangar o sucesso
no diagndstico precoce sera importante e dependera, em Ultima anélise, de
encontrar biomarcadores adequados da DA.' Neste sentido, muitas pesquisas em
amostras bioldégicas como sangue e liquido cefalorraquididiano, na tentativa de
encontrar marcadores e alelos de risco da doenca, vem sendo desenvolvidas.
Além disso, o aperfeicoamento de modalidades de imagem incluindo a imagem do
peptideo AB com tomografia de emissdo de pdsitron (TEP) e imagem por

ressonancia magnética (IRM) também so alvo de pesquisas.'®

1.6. Tratamento

O tratamento farmacolégico da DA apresenta quatro abordagens:

a) terapéutica especifica, que tem como objetivo reverter processos

fisiopatoldgicos que conduzem a morte neuronal e a deméncia;

b) abordagem profilatica, que visa retardar o inicio da deméncia ou prevenir
o declinio cognitivo adicional, uma vez deflagrado o processo;

c) tratamento sintomético, que visa restaurar, ainda que parcial ou
provisoriamente, as capacidades cognitivas, as habilidades funcionais e o

comportamento dos pacientes portadores de deméncia;

d) terapéutica complementar, que busca o tratamento das manifestacoes
nao cognitivas da deméncia, tais como depressao, psicose, agitacdo psicomotora,
agressividade e disturbio do sono.

Apesar dos avancos no conhecimento da fisiopatologia da DA, a terapéutica

e o diagnéstico precoce permanecem um desafio.

'® Carrillo, M. C., Blackwell, A., Hampel, H., Lindborg, J., Sperling, R., Schenk, D., Sevigny, J. J., Ferris, S.,
Bennett, D. A., Craft, S., Hsu, T., Klunk, W., Alzheimer’s & Dementia, 2009, 5, 182.
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Os efeitos dos farmacos hoje aprovados no tratamento da DA limitam-se ao
retardo na evolucdo natural da doenca, permitindo apenas uma melhora

temporaria do estado funcional do paciente.®

Os inibidores da acetilcolinesterase (I-AChe), galantamina e donepezila,
sao os principais farmacos hoje licenciados para o tratamento da DA. Seu uso
baseia-se no pressuposto déficit colinérgico que ocorre na doencga, conforme
discutido no item 1.3., e visa 0 aumento da disponibilidade sinaptica de acetilcolina
através da inibicdo de sua enzima hidrolitica. A acetilcolinesterase apresenta
também outro sitio importante para interacdo com ligantes. Este sitio € conhecido
como sitio periférico ou aniénico e tem sido apontado como um local onde ocorre
a organizacao das fibrilas, no processo de fibrilogénese, dando a esta enzima uma
caracteristica de chaperona. A donepezila €é um inibidor duplo da
acetilcolinesterase, pois se liga aos sitios catalitico e anibnico, através de
interacdes hidrofébicas e de ligacao de hidrogénio com residuos de triptofano
(W86 e W 286).%° Infelizmente, a resposta aos I-AChe é heterogénea, sendo que
alguns pacientes beneficiam-se muito, enquanto que para outros, a melhora

observada é muito discreta.?!

Outro farmaco usado no tratamento da DA é a memantina, um antagonista
nao competitivo de receptores NMDA (N-metil-D-aspartato), que é um dos
receptores para o glutamato, principal neurotransmissor excitatério cerebral.
Quando este neurotransmissor esta em excesso no cérebro, ha ativacao crénica
destes receptores que promovem extensivo influxo de calcio para o neurénio.
Como consequéncia, ha um aumento na geracao de espécies reativas de oxigénio
que levam a morte celular. Na doenga de Alzheimer, foi comprovado que ha
alteragdes nos niveis deste neurotransmissor. Assim, a memantina age impedindo

que o excesso de glutamato ative estes receptores.>*?°

"9 Forlenza, O. V. Rev. Psig. Clin. 2005, 32(3), 137.
2 Kryger, G.; Silman, 1.; Sussman, J. L. Structure. 1999, 7, 3.
21Tayeb, H. O.; Yang, H. D.; Price, B. H.; Tarazi, F. I. Pharmacol. Ter. 2012, 134, 8.
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1.7. Estresse oxidativo e o metabolismo de metais

Acredita-se que o estresse oxidativo tenha papel importante na DA. O
mesmo é caracterizado por um desequilibrio entre a producao de radicais livres e
a habilidade da célula de se defender contra eles. Este desequilibrio na
homeostase de espécies pré-oxidantes e antioxidantes resulta na producao de
varias espécies potencialmente tdxicas, que participam na iniciacdo e/ou
propagacdo de reagdes radicalares em cadeia.?? No caso particular de células
sensiveis como 0s neurdnios, esta perda de controle dos sistemas de defesa pode

levar & morte celular.®

O peptideo AB apresenta sitios de coordenagdo para Zn?* e Cu?*. Os dois
residuos de histidina (His6 e His14) localizados na parte N-terminal do peptideo
AB42 € um residuo de metionina (Met35) na regido C-terminal, tem sido apontados
como regides fundamentais para ligacdo com o ion metalico conforme ilustrado na
Figura 7. Os residuos de histidina mencionados ligam-se ao cobre, enquanto a
metionina parece estar envolvida com a reducéo do cobre e geragédo de perdxido
de hidrogénio. O processo de formacao de fibrilas AP in vivo é dependente da

interacdo destes metais com o peptideo.?
AB,,

DAEFGHDSGFEVRHRKLVFFAEDVGSNKGAIIGLIIVGGYVIA

! !

Sitios de coordenagdo com metais Sitio redutor de metal
(His6, His14) (Met35)

Figura 7: Peptideo AR e seus sitios de interagdo com metais. Adaptado de Gaeta et all

O cérebro € um 6rgao especializado que normalmente concentra cobre

(Cu®) e zinco (Zn?*) no neocdrtex. O desequilibrio de ions metalicos no organismo

22 Gontestabile, A. Curr. Pharm. Des. 2001, 1, 553.
2 Prox, J.; Rittger, A.; Saftig, P. Exp. Brain Res.2012, 217, 331.
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€ um co-fator bem conhecido em varias desordens neurodegenerativas. Os metais
Sa0 essenciais para a vida e tem papel central em muitas vias bioquimicas. O seu
desequilibrio, especialmente no caso de Cu?* e Zn*, tem atraido o interesse na
investigacao da etiologia de uma variedade de condicdes neurodegenerativas e,
em particular, a patogénese da DA.* Dados recentes indicam que a homeostase
destes fons metalicos esta intimamente associada a DA, existindo relatos de que
a deposicao destes metais nos cérebros de pacientes com DA, em concentracoes

de trés a cinco vezes maiores do que o controle.*'?

1.8. As fluorquinolonas

As fluorquinolonas compreendem uma série de agentes antimicrobianos
sintéticos modelados a partir do &cido nalidixico (Figura 8), uma quinolona com
interessante atividade antibacteriana, que foi sintetizada e patenteada em 1962

por Lescher e colaboradores.?*

Figura 8: Estrutura do 4cido nalidixico.

Estas fluorquinolonas sado resultado de estudos de relacdo estrutura
atividade para o desenvolvimento de compostos com maior poténcia, espectro de
atividade estendido e propriedades de absorcdo e distribuicdo melhoradas. Tais
caracteristicas culminaram com o envolvimento de novos membros da classe no
tratamento de uma variedade de infeccdes sistémicas graves.® A introducdo de
um atomo de flor em posicdo C-6 e um grupo piperazila em posigdo C-7
conferiram um amplo e potente espectro de atividade antibacteriana.

2 Lescher, G. Y.; Froelich, E. D.; Gruet, M. D.; Bailey, J. H.; Brundage, R.P.; J. Med. Pharmaceut. Chem.
1962, 5, 1063.

% Wilson, C. O.; Gisvold’s, O.; Block, J. H.; Beale, J. M. Textbook of Organic Medicinal and Pharmaceutical
Chemistry. Eleventh edition. Philadelphia: Ed. Lippincott Williams e Wilkins, 2004.
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Apo6s a importante descoberta do norfloxacino, inumeras fluorquinolonas
foram sintetizadas e avaliadas, merecendo destaque o levofloxacino e o
ciprofloxacino (Figura 9), que possuem um amplo espectro de atividade contra
varios microrganismos patogénicos, em seres humanos e animais, resistentes a
outros antibiéticos. Essa eficacia esta diretamente ligada ao seu mecanismo de
acao, baseado na inibicdo da DNA girase bacteriana, uma enzima essencial para

a replicacao, transcricdo e reparacdo do DNA bacteriano.?

O O O O

bl
n

Figura 9: Estrutura do levofloxacino (1) e ciprofloxacino (2).

O levofloxacino € um dos membros das fluoroquinolonas mais comumente
usados, sendo o isdmero ativo o S-isémero isolado do ofloxacino racémico. Essa
classe de compostos tem atualmente destacada importdncia no combate a
diferentes tipos de bactérias.?

% Souza, M. V. N.; Vasconcelos, T. R. A. Quim. Nova. 2005, 28(4), 678.
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2. Objetivos gerais

Com base no que foi exposto sobre a correlacdo entre a Doenca de
Alzheimer, acimulo de ions metalicos e o peptideo AB, este trabalho tem como
objetivos:

1- avaliar o efeito de quinolonas na inibicdo da fibrilogénese do peptideo
ABa2;

2- comparar as propriedades das quinolonas estudadas neste projeto com
guelantes metélicos conhecidos, e;

3- avaliar a capacidade quelante das quinolonas estudadas por meio da

sintese de complexos metélicos das mesmas;
4 — estudar algumas propriedades destes complexos.

Considerando estes objetivos, e para fins de simplificacdo na apresentacao
dos resultados, este trabalho foi dividido em duas partes. A primeira, discutida no
capitulo 1, relata o estudo do efeito de quinolonas sobre a agregacédo e
fibrilogénese do peptideo AB. A segunda, discutida no capitulo 2, refere-se ao
estudo da formacao de complexos metélicos de zinco e cobre formados com
compostos da classe das fluorquinolonas, potencialmente inibidores da agregacao
do peptideo AB.

14
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CAPITULO 1

Avaliagao da fibrilogénese do peptideo B-amildide na
presenca de potenciais inibidores.

15
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1. Contextualizacao

Com o numero crescente de pacientes com DA, é urgente a necessidade
de uma farmacoterapia efetiva e segura que ajude no controle de seu

desenvolvimento e sintomas.

Uma das atuais estratégias para o desenvolvimento de novos farmacos na
pesquisa para a DA visa interferir no acumulo de ions metalicos, principalmente
Cu?* e Zn**. Para tanto, quelantes metalicos seriam compostos potenciais para
estas pesquisas. Dentre estes, podemos citar o clioquinol (Figura 10), protétipo de
um composto que concluiu a fase clinica Il para DA?" 2’ (PBT 2 — estrutura em
sigilo). Compostos da classe das hidroxipiridinonas (Figura 10 — B), também tem
sido protétipos importantes para o desenvolvimento de potenciais farmacos para a

DA, baseados na estratégia de complexacdo de metais.?®

Cl O
HO
~
» |
| N N
OH R
A B

Figura 10: Estrutura do clioguinol (A) e hidroxipiridinonas (B).

Fluorquinolonas antimicrobianas apresentam interagdes medicamentosas
quando co-administradas com antiacidos e farmacos contendo cations divalentes
(magnésio e calcio). Estes complexos formados ndo sdo absorvidos e contribuem
para a reducdo da biodisponibilidade do antimicrobiano. A semelhancga estrutural
existente entre o clioquinol, hidroxipiridinonas e a classe de antimicrobianos das
fluorquinolonas nos guiou para a escolha desta classe como potenciais agentes

inibidores da agregacao do peptideo B-amildide.

27 www.alzforum.org — acesso em 02/09/2012.
% Schugar et al, Angew. Chem. Int. Ed. 2007, 46.1716-1718.
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Assim, devido & importancia crescente do reposicionamento de farmacos®

e a boa aceitacdo das fluorquinolonas pelos pacientes em tratamento contra
infecgdes, este capitulo refere-se ao estudo do efeito de duas fluorquinolonas,
levofloxacino e ciprofloxacino, sobre a agregacao do peptideo AR e formacéao de

fibrilas.

#®Ashburn, T. T.; Thor, K. B. Nat. Rev. Drug Discovery. 2004, 3, 673.
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2. Objetivos

Nos ultimos anos, ha um interesse crescente no reposicionamento de
farmacos. Este reposicionamento consiste no encontro de novos usos
terapéuticos, além da indicacdo médica original, para farmacos ja existentes no
mercado ou ainda em estudo clinico. Esta estratégia apresenta risco reduzido de
desenvolvimento, ja que o perfil farmacocinético e seguranca destes farmacos ja
sao, na maioria dos casos, conhecidos. Existem diversos exemplos de farmacos
que passaram a ser prescritos para fins diferentes do uso original, como os
relacionados na Tabela 1.2

Tabela 1: Exemplos de reposicionamento de farmacos.

Principio ativo Indicagéao original Nova indicacao
Sibutramina Depresséo Obesidade
Galantamina Poliomielite, paralisia, anestesia Doenca de Alzheimer
Finasterida Hiperplasia benigna da préstata Queda de cabelo
Minoxidil Hipertensao Queda de cabelo
Sildenafil Angina Disfungéo erétil
Zidovudina Céncer HIV/AIDS

No contexto em que se insere este projeto, ha, além da galantamina em uso
como agente terapéutico na DA, derivados quinolinicos que se encontram em fase
Il de estudo clinico.® O protétipo desta nova série foi o clioquinol, um farmaco
antimicrobiano utilizado em associacbes para uso topico. Assim, os farmacos que
se encontram no mercado para um primeiro uso, servem também como protétipos
para o desenvolvimento de novas entidades quimicas (NEQ) potencialmente

ativas para outras patologias.

Motivados pelo que foi exposto, apontamos como objetivo especifico deste
trabalho, a avaliagdo do efeito do levofloxacino e do ciprofloxacino (Figura 9),
antimicrobianos da classe das fluorquinolonas, frente a fibrilogénese do peptideo
ABap.
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3. Resultados e discussao

3.1. Preparacéao do filme peptidico

A formacao de fibrilas amildides pode ser estudada in vitro a partir do
peptideo AB42, comercialmente disponivel. Inicialmente, devido a propriedade
auto-agregante do peptideo AB e conhecida variabilidade existente entre
diferentes lotes, os mesmos foram padronizados. Para isso, o peptideo foi
dissolvido em 1,1,1,3,3,3-hexafluoro-2-propanol (HFIP), e a solucdo resultante,
dividida igualmente em seis aliquotas e apos centrifugacao sob vacuo para total
evaporagao do HFIP, o filme resultante foi estocado a -80C. Este procedimento
inicial, desenvolvido por Dahlgren e colaboradores' garante a reprodutibilidade

entre diferentes lotes analisados.
3.2. Obtengao das formas fibrilares

Para fazermos a avaliacdo do efeito dos compostos selecionados sobre a
agregacao/fibrilogénese do peptideo AR, foi necessario preparar o peptideo em

sua forma fibrilar para usar como controle positivo em nossos ensaios.

A literatura descreve duas metodologias para a preparacdo de formas
fibrilares de peptideo AB. O protocolo desenvolvido por Dahlgren e
colaboradores'?, usa pH &cido, através da adicdo de HCI ao filme dissolvido em
DMSO e sonicado por 10 minutos, para induzir a formagcao de fibrilas sob
incubacdo a 37<C por 24 horas. Zhou e colaboradores*® descrevem o uso de

tampao fosfato pH 7,4 em microplacas.

Para realizar os nossos ensaios, a primeira metodologia se mostrou mais
eficaz, jA que as formas fibrilares sdo obtidas apds incubacao das amostras por
um periodo de 24 h. A metodologia de Zhou e colaboradores?® nao foi selecionada
para este trabalho devido a necessidade de um periodo maior para formacao das
formas fibrilares (17 dias) e da quantidade restrita de nossas amostras.

3 Zhou, Y.; Jiang, C.; Zhang, Y.; Liang, Z., Liu, W.; Wang, L.; Luo, C.; Zhong, T.; Sun, Y.; Zhao, L.; Xie, X;
Jiang, H.; Zhou, N.; Liu, D.; Liu, H. J. Med. Chem. 2010, 53, 5449.
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Assim, o modelo de peptideo fibrilar empregado neste trabalho foi 0 gerado

em meio com HCI.

A detecgéo das formas fibrilares foi realizada por técnicas de fluorescéncia,
microscopia de forca atémica (MFA) e eletroforese em gel de poliacrilamida, que
foram as mesmas para a avaliacdo do efeito das substancias-teste, conforme
discutido posteriormente.

3.3. Ensaio de fluorescéncia da Tioflavina T para deteccao da

agregacao do peptideo AB

O fenbmeno da fluorescéncia ocorre quando uma molécula é excitada, ou
seja, absorve fétons e seus elétrons passam para niveis de energia superiores e,
ao voltar ao estado fundamental, emitem radiacado. A emissao de fluorescéncia, na
maior parte dos casos, tem comprimento de onda maior que a radiagdo usada
para sua excitacdo. Esse deslocamento para comprimentos de onda maiores é
denominado deslocamento de Stokes.*

A fluorescéncia da tioflavina T (ThT — Figura 11) € usada para monitorar a

formagéo de fibrilas B-amildides.

Figura 11: Estrutura da Tioflavina T.

A literatura relata que a ThT emite fluorescéncia somente quando ligada a

agregados de peptideo AP ricos em estruturas contendo folhas-B e/ou fibrilas®

(Figura 12), sendo que a reagao inicia imediatamente apds a mistura do peptideo

% Skoog, D. A.;Holler, F. J.; Nieman, T. A. Principios de andlise instrumental. 52 edigdo. Porto Alegre: Ed
Bookman, 2002.

% Bolognin, S.; Messori, L.; Drago, D.; Gabbiani, C.; Cendron, L.; Zatta, P. Int. J. Biochem. Cell Biol. 2011, 43,
877.
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AB e ThT em meio aquoso, e se completa em até 1 minuto
agregacao das fibrilas B-amiléides.*

Figura 12: Ligacdo da ThT as folhas-p.

A ThT ligada ao peptideo AR emite fluorescéncia no

Paula Cristina Huber

. A ThT nao interfere na

comprimento de onda

485 nm quando excitada em 450 nm, de acordo com nossas analises.

Observou-se, nas analises de fluorescéncia, um aumento inicial da
fluorescéncia da ThT, no periodo de 24h de incubacao (Figura 13). Em seguida,

houve uma queda na intensidade observada apés 48h

de incubacdo. Este

fendmeno ja foi relatado por Nilsson’ e indica que a precipitagdo das fibrilas pode

dificultar o acesso da ThT as mesmas, além da possivel saturagdo da ThT pelos

agregados ou fibrilas do peptideo AB.

33 Bourhim, M.; Kruzel, M.; Srikrishnan, T.; Nicotera, T. J. Neurosci.Methods 2007,
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Figura 13: Intensidade de fluorescéncia da ThT ligada ao peptideo AR em HCI no decorrer dos
tempos de incubacao. No tempo zero (linha normal), ap6s 24h (linha em negrito) e apds 48h de

incubacéo (linha pontilhada).

3.4. Ensaio de fluorescéncia do levofloxacino e cloridrato de

ciprofloxacino

As fluoroquinolonas como o levofloxacino e cloridrato de ciprofloxacino
apresentam fluorescéncia intrinseca.®* Desta maneira, antes de avaliar o efeito
destes compostos sobre a inibicdo da agregacdo do peptideo AR, fez-se
necessario determinar o comprimento de onda de excitacdo e emissdo de
fluorescéncia destes compostos. Isto foi importante para se garantir que nao
houvesse interferéncia na fluorescéncia da ThT quando ligada ao peptideo AR,
gerando entéo resultados falso negativos.

As andlises de fluorescéncia indicaram que o levofloxacino emite
fluorescéncia no comprimento de onda 492 nm quando excitado em 393 nm
(Figura 14). Quando o levofloxacino é excitado no comprimento de onda de

34 Polishchuk, A. V.; Karaseva, E. T.; Proskurina, N. A.; Karasev, V. E. High Energy Chem. 2008, 42(6), 459.
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excitacdo da ThT (450 nm), ndo ha emissao de fluorescéncia (Figura 14 — linha

vermelha).
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Figura 14: Analise de fluorescéncia do levofloxacino: excitagdo (linha preta normal) e emissao

(linha preta em negrito) e emissao quando excitada a 450 nm (linha vermelha).

As analises de fluorescéncia do cloridrato de ciprofloxacino indicaram que
ele emite fluorescéncia no comprimento de onda 453 nm, quando excitado em 276
nm (Figura 15). Assim como o levofloxacino, quando o ciprofloxacino é excitado
no comprimento de onda de excitacdo da ThT (450 nm), ndo ha emissao de
fluorescéncia (Figura 15 — linha vermelha).
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Figura 15: Analise de fluorescéncia do cloridrato de ciprofloxacino: excitacao (linha preta normal) e

emissao (linha preta em negrito) e emissédo quando excitada a 450 nm (linha vermelha).

No caso do cloridrato de ciprofloxacino, embora ele possa ser dissolvido em
HCI 10 mmol.L™', no momento de sua adicdo ao filme de peptideo dissolvido em
DMSO, ocorreu precipitagao, inviabilizando assim o seu uso neste ensaio. No

caso do levofloxacino, ndo observamos problemas de solubilidade.

Desta forma, o efeito do levofloxacino na agregacao do peptideo AR pode

ser analisado por meio de fluorescéncia sem que haja interferéncia.

3.5. Ensaio de inibicdo da fibrilogénese do peptideo AB por

fluorescéncia

Estabelecido o protocolo de agregacao, ensaios visando avaliar a inibicao
desta foram realizados. Uma solucéo de levofloxacino em DMSO (0,2 mmol.L™) foi
adicionada ao filme peptidico e a solugédo resultante sonicada por 10 min. Apés
este periodo, adicionou-se HCI 10 mmol.L™" para promover a formagéo de fibrilas.
Vale ressaltar que a concentracao final do peptideo no meio foi mantida constante
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(1 mmol.L™"), de modo que as andlises pudessem ser comparadas. Os resultados
de fluorescéncia estao expressos na Figura 16. O peptideo em HCI foi utilizado
como controle (linha em negrito) e comparado ao levofloxacino (linha normal). Em
comparacao a amostra controle do peptideo submetido a condicées de formacao
de fibrilas, foi observado que houve uma diminuicdo na intensidade de
fluorescéncia na amostra incubada com o levofloxacino em aproximadamente
22%, apos 24h. Este resultado sugere que esta fluorquinolona retarda o processo
de formacgao de agregados/fibrilas.
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Figura 16: Intensidade de fluorescéncia da ThT ligada ao peptideo AB controle isolado e na

presenca de levofloxacino apés 24h de incubagao.

Este resultado despertou 0 nosso interesse pela investigagcdo da parte da
estrutura do levofloxacino responsavel pela diminuicdo na intensidade de
fluorescéncia da ThT. Assim, incluimos em nosso estudo a quinolona 6 (Figura
17), que foi sintetizada em nosso laboratério. A sua sintese esta descrita na se¢éo
4.
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Figura 17: Porcao quinoldnica (6) do levofloxacino (1) possivel grupo farmacoférico da inibigao da

fibrilogénese do AB.

A quinolona 6 pode ser vista como uma simplificagdo molecular do
levofloxacino, correspondendo a sua porgao planar (Figura 18). Esta estratégia de
planejamento molecular de novos farmacos consiste no desenho de anélogos
estruturalmente mais simples a partir de protétipos estruturalmente mais

complexos.®

E possivel que uma conformagdo planar e o tamanho da molécula sejam
importantes para a interacdo com a estrutura secundaria do peptideo, inibindo a
formagdo de fibrilas. O resultado obtido contribui para estudos futuros do

mecanismo pelo qual estes compostos inibem a formacéao de fibrilas.

Levofloxacino Quinoclona 6

Figura 18: Estruturas minimizadas do levofloxacino e da quinolona 6.

A quinolona 6 também foi analisada quanto a emissao de fluorescéncia

(Figura 19). Esta ultima emite fluorescéncia no comprimento de onda 369 nm

* Barreiro, E. J. Quim. Nova. 2002, 25(6B), 1172.
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guando excitada em 335 nm ndo emitindo fluorescéncia quando excitada em 450
nm (Figura 19— linha vermelha).
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Figura 19: Andlise de fluorescéncia da quinolona 6: excitagao (linha preta normal) e emissao (linha

preta em negrito) e emissao quando excitada a 450 nm (linha vermelha).

Assim, a quinolona 6 foi submetida ao ensaio de inibicdo da agregag¢ao nas
mesmas condi¢cdes do levofloxacino. O grafico representativo deste resultado esta
na Figura 20 (linha pontilhada). Foi observado que houve uma diminuigdo na
intensidade de fluorescéncia na amostra incubada com a quinolona 6 em
aproximadamente 50%. Esta redugcédo foi ainda mais pronunciada quando
comparada a reducéao obtida com o levofloxacino.
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Figura 20: Intensidade de fluorescéncia da ThT ligada ao peptideo AB controle (linha em negrito) e

na presenca da quinolona 6 (linha pontilhada) apés 24h de incubacgao.

Como ja relatado, até 24 horas de incubacao observa-se um aumento na
emissdo de fluorescéncia até atingir um platé. Apds 24 horas hd uma diminuicao
na emissdo. Este comportamento € observado para o peptideo controle e na
presenca da quinolona 6. Os resultados de fluorescéncia expressos na Figura 21
sao a média de 10 leituras.
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Figura 21: Médias das analises de fluorescéncia da ThT no decorrer do tempo de incubacédo do
peptideo controle (linha vermelha), peptideo em HCI na presenca de levofloxacino (linha preta) e

peptideo em HCI na presencga da quinolona 6 (linha azul).

Quando analisamos a fluorescéncia do peptideo na presenca do
levofloxacino e da quinolona 6, no decorrer do tempo, os resultados sao
diferentes. Observa-se em todas as amostras analisadas, inclusive no controle,
uma emissao de fluorescéncia no tempo zero (tp). Assim, é possivel que pré-
agregados, ou seja, pequenos oligbmeros, ja estivessem presentes nos filmes
peptidicos. Entretanto, se compararmos a intensidade dessa fluorescéncia no
tempo zero, a diferenga é significativa para as diferentes amostras. J& neste
tempo zero é possivel observar que a amostra contendo quinolona 6 apresenta
baixa intensidade de emissao. Além disso, a amostra contendo HCI na presenca
de levofloxacino (Figura 22) ndo apresentou diferengca significativa na
fluorescéncia no decorrer do tempo de incubacdo. Este resultado nos leva a
pensar que o levofloxacino possa minimizar a agregagéo do peptideo A.
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Figura 22: Intensidade de fluorescéncia da ThT ligada ao peptideo AB em HCI na presenca do
levofloxacino no decorrer dos tempos de incubagéo. No tempo zero (linha normal), apds 24h (linha

em negrito) e apos 48h de incubacéao (linha pontilhada).

A amostra da quinolona 6 na presenca de HCI (Figura 23) apresentou
aumento na fluorescéncia ap6s 24h de incubacgao, seguida de um decréscimo na
intensidade apds 48h. Embora este resultado evidencie que haja um aumento
inicial na agregacao, observa-se que a intensidade da fluorescéncia maxima é
ainda bastante inferior ao resultado obtido com o controle. Dessa forma, embora
alguns agregados possam ser formados, parecem ser em pequena quantidade.
Além disso, o decréscimo observado na intensidade da fluorescéncia ap6s 48h de
incubacdo ndo pode ser resultado da saturacdao da ThT. Acreditamos que a

quinolona 6 promova a desagregacao dos oligdmeros que sejam formados.
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Figura 23: Intensidade de fluorescéncia da ThT ligada ao peptideo AB em HCI na presenca da
quinolona 6 no decorrer dos tempos de incubagao. No tempo zero (linha normal), apés 24h (linha

em negrito) e apos 48h de incubacgéao (linha pontilhada).

Embora estes resultados sejam uma evidéncia de possivel inibicdo/retardo
da fibrilogénese do peptideo AB, outras analises foram realizadas como forma de

comprovar tal fenémeno.
3.6. Ensaio de microscopia de forca atdmica (MFA)

A MFA é uma técnica capaz de caracterizar uma vasta gama de estruturas
presentes em misturas de agregados de peptideo AR com resolucédo suficiente
para detectar estruturas individuais de 0,9 nm que aparecem monoméricas em
preparacdes nao agregadas até densos agregados fibrilares com dimensdes

micrométricas.>®

% Stine Jr., W. B.; Dahlgren, K. N.; Krafft, G. A.; LaDu, M. J. J. Biol. Chem.; 2003, 278 (13), 11612.
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As amostras foram analisadas por MFA imediatamente apds o preparo (i) e
apos 24 h de incubacao na presenca das substancias em estudo. As seguintes
amostras foram preparadas:

A - peptideo AB42 em DMSO;
B — peptideo AB42 submetido a condigdes de agregacado com HCI (controle)

C - peptideo AB42 submetido a condicbes de agregacdao com HCI, na
presenca de levofloxacino

D - peptideo ABs4> submetido a condicbes de agregagdao com HCI, na
presenga da quinolona 6.

Anéalise no tempo zero

As imagens se encontram na Figura 24 (imagens superiores, A-D). Como
pode ser observado, no tempo zero, nao foram detectadas fibrilas em nenhuma
das preparacdes, apenas pequenos agregados oligoméricos com dimensdes de
6,4 a 8 nm. A presenca destes oligdmeros no tempo zero ja havia sido detectada
por fluorescéncia, pois ocorreu emissao, justificada pelo fato de que a ThT se liga

ao peptideo na sua conformagao B, caracteristica dos oligdmeros (pré-fibrilas).®"

(A) (B) (@) (D)

(2ah) (RS

Figura 24: Imagem do peptideo AB nos tempos t, € apds 24h de incubagédo (A): Peptideo em
DMSO; (B): Peptideo em HCI (controle); (C): Peptideo em HCI na presenca de levofloxacino e (D):
Peptideo em HCI na presenca da quinolona 6.
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Analise apds 24h de incubacdo

Nas imagens obtidas apos 24h de incubacdo (Figura 24 - imagens
inferiores, A-D) observa-se a presenca de fibrilas com dimensdes 6 x 70 x 3.000
nm, somente nas amostras do peptideo submetido a condi¢cdes de agregacao em
HCI (Figura 24 - imagem inferior B). De acordo com a literatura, as fibrilas
amiléides tendem a ser longas apresentando comprimento maior do que 1pm.*
Na amostra do peptideo em DMSO (Figura 24 — imagem inferior A) observou-se
oligbmeros maiores (~16nm) dos que os encontrados na amostra do tempo zero,

provavelmente devido a conhecida propriedade auto-agregante do peptideo AB.

Na amostra contendo levofloxacino, formas oligoméricas de dimensodes
equivalentes as encontradas no tempo zero foram visualizadas, 0 que esta de
acordo com o resultado da andlise por fluorescéncia, ou seja, sem aumento
significativo na emissao. J4 a amostra contendo a quinolona 6, apresentou formas
oligoméricas menores (~4 nm) do que as observadas no tempo zero, sugerindo

que esta substancia promova a desestabilizacdo dos agregados oligoméricos.

Estes resultados indicam fortemente que ocorreu inibicdo/retardo da
formacao de fibrilas do peptideo AR na presenca dos compostos testados.
Inclusive, o levofloxacino foi capaz de impedir a agregacdo das formas
oligoméricas ja existentes no tempo t;. Além disso, a quinolona 6 pode ter atuado
na desestabilizacao de agregados ja formados, conforme indica andlise de 24h de

MFA do peptideo na presenca deste composto.
3.7. Ensaio de eletroforese em gel de poliacrilamida

A eletroforese em gel de poliacrilamida tem sido usada para a detecgédo de
proteinas e peptideos, uma vez que as massas variam de acordo com os estados
de agregacao. Utilizando-se um padrao de peso molecular, é possivel entdo
estimar o estado de agregacdo: mondmeros, dimeros, oligbmeros e outras
organizacbes mais complexas. Esta técnica tem sido usada também para
avaliacao da agregacao do peptideo AB.

" Krebs, M. R. H.; Bromley, E. H. C.; Donald, A. M. J. Struct. Biol. 2005, 149, 30.
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A eletroforese das amostras foi realizada nos tempos ty e toan, diluindo-se a
solucdo contendo a amostra com peptideo em tampao. As amostras foram
aplicadas no gel, tendo como referéncia um padrdao de peso molecular. O gel
obtido apds a corrida foi revelado com kit de prata. A Figura 25 mostra o gel
obtido ap6s incubacao de 24 horas para amostras com levofloxacino e quinolona
6. As amostras e os controles foram empregados sempre nas mesmas
concentragdes. Foram utilizados como controle o peptideo em HCI (2) e o
peptideo em DMSO (3). Em ambos os casos, observa-se a predominancia de
formas agregadas em relacdo aos mondmeros. Em (2), ha predominancia de
formas fibrilares e, em (3), de oligdmeros. A presenca destes em (3) é devida a
propriedade auto-agregante do peptideo AB.
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Figura 25: SDS-PAGE obtido apés incubacgéo a 37<C por 24 horas (1- Padrdo de peso molecular;
2- Peptideo fibrilar; 3- Peptideo incubado em DMSO; 4- Peptideo incubado em presenca de

levofloxacina; 5- Peptideo incubado em presenca da quinolona 6).

s

Entretanto, € importante relatar que, embora a eletroforese seja uma
técnica usual na andlise da agregacao do peptideo AR, ela fornece somente
informacdes limitadas, como indica a literatura.®® Isto se justifica pela existéncia
das manchas entre as bandas dos agregados peptidicos. Estas manchas
caracterizam a dissociacao dos agregados formados, devido ao préprio processo

eletroforético, que combina tampao, glicerol, detergente e voltagem. Por este
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motivo, a eletroforese € uma técnica utilizada para confirmar resultados obtidos

por outras técnicas de avaliagdo da agregacao do peptideo A.

Os resultados da eletroforese mostram uma menor proporcdo ou
inexisténcia de formas fibrilares na amostra de peptideo em levofloxacino (4),
comparado com o controle positivo (peptideo fibrilar, 2). O mesmo se observa com
a quinolona 6 (5). Estes resultados corroboram com os observados nas técnicas

de MFA e fluorescéncia.

3.8. Ensaio de inibicdo da fibrilogénese do peptideo AB por
fluorescéncia na presenca de Zn**

De acordo com os resultados obtidos até o presente momento e levando-se
em consideracao a importancia dos metais no processo de agregacao do peptideo
AB, bem como na patogénese da DA, um ensaio preliminar de avaliacdo da

agregacao do peptideo foi feito na presenca de metais.

Considerando-se que o processo de fibrilogénese é conhecidamente

intensificado em presenca de pequenas quantidades de ions metalicos®'#3,

em
especial 0 Zn?** e a restrita quantidade de amostra, optou-se por avaliar a

agregacao em presenca deste ion.

Dessa forma, o peptideo foi submetido a condicbes de agregacdo em meio
contendo HCI na presenca de zinco na propor¢cao 1:1, conforme ensaios
preliminares relatados na literatura.*> As analises de fluorescéncia em ThT no

decorrer do tempo de incubacao estdo abaixo evidenciadas (Figura 26).

%BFaller, P.: Hureau, C. Dalton Trans. 2009, 7, 1080.
% Bush, A. I. Trends Neurosci. 2003, 26(4), 207.
40 Mancino, A. M.; Hindo, S. S.; Kochi, A.; Lim, M. H. Inorg. Chem. 2009, 48, 9596.
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Figura 26: Intensidade de fluorescéncia da ThT ligada ao peptideo AR em HCI na presenca de Zn**
no decorrer dos tempos de incubagao. No tempo zero (linha normal), apds 24h (linha em negrito) e

apods 48h de incubagéo (linha pontilhada).

Pode-se observar que a intensidade de fluorescéncia apresenta um
aumento apdés 24h de incubagdo, seguida de uma diminuicdo apds 48h.
Entretanto, observa-se que as intensidades de fluorescéncia nos tempos 24 e 48h
sdo maiores quando comparadas as analises em que o metal ndo esta presente.
Esta observacao confirma o envolvimento de zinco no processo de agregagao do

peptideo AB.

Seria interessante, também, como forma de comparagao com o0s resultados
anteriormente obtidos, que a analise em presenca de metal fosse realizada com
os compostos de estudo. Dessa forma, o peptideo foi submetido a condigdes de
agregacdo em meio contendo HCI na presenca de zinco na proporgdo 1:1%,
contendo também levofloxacino ou quinolona 6. As analises de fluorescéncia em
ThT no decorrer do tempo de incubacao estdo abaixo evidenciadas (Figuras 27 e

28).
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Figura 27: Intensidade de fluorescéncia da ThT ligada ao peptideo AR em HCI na presenca de Zn**

e do levofloxacinono decorrer dos tempos de incubagdo. No tempo zero (linha normal), apds 24h

(linha em negrito) e apds 48h de incubagéo (linha pontilhada).

Na presenca do levofloxacino, pode-se observar que a intensidade de

fluorescéncia apresenta-se quase que constante até 24h de incubacao, seguida

de uma diminuicdo apds 48h. Este resultado apresenta certa semelhanca com o

resultado da fluorescéncia na presenca de levofloxacino e auséncia de metal.

Entretanto, observa-se que as intensidades de fluorescéncia sao maiores quando

comparadas as analises em que o metal ndo esta presente. Ainda assim, fica

evidenciada a influéncia do levofloxacino no processo de agregacao.
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Figura 28: Intensidade de fluorescéncia da ThT ligada ao peptideo AR em HCI na presenca de Zn**
e da quinolona 6 no decorrer dos tempos de incubagédo. No tempo zero (linha normal), apds 24h

(linha em negrito) e ap6s 48h de incubagéo (linha pontilhada).

Na presenca da quinolona 6, pode-se observar a intensidade de
fluorescéncia apresenta um aumento apdés 24h de incubacdo, seguida de uma
diminuicdo apds 48h. Entretanto, mais uma vez observa-se que as intensidades
de fluorescéncia sdo maiores em todos os tempos, quando comparadas com as

analises em que o metal ndo esta presente.

Fazendo-se a comparacado apds 24h de incubagcédo para as amostras de
peptideo com e sem metal, na presenca e auséncia do levofloxacino ou quinolona
6, apresentamos a Figura 29 a seguir:
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Figura 29: Comparacdo entre os espectros de fluorescéncia do peptideo AB na presencga de
Zn2+(linhas superiores) e na sua auséncia (linhas inferiores), apds 24h de incubagao. Peptideo na
presenca de Zn“*e/ou HCI (linhas em negrito), peptideo na presenca de Zn** e/ou HCI e
levofloxacino (linhas normais) e peptideo na presenca de Zn®* e/ou HCI e quinolona 6 (linhas

pontilhadas).

Podemos observar que, na presenca de Zn?*, a intensidade de
fluorescéncia é praticamente o dobro se comparada com a fluorescéncia das
amostras na auséncia do metal. Isto pode ser indicio de uma maior quantidade de
agregados, bem como fibrilas ja formadas.

E interessante observar que, apds 48h de incubacdo, a intensidade de
fluorescéncia € maior nas amostras dos peptideos na presenca de Zn** em
comparagdo as amostras dos peptideos sem o metal. De fato, a ThT ainda nédo
havia sido saturada nestas ultimas amostras. Parece que, na presenca do metal,
mais agregados foram formados e, como consequéncia, a ThT é saturada,
justificando a intensidade de fluorescéncia quase equivalente de todas as
amostras (Figura 30).
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Figura 30: Intensidade de fluorescéncia da ThT ligada ao peptideo AR em HCI na presenca de Zn*
(linha pontilhada) e da quinolona 6 (linha vermelha) ou levofloxacino (linha normal) ap6s 48 h de

incubacao.

Em todos os casos, o Zn®** parece ter intensificado a formagdo de
agregados do peptideo AB. Dessa forma, os compostos parecem nao ter
apresentado o mesmo efeito inibitério apdés 48h de incubacgdo. Este ensaio
preliminar foi capaz de comprovar o efeito do metal quando em contato com o
peptideo. O conhecimento dos complexos que podem ser formados entre 0 metal
e 0s compostos-teste, relatados no capitulo 2 deste trabalho, pode auxiliar no
desenho de novos ensaios. Dessa maneira, outro ensaio possivel de ser
realizado e que ajudaria na determinacao do efeito dos compostos estudados na
agregacdo do peptideo AB, seria diminuir a quantidade do Zn?** até um valor em
que pudessem ser formados complexos com o0s compostos-teste ou aumentar a
concentracdo do potencial agente inibidor. Dessa forma, o metal ficaria

indisponivel para interagir com o peptideo e promover sua agregacao.

Em virtude da falta de amostra, este experimento nao pbde ser realizado.
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3.9. Ensaio de dicroismo circular (DC)

O dicroismo circular (DC) € uma técnica que pode ser usada para
determinar mudancas na estrutura secundaria de amostras em uma dada solucgao.
Em alcoois fluorados como o 1,1,1,3,3,3-hexafluoro-2-propanol (HFIP), o peptideo
AB adota uma conformacdo predominantemente a-hélice devido a quebra das
interacdes hidrofébicas, que sdo as principais estabilizadoras da folha-B.%

Foram realizadas analises de DC em HFIP nos tempos zero e apos
incubacdo a temperatura ambiente por 24 horas. Entretanto, os resultados
mostraram que nao houve mudancga significativa no conteddo de estruturas folha—
B e a-hélice para as analises realizadas.

Tabela 2 : Deconvolugao dos resultados de CD para o peptideo AB..

Conformacao AB1-42 tempo zero AB1.42) incubado
a-hélice 24% 21%
folha—f 42% 45%

random coil 35% 38%

Este resultado mostra que o peptideo, apesar de estocado em filme, ja
contém predominantemente folhas-B, porém ainda ndo em estado fibrilar. Este
resultado corrobora com a analise de fluorescéncia em ThT que mostra uma

emissao significativa ja no tempo t.

3.10. Sintese da quinolona 6

De acordo com os resultados promissores obtidos para o levofloxacino,
utilizou-se da estratégia de simplificacdo molecular e a quinolona 6 foi sintetizada
na tentativa de correlacionar a porcao quinolénica do levofloxacino ao efeito

observado.

A sintese foi feita empregando-se a estratégia ja relatada por Coelho e
colaboradores*' de formagao de quinolonas a partir de adutos de Morita-Bayllis-
Hilman (MBH) utilizando o-nitrobenzaldeido (3) em presenca de DABCO e acrilato

41 Amarante, G. W.; Benassi, M.; Pascoal, R. N.; Eberlin, M. N.; Coelho, F. A. S. Tetrahedron 2010, 66, 4370.
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de metila. A partir do aduto de MBH (4) houve formacgéao do N-6xido (5) através de
uma ciclizagdo intramolecular descrita por Kim e colaboradores® que,
posteriormente, foi reduzido e transesterificado para fornecer a quinolona 6
(Esquema 1).

0]

OH
0 OH O o O
- N O/ -
H _a (¢ b ?\J/ _c . | o
NO, NO, o N
©
3 4 5 6

Reagentes e condigdes : a) Acrilato de metila, DABCO, overnight, 96%; b) TFA, 70-75<C, 20 h, 70%;
c¢) Mo(CO)g, Etanol anidro, refluxo, 45 min, 49%.

Esquema 1: Sintese da quinolona 6 a partir do aldeido 3.

O aduto 4 foi obtido em 96% de rendimento por meio de uma reagao de
Morita-Baylis-Hillman (MBH). A reagdo de MBH pode ser definida, de modo geral,
como uma reacdo de condensacdo entre carbonos eletrofilicos sp? (geralmente
um aldeido) e a posi¢cdo a de uma olefina contendo grupos retiradores de elétrons,
catalisada por uma amina terciaria ou fosfina, levando a formagéo de uma nova

ligacdo o C-C e produzindo moléculas polifuncionalizadas*® (Esquema 2).
CH
G R2 Amina terciaria 5
S + — = R R
R'] H =

R' = alquila, arila  R?=CN, COR, Substncias
COOR, CONH; a-metileno-B-hidroxicarboniladas

Esquema 2: Reacdo de Morita-Baylis-Hillman.
O mecanismo da reacdo de MBH se da em quatro etapas e envolve,

inicialmente, a adicdo de Michael do catalisador I* (amina terciaria ou fosfina) ao
sistema a,B-insaturado Il gerando o zwitterion lll. A adicdo alddlica de Ill e o

2 Kim, J. N.; Lee, K. Y.; Kim, H. S.; Kim, T. Y. Org. Lett. 2000, 2, 343-345.
4 Santos, L. S.; Pavam, C. H.; Almeida, W. P.; Coelho, F.; Eberlin, M. N. Angew. Chem. Int. Ed. 2004, 43,
4330.
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aldeido IV gera o alcdxido V, que sofre uma transferéncia de préton, gerando o
enolato VI. A decomposicao deste ultimo intermediario gera o produto B-hidroxi-a-

metileno carbonilado VII, com regeneracao do catalisador I.

gt
X
&
| @ _
etapa 1 R3N/\)\X
[}
OH O
R! X ]
etapa 4 etapa2 | R'CHO
vil v
©
&
OH O O O
R1J\f\x = R1)\ka
@ etapa 3 ®
NRs NR3
VI v
Esquema 3: Mecanismo geral da reacado de MBH.
O OH O
H _a o~
NO» NO»
3 4

Reagentes e condigdes : a) Acrilato de metila, DABCO, ))), 12 h, t.a., 96%.
Esquema 4: Reacdo para obtengédo do aduto de MBH 4.

A formacgao do aduto de MBH 4 foi comprovada pelas analises de IV, RMN
de 'H e '3C. Pela analise de IV, o aparecimento da absorcdo em 1630 cm™
caracteristica de C=C, a absorcdo em 1714 cm™ caracteristica de C=0 de ésteres
a,B-insaturados, a absorgdo em 3448 cm™ caracteristica de O-H, além das

absorcdes referentes ao grupo NO, em 1527 e 1350 cm™.
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Através do espectro de RMN de 'H, observou-se dois singletos 5,73 e 6,21
ppm, correspondentes aos hidrogénios metilénicos e um sinal em 3,74 ppm
correspondente ao grupo metila do éster. Além destas analises, através do
espectro de RMN de '*C foi possivel observar um sinal em 67,9 ppm
correspondente ao carbono carbindlico.

O aduto de MBH 4 foi entdo tratado com acido trifluoracético (TFA) em
excesso, sob refluxo durante 20 horas, fornecendo o N-6xido 5 em 70% de

rendimento. Esta metodologia j& havia sido descrita por Kim e colaboradores.*?

OH O

OH O

~ A o~
©) b D

N

NO, o)
Q

4 5

Reagentes e condigdes : b) TFA, 70-75°C, 20 h, 70%.

Esquema 5: Reacéo para obtengao do N-6xido 5.

O mecanismo desta reagdo ndo foi comprovado, mas Kim*' propde um
mecanismo para explicar essa reacao, onde em uma primeira etapa ocorre uma
abstracao de préton intramolecular, seguida de uma ciclizacdo para formar o
intermediario N,O-acetal. Este, por sua vez, sofre um rearranjo eletrbnico com
eliminacao de agua para formar um derivado nitroso que, ap6s uma adicao do tipo
Michael intramolecular seguida pela perda de préton, regenera o sistema
aromatico e conduz ao N-6xido de quinolina (Esquema 6).
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Esquema 6: Mecanismo proposto por Kim para formacao de 5.

Este mecanismo foi estudado por Coelho e colaboradores*' por meio da
espectrometria de massas utilizando ESI-MS. Durante este estudo, pretendeu-se
observar o papel do TFA na reagdo. No caso do mecanismo proposto por Kim,*? o
TFA funcionaria como fonte de prétons. Entretanto, no estudo feito por Coelho e
colaboradores*! foi possivel observar que o TFA participa ativamente da reacdo
por meio da acilacdo do aduto de MBH. Assim, foi proposto um mecanismo
estendido para a preparacao de N-6xido de hidroxiquinolinas a partir de adutos de
MBH derivados de o-nitrobenzaldeidos, com a inclusdo do intermediario
trifluoroacetilado 7 (Esquema 6). Nesta proposta, alternativamente ao proposto
por Kim (caminho A), o intermediario 7 poderia se decompor diretamente para o
derivado nitroso, perdendo &cido trifluoroacético, sem passar por um intermediario
onde observa-se perda momentanea da aromaticidade do sistema (caminho B,
Esquema 7).
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Esquema 7: Mecanismo proposto por Coelho e colaboradores para formagéo de 5.

A formacdo do N-6xido 5 foi comprovada pelas andlises de IV, RMN de 'H e
13C. Pela analise de IV, o aparecimento da absorcdo em 1714 cm™ caracteristica

de C=0, além da absorcdo em 3454 cm™ caracteristica de O-H.

Através do espectro de RMN de 'H, observou-se o desaparecimento dos
dois singletos 5,73 e 6,21 ppm, correspondentes aos hidrogénios metilénicos.
Além disso, observou-se o aparecimento do singleto em 8,71 ppm atribuido ao

hidrogénio quinolinico em posicéo alfa ao grupo N-6xido.

De posse do N-6xido 5, 0 mesmo foi submetido a uma redugéo utilizando
quantidades estequiométricas de hexacarbonil molibdato (VI)** em etanol sob
refluxo. Assim, o produto foi obtido em 49% de rendimento, sendo que ocorreu
também uma transesterificacdo pelo solvente etanol. Este fato ja havia sido

observado por Coelho e colaboradores®’

*Yo00, B. W.; Choi, J. W.; Yoon, C. M. Tetrahedron Lett. 2006, 47, 125.
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Reagentes e condigdes : ¢) Mo(CO)g, Etanol anidro, refluxo, 45 min, 49%.
Esquema 8: Reacgdo para obtengéo da quinolona 6.

Um mecanismo plausivel é proposto por Yoo e colaboradores* para a
reducao do grupo N-6xido de 5 (Esquema 9). Em um primeiro momento, ocorre a
perda de um grupo CO pela molécula de Mo(CO)s, Entdo, o oxigénio da molécula
de N-6xido coordena ao Mo’ (CO)s, facilitando a clivagem da ligagédo N-O e levando

a formacgéo da amina correspondente.

H\
OH O (VO O 0 0
N Sor _ MolCO%s X1~ “OR O0=Mo(CO)s OR
@ -CO @ |
N \ N
o© C(P H
5 - Mo(CO)s 6

Esquema 9: Proposta mecanistica para a obtengao da quinolona 6.

A formacao da quinolona 6 foi comprovada pelas analises de IV, RMN de
'H e C. Pela andlise de IV, o aparecimento da absorcdo em 1624 cm’
caracteristica de C=0 da quinolona e a absorcdo em 1703 cm™ atribuida & C=0

do grupo éster.

Através do espectro de RMN de 'H, observou-se um singleto em 9,28 ppm
atribuido ao hidrogénio em posicao alfa ao grupo nitrogénio quinolinico. Observa-
se também um quarteto em 4,66 ppm e um tripleto em 1,51 ppm correspondentes
aos hidrogénios do grupo etila. No espectro de RMN de '°C, observa-se dois
sinais correspondentes aos carbonos carbonilicos em 176,0 e 170,0 ppm, além
dos sinais correspondentes aos grupos -CH, e —-CH; em 67,0 e 14,5,

respectivamente.
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A quinolona 6 foi obtida com rendimento global de 33% e caracterizada por
analises de IV, RMN de 'H e '3C.
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4. Conclusao

Nesta parte do trabalho foi avaliado o efeito do levofloxacino e de uma
quinolona sintética sobre a agregacao do peptideo B-amildide, utilizando técnicas
de fluorescéncia da ThT, MFA e eletroforese em gel de poliacrilamida.

Observou-se que os compostos estudados inibem ou retardam a formacao
de fibrilas do peptideo B-amildide em baixas concentracdes. O levofloxacino foi
empregado em concentragcdo sub-antimicrobiana. A quinolona 6 mostrou-se mais
efetiva do que o levofloxacino, sugerindo fortemente que a porcao quinolénica do
levofloxacino é a regido da estrutura relacionada a atividade.

O ciprofloxacino nao péde ser avaliado em nosso estudo em funcao de
problemas de solubilidade.

A quinolona 6 foi sintetizada em 3 etapas, em 33% de rendimento global e

foi caracterizada por métodos espectroscopicos.

A avaliacdo da agregacéo do peptideo na presenca do metal Zn?* mostrou-
se mais eficiente, sendo que os compostos avaliados parecem nao terem sido
capazes de afetar a agregacao nas condi¢des utilizadas.

Os resultados obtidos até o presente momento sao promissores. O sucesso
dessa proposta pode permitir o desenvolvimento de uma nova abordagem no
tratamento da DA, fortalecendo a estratégia de reposicionamento de farmacos.
Dessa forma, os resultados obtidos até o momento nos levam a acreditar que a

quinolona 6 possa ser usada como um protétipo de NEQs.

Perspectivas de formulagdes capazes de atravessar a barreira hemato-
encefalica (BHE) estdo em estudo para dar continuidade ao trabalho.*

* Dissertacdo de Mestrado de Cibelle A. Rossi Teixeira, em andamento sob a orientagio da Profa. Dra.
Wanda P. Almeida, no Instituto de Biologia.
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CAPITULO 2

Sintese de complexos metalicos dos antimicrobianos

levofloxacino e ciprofloxacino.
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1. Contextualizacao

Estudos revelam que placas AR amil6ides insoluveis em cérebros com DA
analisados post-mortem, apresentam um enriquecimento anormal de Cu®** e Zn?*.
Quelantes metélicos foram capazes de dissolver depdsitos proteicos em tecidos
cerebrais com DA post-mortem.® Existem diferentes relatos na literatura®® de
complexos metalicos de fluorquinolonas, em especial o ciprofloxacino.
Comprovando-se a capacidade quelante dos compostos estudados, tem-se um
fator adicional para sua utilizagdo na terapia da DA. Conforme mencionado na
introducao geral, este capitulo refere-se ao estudo da capacidade quelante de dois

compostos da classe das fluorquinolonas, levofloxacino e ciprofloxacino.

O levofloxacino e o ciprofloxacino sdo agentes antimicrobianos da classe
das fluorquinolonas comercialmente disponiveis. Suas estruturas apresentam
heteroatomos com elétrons nado ligantes que poderiam complexar com metais
(Figura 31).%°® Entretanto, a maioria dos complexos relatam a ligagdo do &tomo
metdlico central aos grupos: 3-carboxi e 4-oxo (Figura 31), que também sao

conhecidos por serem essenciais para a atividade farmacol6gica dos farmacos.

Figura 31: Possiveis centros de ligagéo a cétions na estrutura do levofloxacino (1) e ciprofloxacino

(2).

%6 a) Lopez-Gresa, M. P.; Ortiz, R.; Perelld, L.; Latorre, J.; Liu-Gonzalez, M.; Garcia-Granda, S.; Pérez-Priede,
M.; Cantén, E. J. Inorg. Biochem.2002, 92, 65.b) Chohan, Z. H.; Supuran, C. T.; Scozzafava, A. J. Enzyme
Inhib. Med. Chem.2005;20(3), 303.c) Anacona, J. R.; Toledo, C. Transition Met. Chem. 2001, 26, 228. d)
Jiménez-Garrido, N.; Perelld, L.; Ortiz, R.; Alzuet, G.; Gonzalez-Alvarez, M.; Cantén, E.; Liu-Gonzélez, M.;
Garcia-Granda, S.; Pérez-Priede, M. J. Inorg. Biochem.;2005, 99, 677. e) Li, Y.; Chai, Y.; Yuan, R.; Liang, W.
Russ. J. Inorg. Chem.2008, 53(5), 704.f) Zupancic, M.; Turel, I.; Bukovec, P.; Andrew, J. P. W.; Williams, D. J.
Croatica Chemica Acta. 2001, 74(1), 61. g) Wallis, S. C.; Gahan, L. R.; Charles, B. G.; Hambley, T. W_;
Duckworth, P. A. J. Inorg. Biochem. 1996, 62, 1. h) Macias, B.; Villa, M. V.; Rubio, |.; Castifieiras, A.; Borras, J.
J. Inorg. Biochem.2001, 84, 163. i) Anacona, J. R.; Toledo, C.; Transition Met. Chem. 2001, 26, 228.j)
Drevensek, P.; Kosmrlj, J.; Giester, G.; Skauge, T.; Sletten, E.; Sepcic, K.; Turel, |. J. Inorg. Biochem. 2006,
100, 1755.
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2. Objetivos

Em funcdo do acumulo de metais no cérebro de pacientes com DA bem
como a presenca de sitios de ligacdo de metal no peptideo AR, estes representam
importante alvo terapéutico. Compostos com propriedades quelantes podem
reverter este desequilibrio de metais no cérebro.

Com estas consideracdes, este capitulo do trabalho apresenta como
objetivo conhecer a capacidade quelante das fluorquinolonas levofloxacino e
ciprofloxacino e da quinolona 6, por meio da sintese de complexos entre estes
compostos e os fons metalicos Zn** e Cu?*, relacionados a patologia da DA.

Inicialmente, calculos de otimizacdo de energia e geometria das moléculas
foram realizados em comparag¢ao a quelantes metalicos conhecidos, inclusive o

clioquinol, protétipo para o composto em estudo clinico de fase Il para a DA.

Ainda, a determinacdo de propriedades como coeficiente de particao
agua/octanol, solubilidade, citotoxicidade e atividade antimicrobiana sao de
extrema importancia como conhecimentos preliminares que dao ideia das
caracteristicas destes complexos, caso sejam formados in vivo. Desta forma, parte

deste capitulo do trabalho visa determinar as propriedades acima mencionadas.
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3. Resultados e discussao

3.1. Caracterizacao dos ligantes levofloxacino e ciprofloxacino

Levofloxacino e ciprofloxacino foram doados ao Laboratério de
Desenvolvimento de Farmacos e Medicamentos, IQ-UNICAMP, pela EMS/SA
Industria Farmacéutica. Eles nao apresentam certificado de analise e, uma vez
que as analises dos complexos formados foram feitas comparativamente aos
farmacos, fez-se necessaria a sua prévia caracterizacao. A caracterizacdo dos

mesmos foi feita por anélises de RMN de 'H e de *C e IV.

3.1.1. Caracterizacao do levofloxacino

De acordo com a andlise de IV do levofloxacino, observa-se o aparecimento
da absorcdo em 1724 cm™ caracteristica de C=0O de &cido carboxilico e a

absorcdo em 1620 cm™ atribuida & C=0 da quinolona.

O espectro de RMN de 'H do levofloxacino, mostra um singleto em 8,94
ppm que foi atribuido ao hidrogénio em posic¢ao alfa ao nitrogénio quinolinico. Na
porcdo correspondente aos hidrogénios aromaticos, observa-se um dubleto em
7,54 ppm correspondente ao hidrogénio aromatico que acopla com o fluor (J =
12,45 Hz). Em 4,91 ppm observa-se um quarteto que foi atribuido ao hidrogénio
ligado ao carbono assimétrico e em 1,44 ppm observa-se um dubleto atribuido a —
CHs; ligada ao carbono assimétrico da molécula de levofloxacino. Em 2,23 ppm
observa-se um singleto que foi atribuido a -CHs ligada a piperazina. Além disso,
observa-se um singletos largo em 2,23 ppm e um multipleto em 3,32-3,25 ppm
atribuidos aos hidrogénios da piperazina.

No espectro de RMN de 'C do levofloxacino, observam-se dois sinais
correspondentes aos carbonos carbonilicos em 176,3 e 166,0 ppm, além dos
sinais correspondentes aos grupos -CH, em 68,0; 55,2 e 50,0 ppm e aos grupos —
CHsem 46,0 e 17,9 ppm. Além disso, observa-se dubletos em 155,4; 140,1; 132,0
e 119,6 ppm correspondentes aos carbonos —Cy vizinhos ao flior e que acoplam
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com o mesmo. O dubleto observado em 103,2 ppm também acopla com o fluor e
foi atribuido ao —CH aromatico.

Para a correta atribuicdo dos sinais foram feitas analises de DEPT, HSQC e
HMBC.

3.1.2. Caracterizacao do ciprofloxacino

De acordo com a analise de IV do ciprofloxacino, o aparecimento da
absorgdo em 1711 cm™ caracteristica de C=0 de acido carboxilico e a absorgao
em 1624 cm'atribuida & C=0 da quinolona.

De acordo com as andlises de RMN de 'H do ciprofloxacino, pode-se
observar um singleto em 9,46 ppm que foi atribuido ao hidrogénio em posicao alfa
ao nitrogénio quinolinico. Na porcao correspondente aos hidrogénios aromaticos,
observam-se dois dubletos em 8,42 ppm (J = 12,4 Hz) e 8,10 ppm (J = 6,80 Hz)
correspondentes aos hidrogénios aromaticos nas posicoes orto e meta ao fluor,
respectivamente. Além disso, observa-se dois singletos largos em 4,16 e 3,94 ppm
atribuidos aos hidrogénios da piperazina.

No espectro de RMN de *C do ciprofloxacino, observam-se dois sinais
correspondentes aos carbonos carbonilicos em 172,9 e 172,0 ppm, além dos
sinais correspondentes aos grupos -CH, em 48,2; 46,4 e 9,6 ppm. Além disso,
observam-se dubletos em 157,3 e 150,2 ppm correspondentes aos carbonos —Cy
vizinhos ao fluor e que acoplam com o mesmo. O dubleto observado em 113,8
ppm foi atribuido ao —CH aromatico em posicao orto ao fluor e que acopla com o

mesmo. .

Para a correta atribuicao dos sinais foram feitas analises de DEPT, HSQC e
HMBC.

3.2. Calculos tedricos

Os calculos tedricos para o levofloxacino, ciprofloxacino e quinolona 6

foram realizados em comparacdo com cinco ligantes conhecidos (Figura 32)
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considerando a distancia entre os atomos dos sitios de coordenacdo com o0s
metais. Os resultados obtidos estdo apresentados a seguir.

2,86 2,86
O O 2,20 Q 2,20
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o

Figura 32: Estruturas e distancias entre os atomos dos sitios de coordenagdo com o metal (A) do

levofloxacino, ciprofloxacino, da quinolona 6 e dos ligantes conhecidos.

Os ligantes 1 e 2 foram selecionados por serem agentes quelantes que
apresentam grande seletividade para metais de transicdo geralmente utilizando
atomos de nitrogénio como ligantes. Os quelantes 3 e 4 tem sido utilizados como
protétipos para o desenvolvimento de candidatos a farmacos em doencas
neurodegenerativas e intoxicacées. O quelante 5 € o clioquinol, agente antifungico
e antibacteriano classico disponivel em associagdo com corticoides para uso
topico. Este farmaco foi descontinuado em estudos clinicos fase Il para a DA, pois
foi associado a neuropatia mielo-éptica subaguda, possivelmente causada por
deficiéncia de vitamina B12. Entretanto, os pacientes tratados com o farmaco
apresentaram declinio cognitivo mais lento em comparacao aos pacientes tratados

com placebo.?® A quinolona 6 foi sintetizada para os objetivos deste trabalho.

Comparando-se as distancias entre os grupos carbonila dos compostos
alvo com atomos do sitio de coordenacado de ligantes de metais conhecidos
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(Figura 32), é possivel observar um potencial destas substéncias de atuarem

como agentes quelantes de metais, ja que os resultados foram muito préximos.

Ainda, é possivel observar, através da comparacdo entre as estruturas
tridimensionais dos compostos avaliados, levofloxacino, ciprofloxacino, quinolona
6 e clioquinol (Figura 33), uma grande semelhanga entre a porgao quinoldnica,
possivel grupo farmacoférico, de acordo com os resultados observados neste
trabalho. A porcdo quinolénica apresenta certa rigidez, o que explica a

semelhancga observada e ja previamente prevista.

Figura 33: Estruturas tridimensionais do levofloxacino (A), ciprofloxacino (B), quinolona 6 (C) e
cliquinol (D), respectivamente.

3.3. Sintese e caracterizacdo dos complexos entre metais (Zn** e
Cu2+) e 0S compostos teste.

Os complexos foram preparados adicionando-se uma solugédo do sal de
nitrato do metal em questdo (Zn?** ou Cu?*) a uma solugdo do ligante, conforme

descrito na parte experimental.
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3.3.1. Caracterizacao por Infravermelho (IV) e massas de alta resolucao

As andlises no IV dos complexos de ciprofloxacino e levofloxacino mostram
o deslocamento da absorcdo caracteristica de carbonila de acidos carboxilicos,
sendo evidéncia de que a mesma esteja desprotonada. Estas bandas aparecem
em 1711 e 1724 cm™, para ciprofloxacino e levofloxacino, respectivamente. Para
efeitos de comparacdo e confirmacdo do deslocamento que ocorre com a
desprotonacao, analises no IV dos sais potassicos dos compostos-teste foram
realizadas. A Tabela 3 mostra as principais mudancas observadas no espectro no
V.

Tabela 3: Principais absorgdes no IV.

Compostos v45(C=0) Veeto(C=0)

Ciprofloxacino 1711 1624
Ciprofloxacino potassico 1628 1581
Zinco-cipro 1628 1581
Cobre-cipro 1633 1585
Levofloxacino 1724 1620
Levofloxacino potassico 1618 1589
Zinco-levo 1622 1580
Cobre-levo 1622 1589

A absorcao caracteristica de v(C=0) da quinolona apresenta-se deslocada
nos espectros dos complexos. Assim, esta pode ser uma evidéncia de
coordenacdo da mesma com o metal. Alguns dados da literatura sdo similares e
evidenciam a coordenacgao do ligante ao metal através da carbonila da cetona e
um dos oxigénios carboxilicos da quinolona.*’” Entretanto, uma conclusédo definitiva
da participacao do grupo cetona na ligagdo com o metal ndo pode ser feita devido
a absorcao correspondente no espectro dos ligantes e dos complexos, em torno
de 1620-1625 cm™, ser muito proxima.

47 Turel, I. ; Bukovec, P. : Quirés, M. Int. J. Pharm. 1997, 152, 59-65.
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Alguns autores sugerem que carboxilatos ibnicos nao apresentam
absorcées de carbonila em torno de 1700 cm™, mas ao invés disso, apresentam
duas absorgdes devido as vibragdes de estiramento assimétrico (vas(O-C-O)) e
simétrico (vs(O-C-0O)) que ocorrem nas faixas 1610-1550 cm™ e 1400-1280 cm™,
respectivamente.*’ De acordo com as andlises dos complexos aqui mencionados,
pode-se observar absorcées nestas regides. E dificil, entretanto, atribuir
inequivocamente estas vibracées no espectro das quinolonas por conta de varias
outras absorcdes presentes nestas regides, de modo que, faz-se importante unir
outras anadlises para se chegar a conclusdo. A analise de raio-X de monocristal
dos complexos seria capaz de revelar a estrutura. Entretanto, ndo conseguimos

obter os monocristais para tal andlise.

A grande maioria dos complexos relatados com metais e fluorquinolonas
sao bidentados. Existem, nas moléculas desta classe de compostos, diferentes
atomos com elétrons nao ligantes que poderiam complexar com metais.
Entretanto, devido a efeitos estéricos, eletronicos e de natureza conformacional, o
metal pode se ligar somente a dois atomos do ligante.*®® Sendo assim, duas
possibilidades sao plausiveis para os complexos em questdo e que estdo
mostradas na Figura 34.

R 0° 0 o ,
—0. 0= R o .o R
R Ve R s WR
=0 o= R o g
Oo R © o

Figura 34: Possibilidade de ligacdo metal-ligantes.

Uma confirmagao de que os complexos obtidos apresentam duas moléculas
de ligante coordenadas ao atomo metalico foi feita pela andlise de massas de alta
resolucdo que também mostrou ndo haver outras espécies coordenadas ao metal
(Tabela 4).
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Tabela 4: Resultados da analise de massas de alta resolugao.

Complexos MS (ESI) calculado MS (ESI) obtido
Cobre-levo 784,2094 784,2034
Zinco-levo 785,2089 785,2028
Cobre-cipro 724,1882 724,1827
Zinco-cipro 725,1877 725,1834

3.3.2. Analise por Ultravioleta (UV)

As analises no ultravioleta (Figuras 35 e 36) dos complexos e seus ligantes
isolados foram feitas, sempre utilizando as mesmas concentragdes como forma de
comparagado dos espectros. De acordo com estas andlises, as absor¢coes dos
complexos apresentam-se duplicadas em relacdo aos seus ligantes isolados, nas
mesmas concentragées. Dessa maneira, ha novamente a evidéncia de que os
complexos apresentam duas moléculas de ligante para cada atomo metalico, além
de a andlise de UV poder servir como forma de quantificar os ligantes no

complexo.

= Complexo zinco-cipro

Complexo cobre-cipro

Absorbancia
Absorbancia

- = Ciprofloxacino 0.5

>.] 0.2 4, - - Ciprofloxacino

T T N T - T -
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Figura 35: Andlises no ultravioleta do cloridrato de ciprofloxacino e seus complexos metalicos.

61



Dissertacao de mestrado Paula Cristina Huber

1.2 1.2+
1.14 114
1.0+ 1.0
0.9 ——= Complexo cobre-levo 0.9
0.8 0.84 )
® 0.7 g g,;f__ —= Complexo zinco-levo
= k & 0.6
g oo g 05 f
o] <] § 0.5 .'l —= Levofloxacino
2 o 0. L il
< g4 /|| ———= Levofloxacino < e . 'JI ¥,
a4 VA |
3 0.3 bt ™5 O |
0.3 < ] \ 1\{\
0.2 l:-_ \
0.1 0.1 \
0.1 1
0.0 R T T 0.0+ \\ A\
-0.1
0.1 r . . . T . T . p - T .
200 100 600 800 200 400 600 800 1000 1200
Comprimento de onda (nm}) Compfimento de onda (nm)

Figura 36: Andlises no ultravioleta do cloridrato de ciprofloxacino e seus complexos metalicos.

3.3.3. Analise Termogravimétrica

As analises de TGA confirmam a evidéncia de que 0s complexos
apresentam duas moléculas de ligante para cada atomo metédlico e que nao

apresentam moléculas de agua ou nitrato coordenadas ao metal.

3.3.3.1. Complexo zinco-ciprofloxacino

A curva termogravimétrica do complexo de ciprofloxacino com zinco (Figura
37) mostra uma perda inicial de massa na faixa de 25-99<C, indicando perda de
agua de hidratacdo. O valor experimental (5,60%) esta de acordo com o valor
tedrico (4,72%) para calculo da perda de duas moléculas de agua. Ha uma
segunda perda de massa entre 279-568T, corresponde ndo a perda do ligante
devido a decomposicado do complexo, sendo que valor experimental (14,17%) esta
de acordo com o valor teérico (10,67%) para calculo do residuo de 6xido do metal.
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Figura 37: Andlise termogravimétrica do complexo zinco-ciprofloxacino.

3.3.3.2. Complexo cobre-ciprofloxacino

A curva termogravimétrica do complexo de ciprofloxacino com cobre
(Figura 38) mostra uma perda inicial de massa na faixa de 27-82<T, indicando
perda de agua de hidratacdo. O valor experimental (4,60%) é compativel com o
valor teérico (4,73%) para calculo da perda de duas moléculas de agua. Ha uma
segunda perda de massa entre 210-608C, corresponde ndo a perda do ligante
devido a decomposicao do complexo, sendo que valor experimental (13,60%) esta

de acordo com o valor teérico (10,40%) para calculo do residuo de éxido do metal.
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Figura 38: Analise termogravimétrica do complexo cobre-ciprofloxacino.
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3.3.3.3. Complexo zinco-levofloxacino

A curva termogravimétrica do complexo de levofloxacino com zinco (Figura
39) mostra uma perda inicial de massa na faixa de 25-136<C, indicando perda de
agua de hidratacdo. O valor experimental (5,50%) esta de acordo com o valor
tedrico (4,72%) para calculo da perda de duas moléculas de agua. Ha uma
segunda perda de massa entre 214-632<C, corresponde ndo a perda do ligante
devido a decomposicado do complexo, sendo que valor experimental (10,28%) esta
de acordo com o valor teérico (10,67%) para calculo do residuo de éxido metalico.
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Figura 39: Analise termogravimétrica do complexo zinco-levofloxacino.

3.3.3.4. Complexo cobre-levofloxacino

A curva termogravimétrica do complexo de levofloxacino com cobre (Figura
40) mostra uma perda inicial de massa na faixa de 25-77<C, indicando perda de
agua de hidratacdo. O valor experimental (5,18%) esta de acordo com o valor
tedrico (4,73%) para calculo da perda de duas moléculas de agua. Ha uma
segunda perda de massa entre 224-509C, corresponde ndo a perda do ligante
devido a decomposicdo do complexo, sendo que valor experimental (7,13%) esta
de acordo com o valor teérico (10,46%) para calculo do residuo de 6xido do metal.
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Figura 40: Analise termogravimétrica do complexo cobre-levofloxacino.
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De acordo com as analises de TGA, os complexos apresentaram duas
moléculas de agua de hidratagcdo para os diferentes ligantes e metais. Desta

forma, as possiveis estruturas sao propostas a seguir (Figuras 41 e 42).
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Figura 41: Possiveis estruturas para complexos metal-ciprofloxacino.
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Figura 42: Possiveis estruturas para complexos metal-levofloxacino.
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3.3.4. Analises de Ressonancia Magnética Nuclear

3.3.4.1. Complexo zinco-ciprofloxacino

Na andlise de RMN de 'H pode-se observar pequeno deslocamento em
alguns sinais na faixa de 0,05 a 0,17 ppm, sendo que os também houve

alargamento de alguns sinais.

Ainda, o pequeno deslocamento observado nos espectros nao é conclusivo
sobre a formacao dos complexos e também ja havia sido relatado para complexos

de fluorquinolonas. “®

O espectro de RMN de *C mostra deslocamento de sinais em torno de 0,1
a 0,7 ppm para campos mais baixos em comparacao com o ligante isolado, mas

esta andlise nao foi conclusiva sobre a formacao dos complexos.

3.3.4.2. Complexo zinco-levofloxacino

Na anélise por espectroscopia de RMN de 'H pode-se observar pequeno
deslocamento na faixa de 0,01 a 0,04 ppm, sendo que 0s sinais correspondentes
aos hidrogénios do anel piperazinico e o dos hidrogénios da metila ligada neste
grupo sofreram um maior deslocamento (0,4 a 0,6 ppm) apesar da distancia do
centro de ligagdo ao metal. Estes deslocamentos indicam o envolvimento da

molécula de levofloxacino com o metal.*®

No espectro de RMN de '*C, nao se observa as absorgdes das carbonilas
que foram observadas no espectro do ligante levofloxacino (176,3 e 166,0 ppm),
sendo evidéncia da participacao destas na coordenacao com o metal. Além disso,
os sinais dos carbonos quaternarios em 132,0, 119,6 e 106,6 ppm presentes no
espectro do levofloxacino, ndo foram observados. Houve também deslocamento
de outros sinais, na faixa de 0,2 a 7,3 ppm para campos mais baixos em
comparagao ao ligante isolado. O deslocamento evidente de varios sinais pode
indicar a complexacao do ligante com o metal. Tal evidéncia € ainda reforcada
pelo desaparecimento das carbonilas.

8 Guaita, D. P.; Boudesocque, S.; Sayen, S.; Guillon, E. Polyhedron, 2011, 30, 438.
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3.4. Solubilidade dos complexos sintetizados

Uma caracteristica interessante de um quelante seria ter a capacidade de
capturar metais livres com atividade redox presentes em excesso no cérebro,

formando complexos ndo téxicos que seriam excretados.

Tendo em maos os complexos caracterizados, foi realizado um teste de
solubilidade dos mesmos em agua. Observou-se, neste caso, que 0os complexos
de levofloxacino foram solUveis em agua e tampao fosfato pH 7,4 (simulando o pH

fisioldgico).

Tabela 5: Solubilidade dos complexos de levofloxacino.

Compostos Levofloxacino Cobre-levo Zinco-levo

Solubilidade em agua (g.mL™) 0,92 x 102 2,75x 10% 5,05 x 10

Solubilidade em tampdo pH 1,40 x 107 2,67 x 102 5,05 x 102
74 (g.mL")

Entretanto, os complexos de ciprofloxacino ndo foram solUveis nestes
meios. Este comportamento reforca o uso do levofloxacino, pois, caso haja

complexagéo in vivo, é pouco provavel que o complexo acumule nos tecidos.

3.5. Determinacao do coeficiente de particdo dos complexos
sintetizados

A lipofilicidade de um farmaco é importante na predi¢cdo da facilidade com
gue uma molécula é capaz de atravessar membranas celulares. A mudanca de
substituintes na molécula pode ter efeitos significativos na sua lipofilicidade e,
portanto, na sua atividade bioldgica.*® A lipofilicidade de um farmaco (log P) pode
ser medida experimentalmente pelo teste em que se determina o coeficiente de
particao (P) do farmaco em uma mistura agua/octanol. Este método, denominado

shake-flask®® foi utilizado na determinacdo do Log P dos complexos de

* Patrick, G. L. An Introduction to Medicinal Chemistry. Third Edition, New York: Oxford University Press,
2001.

%0 a) Novak, K. T.; J6zan, M.; Hermecz, |.; Szasz, G. Int. J. Pharmac. 1992, 79, 89.; b) Novak, K. T.; Avdeef, A.
J. Pharm. Biomed. Anal. 1996, 14, 1405.
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levofloxacino sintetizados. De acordo com este método, uma quantidade
conhecida do complexo foi particionada entre agua/octanol. O conteudo foi
mantido sob agitacdo e, apds separacao das fases, a fase aquosa teve sua
absorbancia determinada por ultravioleta. A concentracao do composto foi obtida
por meio de uma curva de calibragdo previamente realizada. Entdo, a
concentracdo do composto na fase organica pode ser obtida por meio da
subtracdo da quantidade do composto total e da quantidade do composto na fase

aquosa. O coeficiente de particao foi determinado pela férmula abaixo:
Log P = [Compostoro]/ [Compostora],
Em que, FO = fase orgéanica e FA = fase aquosa.

Os valores obtidos estdo mostrados na Tabela 6.

Tabela 6: Log P dos complexos de levofloxacino.

Compostos Levofloxacino Cobre-levo Zinco-levo

Log P* 2,41 2,00 2,88

* Método Shake-flask (octanol/dgua) e quantificado por UV.

Existem relatos na literatura** de que a complexagdo das fluorquinolonas
aumenta a sua atividade antimicrobiana frente a algumas cepas. De posse dos
complexos, os mesmos foram avaliados quanto a citotoxicidade e atividade contra

diferentes microrganismos Gram-negativos e Gram-positivos.

3.6. Ensaio de citotoxicidade in vitro dos complexos de

ciprofloxacino e levofloxacino

O ensaio de citotoxicidade €é o primeiro teste para avaliar a
biocompatibilidade de qualquer composto de acordo com a International Standard
Organization (ISO 10993). Em ensaios de citotoxicidade, a substancia teste é
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colocada em contato com culturas de células verificando as alteracdes celulares

por diferentes mecanismos, permitindo avaliar a viabilidade celular.”’

Os ligantes levofloxacino e ciprofloxacino, e seus respectivos complexos de
cobre e zinco, foram avaliados quanto a sua atividade citotoxica frente as
linhagens celulares 3T3 e NG97, que sdo células de fibroblastos murinos e
neuroglioblastoma humano obtidos por excisdo cirurgica, respectivamente. O
método utilizado foi de recaptacdo do vermelho neutro. De acordo com estes
ensaios, os complexos nao apresentaram toxicidade para a linhagem de células
3T3 (Graficos 1 e 2).
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Grafico 1: Ensaio de citoxicidade em células 3T3 do ciprofloxacino e seus complexos.

o Rogero, S. O.; Lugao, A. B.; Ikeda, T. I.; Cruz, A. S. Mater. Res. 2003, 6(3), 317.
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Grafico 2: Ensaio de citoxicidade em células 3T3 do levofloxacino e seus complexos.

Entretanto, para linhagem NG97 os complexos e os ligantes apresentaram
toxicidade somente nas concentragbes mais altas (100 pg/mL), com exce¢ao do
complexo de Cobre-levo que nado apresentou toxicidade para esta linhagem
celular. Estes resultados podem ser observados nos Graficos 3 e 4.
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Grafico 3: Ensaio de citoxicidade em células NG 97 do ciprofloxacino e seus complexos.
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Grafico 4: Ensaio de citoxicidade em células NG 97 do levofloxacino e seus complexos.

3.7. Atividade antimicrobiana dos complexos de ciprofloxacino e

levofloxacino

As fluorquinolonas estudadas neste projeto apresentam amplo espectro de
atividade antimicrobiana. Tais compostos compreendem quinolonas de segunda
geracdo e resultam de estudos de relacdo estrutura-atividade para
desenvolvimento de compostos mais potentes e de maior espectro.>?

Dessa forma, os complexos sintetizados e seus correspondentes ligantes,
ciprofloxacino e levofloxacino, foram avaliados frente a varias cepas de bactérias
Gram-positivas e Gram-negativas. Estes ensaios foram realizados no Instituto de
Biologia, sob a supervisdo do Prof. Dr. Marcelo Lancellotti. Foram utilizados os
meios 4gar Mueller—Hinton e Mueller—Hinton>® como meios de cultura nos testes

de zona de inibigdo e para determinagéo da concentracdo inibitéria minima (CIM).

%2 Wilson, C. O.; Gisvold’s, O.; Block, J. H.; Beale, J. M. Textbook of Organic Medicinal and Pharmaceutical
Chemistry. Eleventh edition. Philadelphia: Ed. Lippincott Williams e Wilkins, 2004.

53 (a) Rojas, G.;Levaro, J.; Tortoriello, J.; Navarro, V. J. Ethnopharmacol. 2001, 74, 97; (b) de Lima, M.R.;de
Souza Luna, J.; dos Santos, A.F.; de Andrade, M.C.; Sant'Ana, A.E., Genet, J.P., Marquez, B., Neuville, L.
Moreau, N. J. Ethnopharmacol. 2006, 105, 137.
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Estes pardmetros de avaliacdo antimicrobiana foram determinados de acordo com
o Clinical Laboratory Standard Institute.®* Os resultados de avaliagdo

antimicrobiana estao dispostos na Tabela 7.

Tabela 7: Concentragdo inibitéria minima dos complexos sintetizados frente a diferentes

microrganismos G+ e G-.

Linhagem Zinco-cipro Cobre-cipro Zinco-levo  Cobre-levo
Rib 1 <0,78 <0,78 <0,75 <0,78
BEC 9393 > 100 > 100 > 100 <0,78
SA ATCC 29213 <0,78 <0,78 <0,78 >100
PA ATCC 27853 <0,78 <0,78 <0,78 <0,78
PA 31NM <0,78 <0,78 <0,78 <0,78
EC ATCC 25922 <0,78 <0,78 <0,78 <0,75

Rib 1: Staphylococcus aureus-resistente a meticilina (isolado clinico); BEC 9393: Staphylococcus
aureus-resistente a meticilina (clone brasileiro); SA ATCC 29213: Staphylococcus aureus; PA ATCC 27853:
Pseudomonas aeruginosa; PA 31NM: Pseudomonas aeruginosa resistente a imipenem (isolado clinico); EC

ATCC: Escherichia coli.

Com relagdo aos ensaios antimicrobianos, considera-se uma linhagem
resistente, neste ensaio, os complexos em que os valores de CIM foram

superiores a 100 pg/mL.

Assim, de acordo com os dados da Tabela 7, verifica-se que os complexos
apresentaram resultados promissores, com excec¢ao do complexo Cobre-levo para
linhagens SA ATCC 29213 e dos complexos Zinco-levo, Cobre-cipro e Zinco-cipro
para linhagens BEC 9393.

E importante ressaltar que a linhagem BEC 9393 é conhecidamente
resistente, tanto que apresentou resisténcia para os complexos das
fluorquinolonas em questdo. Entretanto, o complexo de Cobre-levo apresentou
atividade frente a esta linhagem. Este resultado evidencia o possivel uso deste
complexo como agente antimicrobiano, capaz de agir na linhagem BEC 9393.

** hitp://www.anvisa.gov.br/servicosaude/manuais/clsi.asp - acesso em 09/09/2012.
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3.8. Sintese dos complexos do &cido 8

Sabendo-se que a quinolona 6 pode ser hidrolisada no meio fisioldgico,
consideramos importante conhecer os complexos que seriam formados caso esta
hidrélise ocorra in vivo. O acido 8 foi obtido por meio da reacdo de hidrélise em

meio basico (Esquema 10).

O O 0O O
oL — oy
N N
H H
6 8

Reagentes e condi¢des: KOH, H,O, MeOH, refluxo 1 h.
Esquema 10: Sintese do acido 8.

O acido 8 foi obtido com rendimento de 64% e foi caracterizado por IV,
RMN de 'H e °C.

A analise no IV do &acido 8 mostra que a absorcdo caracteristica de
carbonila de acido carboxilico aparece deslocada, sendo evidéncia de que a
mesma possa estar em ligacdo de hidrogénio intramolecular. Esta absorcao
aparece em 1670 cm™.

De acordo com as andlises de RMN de 'H do acido 8, pode-se observar um
singleto em 9,34 ppm que foi atribuido ao hidrogénio em posicao alfa ao nitrogénio
quinolinico. Os hidrogénios aromaticos aparecem como dois dubletos em 8,67
ppm (J = 8,3 Hz) e 8,12 ppm (J = 8,4 Hz) e dois tripletos em 8,22 ppm (J= 8,2 Hz)
7,97 ppm (J= 7,9 Hz). Além disso, ndao foram observados o0s sinais
correspondentes ao grupo etila da quinolona 6 (quarteto em 4,66 ppm e um tripleto

em 1,51 ppm).

No espectro de RMN de '*C, observa-se dois sinais correspondentes aos

carbonos carbonilicos em 176,2 e 172,7 ppm.

Tendo o acido 8 em maos, prosseguimos com a sintese de seus complexos
de Cu?* e Zn*".
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3.8.1. Analise no infravermelho

As analises no IV dos complexos do acido 8 mostram o deslocamento da
absorcao caracteristica de carbonila de acido carboxilico, podendo ser evidéncia

de coordenacao da mesma com o metal.

A Tabela 8 mostra as principais mudancas observadas no espectro no IV.

Tabela 8: Principais absorgdes no IV do acido 8 e seus complexos

Compostos v4(C=0) Veeto(C=0)
Acido 8 1670 1633

Cobre-acido 8 1639 1587

Zinco-4cido 8 1624 1593

A absorcao caracteristica de v(C=0) da quinolona apresenta-se deslocada
nos espectros dos complexos. Assim, esta pode ser uma evidéncia de
coordenacdo da mesma com o metal. Conforme ja especificado anteriormente,
esta andlise ndao é completamente conclusiva sobre a forma de ligacdo dos
centros quelantes ao metal. A analise de raio-X de monocristal dos complexos
seria capaz de revelar a estrutura. Entretanto, ndo conseguimos obter os

monocristais para tal andlise.

Como as fluorquinolonas apresentam complexos com metais e
fluorquinolonas bidentados, acreditamos que o acido 8 também apresente.
Entretanto, ndo tivemos tempo habil para a realizacdo da andlise de massas de

alta resolugao para confirmacéao desta hipotese.

3.8.2. Analise termogravimétrica

A curva termogravimétrica do complexo do acido 8 com zinco (Figura 43)
mostra uma perda inicial de massa na faixa de 25-116<C, indicando perda de agua
de hidratacdo. O valor experimental (5,26%) esta de acordo com o valor teérico
(7,51%) para célculo da perda de duas moléculas de 4gua. Ha uma segunda

perda de massa entre 143-568<T, correspondendo a perda do ligante devido a
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decomposicdo do complexo, sendo que valor experimental (16,95%) esta de

acordo com o valor teérico (17%) para célculo do residuo de 6xido do metal.

100
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Figura 43: Andlise termogravimétrica do complexo zinco-&cido 8.

A curva termogravimétrica do complexo do acido 8 com cobre (Figura 44)
mostra uma perda inicial de massa na faixa de 25-139<C, indicando perda de agua
de hidratacdo. O valor experimental (5,32%) esta de acordo com o valor teérico
(7,53%) para célculo da perda de duas moléculas de agua. Ha uma segunda
perda de massa entre 259-450C, correspondendo a perda do ligante devido a
decomposicdo do complexo, sendo que valor experimental (16,64%) esta de
acordo com o valor tedrico (21,01%) para calculo do residuo de éxido do metal.
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Figura 44: Andlise termogravimétrica do complexo cobre-&cido 8.

De acordo com as analises TGA, os complexos apresentaram duas
moléculas de agua de hidratagao para o composto e os diferentes metais. Desta

forma, as possiveis estruturas dos compostos sdo propostas a seguir (Figuras
45).

M x2H,0

x2H,0

Ir=

Figura 45: Possiveis estruturas para complexos metal-acido 8.
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3.8.3. Analises de ressonancia magnética nuclear

Na andlise por espectroscopia de RMN de 'H pode-se observar pequeno
deslocamento na faixa de 0,02 a 0,03 ppm para campos mais baixos em todos os
sinais dos hidrogénios presentes na molécula em relacdo ao acido 8 isolado.
Embora nao seja conclusivo, o deslocamento é indicio da interacdo do metal com

a molécula do acido 8.4

O espectro de RMN de '*C mostra deslocamento de sinais em torno de 0,1
ppm para campos mais baixos em comparagdo com o ligante isolado, mas esta

andlise nao foi conclusiva sobre a formacao dos complexos.

Como estes ultimos complexos nao foram sollveis em diferentes solventes
como DMSO, 4gua, tamp&do ou HCl 10 mmol.L™', ndo foi possivel realizar as

andlises de UV ou determinagéo do seu Log P.
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4. Conclusao

Estudos iniciais obtidos comprovam a acdo quelante dos compostos
estudados e culminam com um promissor candidato a agente terapéutico para DA,
nao sé pela inibicao/retardo da agregacao do peptideo B-amildide, como também
pela possibilidade de reestabelecimento da homeostase de ions metalicos no
cérebro.

Foram sintetizados com sucesso complexos metdlicos entre as
fluorquinolonas estudadas, bem como uma quinolona sintética, e os metais zinco e
cobre. Todos os complexos foram caracterizados por analises de IV, UV, EM e
TGA, além da analise por RMN para os complexos de zinco. Os complexos
apresentam duas moléculas do ligante, um atomo metalico central e duas

moléculas de agua de hidratagao.

De acordo com as primeiras analises, o levofloxacino se mostrou favoravel
como composto prototipo devido as caracteristicas fisico-quimicas de seu
complexo. Entretanto, tanto complexos quanto o ligante livre do ciprofloxacino
apresentaram-se de dificil solubilidade, sendo desfavoraveis para os objetivos
deste projeto. Os complexos do &cido 8 também foram sintetizados a
apresentaram dificil solubilidade em agua.

Os compostos ndao apresentaram citotoxicidade apreciavel para linhagens
celulares 3T3. No caso da linhagem NG97 foi observada uma diminuigdo no
crescimento das células, porém apenas nas concentracbées mais elevadas, que
diferem das concentragdes inibitérias minimas. Dessa forma, ha uma margem de

seguranca no caso do uso/formacéo destes complexos.
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5. Parte Experimental

5.1. Geral

As reacdes envolvendo solventes sensiveis a umidade foram realizadas em
atmosfera inerte de nitrogénio em baldo previamente flambado ou seco em estufa
anidra. Metanol e etanol foram destilados a partir do correspondente alcoxido de
magnésio, gerado a partir de magnésio ativado com iodo.>® Os demais solventes e
reagentes foram obtidos de fornecedores especializados e nado tiveram purificacdo
prévia. DMSO estéril foi obtido da Sigma Aldrich Co. O peptideo AB42 foi adquirido
da American Peptide Co. As reacbes foram monitoradas por CCD e a revelagao,
por luz ultravioleta e solucao etandlica de acido fosfomolibdico 5%. As purificacoes
e separacOes cromatograficas foram efetuadas em silica flash (230-400 mesh).

Os espectros de RMN de 'H e de "*C foram adquiridos em aparelhos Inova
500 operando a 500 e a 125 MHz, para 'H e de '*C, respectivamente; BRUKER
250 operando a 250 MHz para 'H e a 62,5 MHz para '*C e Avance 400 operando
a 400 e a 100 MHz para 'H e de '®C, respectivamente. Os deslocamentos
quimicos (&) foram expressos em ppm, tendo padrao interno tetrametilsilano,
cloroférmio, &cido trifluoroacético, metanol ou dimetilsulféxido deuterados. Os
espectros no infravermelho (IV) foram registrados em equipamento BOMEN
modelo MBSERIES e as amostras preparadas em pastilha de KBr seco ou em
filme, foram analisadas no intervalo 4000-400 cm™. Os pontos de fusdo foram
obtidos em equipamento Electrothermal 9100. Os espectros de massa de alta
resolucao foram obtidos em um espectrémetro Quadrupolo Hibrido Time-of-Flight
(Q-TOF, Micromass) com fonte Electrospray (ESI). As andlises termogravimétricas
(TGA) foram realizadas em equipamento TG/DTA 6200 modelo EXSTAR6000. As
amostras foram submetidas a atmosfera oxidante e aquecimento de 25T a
1000C, com velocidade de aquecimento de 10C/minut 0. As imagens de
microscopia de forca atdmica (MFA) foram obtidas em Microscépio de Forca

Atbmica Topometrix TMX2010 utilizando o modo intermitente (Non-contact).

% Perrin, D. D.; Armarego, W. L. F.; Perrin, D. R. Purification of Laboratory Chemicals, 2% Ed., Pergamon
Press, 1987.
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Utilizou-se um cantilever de silicio com frequéncia de ressonancia na faixa de 180-
191 KHz. Os espectros de fluorescéncia foram obtidos em Espectrofluorimetro-
Varian modelo Cary Eclipse. As analises de eletroforese foram realizadas usando
fonte Electrophoresis Power Supply, modelo EPS 601 da Amersham pharmacia

biotech.

A nomenclatura dos compostos foi fornecida pelo programa ChemDraw e
nao corresponde obrigatoriamente a nomenclatura oficial da IUPAC.
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5.2. Procedimentos experimentais referentes ao Capitulo 1

5.2.1. Preparacao do 2-[hidroxi-(2-nitro-fenil)-metil] acrilato de metila

Mo/
NO

2

4)

4

Em um baldo de 50 mL adicionou-se o 2-nitro-benzaldeido 3 (1,2 g, 7,9
mmol) dissolvido em acrilato de metila (utilizado em excesso — 5,0 equivalentes).
Em seguida, adicionou-se DABCO (0,65 equivalentes). A mistura reacional foi
submetida a sonicacao em um banho de ultrassom de 81 W e 40 Hz, e monitorada
por CCD. Apés o término da reacdo, o excesso de acrilato foi evaporado a
pressao reduzida e o residuo foi particionado entre acetato de etila e agua
destilada (20 mL). A fase orgénica foi reservada e, a aquosa, extraida com acetato
de etila (2 x 20 mL). As fases organicas foram agrupadas e a solugcao resultante
lavada com solucdo saturada de NaCl e seca sob sulfato de sodio anidro. Apos
filtragdo e evaporagdo do solvente a pressao reduzida, o bruto foi purificado por
cromatografia em coluna empregando gradiente de eluicdo hexano: acetato de

etila 80:20 até 50:50 para fornecer um 6leo amarelo em 96% de rendimento.
IV (Filme, vmax): 3448, 1714, 1630, 1527, 1350 cm™".

RMN de 'H (CDCls, 500 MHz), 5 7,95 (d, J = 8 Hz , 1H); 7,76 (d, J = 8 Hz, 1H);
7,65 (t, J= 7,5 Hz, 1H); 7,47 (t, J = 7,5 Hz, 1H); 6,37 (s, 1H); 6,21 (s, 1H); 5,73 (s,
1H): 3,74 (s, 3H); 3,45 (sl, 1H, OH).

RMN de '3C (CDCls, 125 MHz), 5 166,6 (C=0); 148,5 (Co); 140,9 (Co); 136,3 (Co);
133,7 (CH); 129,1 (CH); 128,9 (CH); 126,7 (CH); 124,8 (CH,); 67,9 (CH); 52,4
(CHs).

81



Dissertacao de mestrado Paula Cristina Huber

70 —
i, )
v ) w
60 | N (- u
\ f Wl N i |
1 ! | 1 |" I L
© ! : ‘ ‘ "M‘ I
2 | " | (i
e \ | (\f ‘ (| | ‘,.,r
E | ‘ ‘ | W ' |”|l
7] \ )| ! \
g | LI
— = | ! —
= 4 \ , OH O all |
\ g \ .
H .‘ | @\)\H)LO/ | |
30 \/ NO, L ‘ 8
® 4 -~ =
& & |
20 4 5
~
. . r . g , . . . ; ; .
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000

Nimero de onda (em™)

Figura 46: Espectro no infravermelho (filme, vna) do 2-[hidroxi-(2-nitro-fenil)-metil] acrilato de

metila (4).
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Figura 47: Espectro de RMN 'H (CDCl3, 500 MHz) do 2-[hidroxi-(2-nitro-fenil)-metil] acrilato de
metila (4).

82



Dissertacao de mestrado Paula Cristina Huber

71

NEME out05pchCl. £fid
EXFNO 1
PROCHNO 1

.29

166.63
-148.55
140.92
“-136.28
< -133.68
-129.10
-128.93
SU-126.
-124.80
—&7.93
— 52

OH 0

NO,

T T T T T T
180 1s0 140 1z0 100 a0 &0 40 20 PEm

Figura 48: Espectro de RMN ®C (CDCls, 125 MHz) do 2-[hidroxi-(2-nitro-fenil)-metil] acrilato de
metila (4).

5.2.2. Preparacdo do Oxido de 4-hidroxiquinolina-3-carboxilato de
metila (5)

Em um baldo de 50 mL, o aduto 4 (1,5 g, 6,8 mmol) e 10 mL de TFA foram
mantidos sob agitacdo e aquecimento a 70-75C, durante 20 h. A reacao foi
monitorada por CCD e, quando ndao mais foi observado o spot do material de
partida, verteu-se a mistura reacional em agua gelada. O bruto reacional foi entdo
extraido com cloroformio (3 x 20 mL). As fases organicas foram agrupadas, secas
com sulfato de sédio anidro e, o solvente removido a pressao reduzida. O produto

obtido foi purificado em coluna cromatografica utilizando gradiente de eluicdo de
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diclorometano:metanol 99:1 até 90:10. Obteve-se 960 mg (70% de rendimento)
de um sélido branco (5).
P.F. 209-212<C (decomposicao).

IV (KBr, vmax): 3439, 1714, 1616, 1488, 1363, 1242, 1145, 769 cm'".

RMN de 'H (DMSO-ds, 250 MHz), 5 12,68 (s, 1H); 8,71 (s, 1H); 8,21 (d, J = 8Hz,
1H); 7,83 (m, 2H); 7,54-7,47 (m, 1H); 3,74 (s, 3H).

RMN de *C (DMSO-ds, 62,5 MHz), 5 171,8 (C=0); 164,5; 145,0 (CH); 139,0 (Co);
133,0 (CH); 127,4 (Co); 126,1 (CH); 125,4 (CH); 115,3 (CH); 107,4 (Co); 51,3
(CHa).
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Figura 49: Espectro no Infravermelho (KBr, viay) do Oxido de 4-hidroxiquinolina-3-carboxilato de

metila.

84



Dissertacao de mestrado

ppm

-

Paula Cristina Huber

out03pchH
1

1
20111003
17.15
spect
1H/13

zg30
32769
OMEQ
16

5 mm QNF

2

5175.533
0.157358
2.165433%
12%0.2
F6.600
6.00

2%3.2
l.00000000
1

Hz
Hz
zec

usec
usec

zec

[
1]
]

Figura 50: Espectro de RMN 'H (DMSO-ds, 250 MHz) do Oxido de 4-hidroxiquinolina-3-carboxilato

de metila.

oo R RN s TR
@ W DTS Do =)
'] R I
= = R R R T

[t ] —t
| HAAAAA A4 A [Ty
| | | [ | | |

I

2| [m]la]= =]
=| |2|—l= =
| [H][ea]= o

1
ra g
[

Ppm

-6.00
250.1315447
32763
250.1259554
EM

2

Q.30

a

1.a00

cutdspehCl_pehoaz
1

EXENG
EROCH 1
Tate_ 20111005
Time £.34
INSTRUM spect
EROEED 5 mm QNP LH/13
EULPROG 23pg30
™ 15334
SOLVENT IMET
NS 1330
o5 o
S¥H 15060.241 Hz
FIDRES 0.916204 Hz
a2 0.5420888 zec
3
oW ) ugac
LE ) ugac
TE X
ju s ) 8ec
411 000 sec
DELTA zec
o
Uzl
Fl ) ugac
FLL a8
£ro1 Miz
ECEOZ .00 usec
L2 £.00 @B
a8
=1
MEz
MEz
) Hz

T T T T T T
200 180 160 140 120 100 a0

Figura 51: Espectro de RMN '°C (DMSO-ds,

carboxilato de metila.

85

62,5 MHz) do Oxido de

Ppm

0 usec
0 de

MHZ

MHZ

Hz

4-hidroxiquinolina-3-



Dissertacao de mestrado Paula Cristina Huber

5.2.3. Preparacao do 4-Oxo-1,4-diidroquinolina-3-carboxilato de etila (6)

O O
N
N" 6

A um baldo de 50 mL contendo 400 mg (1,83 mmol) do N-éxido 5
adicionou-se 10 mL de etanol anidro e 484 mg (1,83 mmol) de
hexacarbonilmolibdato (VI), e em atmosfera de nitrogénio. Esta mistura foi
mantida em agitacdo magnética e refluxo por 45 minutos, quando foi evidenciado
o término da reacao por CCD. A mistura foi resfriada até a temperatura ambiente,
filtrada e evaporada, fornecendo o composto reduzido 6 (193 mg) como um sélido
branco, em 49% de rendimento.

P.F. 254-258<C (decomposicao).
IV (KBr, vmax): 3425, 3165, 1703, 1624, 1473, 1360, 1290, 1140, 1095, 764 cm™.

RMH de 'H (CF5CO.D, 250 MHz), 5 9,28 (s, 1H); 8,66 (d, J = 8,3 Hz, 1H); 8,23-
8,09 (m, 2H); 7,96 (t, J = 7,8 Hz, 1H); 4,66 (q, J = 7,0 Hz, 2H); 1,51 (t, J = 7,0 Hz,
3H).

RMN de C (CFsCO.D, 62,5 MHz), 5 176,0 (C=0); 170,0 (C=0O); 147,3 (CH);
141,7 (Co); 140,2 (CH); 132,5 (CH); 127,1 (CH); 122,3 (Co); 122,1 (CH); 107,2 (Co);
67,0 (CH.); 14,5 (CHa).
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Figura 52: Espectro no Infravermelho (KBr, v.,ax) do 4-0x0-1,4-diidroquinolina-3-carboxilato de
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Figura 53: Espectro de RMN "H (CF3CO.D, 250 MHz) do 4-Oxo-1,4-diidroquinolina-3-carboxilato
de etila.
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de etila.

5.2.4. Protocolo para preparacao do filme peptidico e estocagem

1 mg (0,2 mmol) do peptideo AB4» foi dissolvido em 275 pyL de HFIP. O
frasco contendo o peptideo foi lavado minuciosamente e, em seguida, mantido
fechado a temperatura ambiente por 60 minutos. Em seguida, o frasco foi
colocado no gelo por 5-10 minutos e a solucado foi dividida igualmente em seis
frascos. Os frascos foram mantidos abertos na capela até que todo o HFIP
evaporasse (~ 90 min) e, em seguida, centrifugados a vacuo por 10 min. Os filmes

foram armazenados em freezer a -80<C.
5.2.5. Preparacao das formas A fibrilares

Inicialmente, o filme peptidico preparado como descrito em 5.2.4., contendo
166 ug de peptideo (0,088 mmol), foi dissolvido em 6 pL DMSO estéril para uma
concentracao final de 6 mmol.L™'. A solucdo foi homogeneizada com uma pipeta e
posteriormente sonicada por 10 minutos. Para induzir a formagédo de fibrilas,
adicionou-se 29 pL de uma solucdo de HCI 10 mmol.L™" (em agua milli-Q). Esta
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solucdo foi homogeneizada em voértex por 30 segundos e incubada por 48h a
37C. Em intervalos de tempo definidos (0, 24 e 48 h), as amostras foram
analisadas por fluorescéncia em ThT, eletroforese em gel de acrilamida e
microscopia de forca atbmica (MFA).

5.2.6. Ensaio de inibicao da agregacao do peptideo ABs2

Nos ensaios de inibicao, o filme peptidico (item 5.2.4.) foi ressuspenso em 6
uL de uma solucdo 0,2 mmol.L™ do composto teste (levofloxacino ou quinolona 6)
em DMSO estéril. A solucéo foi homogeneizada com uma pipeta e posteriormente
sonicada por 10 minutos. Em seguida, adicionou-se 29 pL de solugdo 10 mmol.L™
de HCI. Esta solucdo foi homogeneizada em vértex por 30 segundos e incubada a
37<C. Em intervalos de tempo definidos (0, 24, 48 h), uma aliquota das amostras
foi analisada por fluorescéncia em ThT, eletroforese em gel de poliacrilamida e
microscopia de forca atbmica (MFA).

5.2.7. Preparacao da solucao de tioflavina-T

A solucédo estoque de ThT foi preparada dissolvendo-se cerca de 8 mg
(0,02 mmol) da ThT para 10 mL de tampao fosfato (pH 7.4). O conteudo foi filtrado
através de filtro Millipore 0,2 um e o filtrado (solucdo estoque), mantido a
temperatura ambiente e ao abrigo da luz. Esta solucao é estavel por uma semana
nestas condicdes. No dia da andlise, a solucdo estoque foi diluida em tampéo
fosfato (1:50 v/v), para dar origem a solucdo teste. Em intervalos de tempo
determinados (0, 24, 48 h), aliquotas de 5 pL foram retiradas das solug¢des do
peptideo, e misturadas a 1 mL da solucao teste de ThT. Apés agitacao da solugéao
por 1 minuto, a ligacdo de ThT foi entdo monitorada for fluorescéncia com
excitacdo em 450 nm e espectro de emissdo a 485 nm. Os espectros foram
obtidos a 25T, na velocidade de 1 nm.s™ com aberturas de janelas para
excitacao e emissdo de 10 mm e 10 mm, sendo os resultados de cada ponto do
espectro a média de 10 leituras.
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5.2.8. Analise da fluorescéncia do levofloxacino

Foram preparadas solucdes de diferentes concentragdes do levofloxacino.
Inicialmente, 50 mg (0,14 mmol) foram dissolvidos em 25 mL de DMSO, gerando
uma solugdo 5,5 x 10 mol.L™ (solucdo estoque). A partir da solucdo estoque,
foram preparadas solugdes de concentragdes 5x 10 mol.L™, 5 x 10°mol.L™" e 5 x
10 mol.L™". A partir destas solucdes, avaliou-se a emissdo de fluorescéncia das
mesmas. As analises indicaram que o levofloxacino emite fluorescéncia no
comprimento de onda 492 nm, quando excitada em 393 nm. Quando a amostra é
excitada em 450 nm, comprimento de excitacao da amostra de ThT com peptideo,

nao ha emissao de fluorescéncia.

5.2.9. Analise da fluorescéncia da quinolona 6

Foram preparadas solu¢des de diferentes concentracées da quinolona 6.
Inicialmente, 16,3 mg (0,07 mmol) foram dissolvidos em 25 mL de DMSO, gerando
uma solugdo 3 x 10° mol.L™" (solugdo estoque). A partir da solugdo estoque,
foram preparadas solucdes de concentracdes 2 x 10*mol.L™", 5x 10° mol.L™ e5
x 10 mol.L™". A partir destas solugdes, avaliou-se a emissdo de fluorescéncia das
mesmas. As andlises indicaram que a quinolona 6 emite fluorescéncia no
comprimento de onda 369 nm quando excitada em 335 nm. Quando a amostra é
excitada em 450 nm, comprimento de excitacao da amostra de ThT com peptideo,

nao ha emissao de fluorescéncia.

5.2.10. Analise de fluorescéncia do ciprofloxacino

Foram preparadas solugdes de diferentes concentracdes do cloridrato de
ciprofloxacino. Inicialmente, 50 mg (0,13 mmol) foram dissolvidos em 25 mL de
DMSO, gerando uma solugdo 6,0 x 10 mol.L™ (solugdo estoque). A partir da
solucdo estoque, foram feitas solucdes de concentragdes 5 x 10°mol.L™, 5 x 107
mol.L™ e 5 x 10“ mol.L"". A partir destas, avaliou-se a emissdo de fluorescéncia.
As analises indicaram que o ciprofloxacino emite fluorescéncia no comprimento de
onda 453 nm, quando excitada em 276 nm. Quando a amostra é excitada em 450
nm, comprimento de excitacdo da amostra de ThT com peptideo, ndo ha emissao

de fluorescéncia.
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5.2.11. Analise de microscopia do peptideo ABs2

As imagens foram obtidas em um Microscopio de Forca Atbmica
Topometrix TMX 2010 utilizando o modo intermitente (Non-contact). Utilizou-se
cantilever de silicio com frequéncia de ressonancia na faixa de 180-191 KHz. As
amostras foram analisadas nos tempos t, e apds incubacao a 37T por 24h. Para
a andlise por MFA, as amostras a 1 mmol.L-1 foram diluidas a 10 pmol.L™
imediatamente antes da analise. Quantidaddes de 10-50 yL das amostras foram
aplicadas sobre mica recém-clivada (clivada pouco antes de pingar), deixadas

secar a temperatura ambiente a vacuo, por aproximadamente 3 h, e analisadas.

5.2.12. Procedimento para realizacao da analise de dicroismo circular

Os espectros de CD foram medidos utilizando-se um espectropolarimetro J-
810™ (JASCO®), cubetas de quartzo de 1 cm, 5 mm e 2 mm de caminho 6ptico e
peptideo diluido até a condicdo na qual fornecesse sinal a 222 nm
necessariamente entre -20 e -40 miligraus (intervalo no qual a relacao sinal/ruido é
baixa). Os resultados sdo a média de 16 espectros de 200-260 nm lidos a uma
velocidade de 50 nm/min, 1 s de resposta. O programa utilizado para o registro
dos dados foi o Spectra Manager® (JASCO).

O filme peptidico, preparado de acordo com o procedimento ja descrito no
item 5.2.1, foi retirado do freezer, e apds atingida a temperatura ambiente, foram
adicionados 700 pL de HFIP, atingindo-se uma concentracéo final de 50 umol.L™
com HFIP (154 ug de peptideo AB42). Para efeitos de comparagdo, o mesmo
procedimento foi realizado com outra amostra de filme peptidico, sendo 0 mesmo
incubado durante 24 horas com o HFIP, a temperatura ambiente.

5.2.13. Eletroforese em gel de poliacrilamida

A andlise qualitativa da agregacado do peptideo ARs. foi feita utilizando
eletroforese em gel de acrilamida. (Tabela 9). As amostras analisadas foram:
peptideo em DMSO, peptideo em HCI, peptideo em HCI na presenca de
levofloxacino e peptideo em HCI na presenga da quinolona 6. Estas amostras
foram analisadas apds incubacao a 37T por 24h.
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Tabela 9: Composicdo do Gel de acrilamida para empacotamento e separacdo (SDS-PAGE 17%).

Gel de empacotamento Gel de separacao
Mix 30% (875 pL)* Mix 30% (7,1 mL)
Tris-HCI 1M pH 6,8 (875 plL) Tris-HCI 1M pH 8,8 (875 uL)
SDS 10% (70 uL) SDS 10% (70 uL)

Perssulfafo de aménio 1,5% (350 uL) Perssulfafo de aménio 1,5% (350 pL)

TEMED (15 uL) TEMED (15 uL)

*Preparagdo: 29 g de acrilamida e 1 g de bisacrilamida em 100 mL de solugédo aquosa.

As amostras a serem analisadas foram diluidas pela metade em tampéao pH
6,8 (Tabela 10) antes da aplicacdo no gel. Foram aplicados 10 uL no gel de
empacotamento, e a separacao foi realizada no gel de separacéo pela aplicacao
de uma diferenca de potencial. A eletroforese foi conduzida utilizando o aparato
MiniVE Vertical Electrophoresis System (Amershan Biosciences), utilizando 20 mA
durante aproximadamente 210 minutos, sendo que neste aparato o gel fica imerso
no tampao de corrida (Tabela 10).

Tabela 10: Solugdes tampao utilizadas no preparo de amostras.

Tampao de amostra (pH 6,8) Tampao de corrida (pH 8,3)
Tris-HCI (125 mmol.L™) Tris-HCI (0,25 mmol.L™)
SDS (4% m/v) SDS (1% m/v)

Glicerina (50% m/v) Glicerina (1,92 mol.L™)

Azul de bromofenol (0,005 m/v)

Transcorrido este tempo, o gel foi imerso em solucao de fixacao, preparada
pela mistura etanol/acido acético/agua MilliQ, 3:1:6 v/v e em seguida, revelado em
solugdo de prata com Pierce” Silver Stain Kit (ThermoScientific). Todas as corridas

eletroforéticas foram feitas aplicando um marcador de massa molar para posterior
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identificacdo dos estados de agregacdo. No caso, foi utilizado PageRuler™
Prestained Protein Ladder contendo proteinas de 10 até 170 KDa.

5.2.14. Ensaio de agregacao do peptideo ABs. na presenca de Zn(ll)

Inicialmente, o filme peptidico preparado como descrito em 5.2.4., contendo
166 ug de peptideo (0,038 mmol), foi dissolvido em 6 uL DMSO estéril para uma
concentracao final de 6 mmol.L™". A solucdo foi homogeneizada com uma pipeta e
posteriormente sonicada por 10 minutos. Para induzir a formacédo de fibrilas,
adicionou-se 29 pL de uma solugdo 1 mmol.L" de Zn(NOj3)2.6H0O em HCI 10
mmol.L" Esta solugdo foi homogeneizada em vértex por 30 segundos e incubada
por 48h a 37C. Em intervalos de tempo definidos (0, 24 e 48 h), as amostras
foram analisadas por fluorescéncia em ThT, eletroforese em gel de acrilamida e
microscopia de forca atbmica (MFA).

5.2.15. Ensaio de inibicdo da agregacao do peptideo AB42 na presenca
de Zn(ll)

Imediatamente antes de utilizar os peptideos nos experimentos, o filme foi
ressuspenso em uma solugdo 0,2 mmol.L™ do composto-teste (levofloxacino ou
quinolona 6) em 6 pL DMSO estéril. A solucdo foi homogeneizada com uma pipeta
e posteriormente sonicada por 10 minutos. Para induzir a formagao de fibrilas,
adicionou-se 29 pL de uma solugdo 1 mmol.L" de Zn(NOj3)2.6H0 em HCI 10
mmol.L”" Esta solugdo foi homogeneizada em vortex por 30 segundos e incubada
por 48h a 37C. Em intervalos de tempo definidos (0, 24 e 48 h), as amostras
foram analisadas por fluorescéncia em ThT, eletroforese em gel de acrilamida e
microscopia de forca atbmica (MFA).

5.3.Procedimentos Experimentais referentes ao Capitulo 2

5.3.1. Calculos teoricos

Foi utilizado o programa Gaussian03 empregando os métodos DFT/B3LYP
e ab initio/MP2 com conjuntos de base aug-cc-pVDZ. Os calculos teéricos para o

levofloxacino, cloridrato de ciprofloxacino e quinolona 6 foram realizados em
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comparagdo com cinco ligantes conhecidos (rever a Figura 32) considerando a
distancia entre os atomos dos sitios de coordenagdo com os metais. Os resultados

obtidos foram apresentados previamente.

5.3.2. Caracterizacao do cloridrato de ciprofloxacino
IV (KBr): vinax 3531 (OH), 1711 (COO); 1624 (C=0) cm™.

RMH de "H (CF5CO.D, 250 MHz), 5 9,46 (s, 1H); 8,42 (d, J = 12,4 Hz, 1H); 8,10
(d, J = 6,80 Hz, 1H); 4,26 (sl, 1H); 4,16 (s, 4H); 3,94 (sl,4H); 1,84-1,82 (m, 2H);
1,58 (sl, 2H).

RMN de '*C (CFsCO,D, 125 MHz), 5 172,9 (C=0); 172,0 (C=0); 157,3 (d, Jor
=255,5 Hz, Co); 151,1 (CH); 150,2 (d, Jor= 9,3Hz, Co); 143,2 (2 Co); 113,8 (d, Jer=
25,1 Hz, CH); 107,9 (CH); 105,4 (Co); 48,2 (CH,); 46,4 (CH,); 40,6 (CH): 9,6 (CHS).
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Figura 55: Espectro no infravermelho (KBr, vimax) do cloridrato de ciprofloxacino.
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Figura 56: Espectro de RMN 'H (CF5CO,D, 500 MHz) do cloridrato de ciprofloxacino.
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Figura 57: Espectro de RMN °C (CF;CO,D, 125 MHz) do cloridrato de ciprofloxacino.
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5.3.3. Obtencao do sal potassico de ciprofloxacino

O ciprofloxacino potassico foi preparado através da adicado de KOH (30,3

mg, 0,54 mmol) a uma solucdo metandlica (20mL) de ciprofloxacino (100 mg, 0,27
mmol). A solugdo foi

filtrada, o solvente foi removido a vacuo e o residuo,
analisado por V.
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Figura 58: Espectro no infravermelho (KBr, vimax) do ciprofloxacino potassico.

5.3.4. Sintese do complexo de zinco com ciprofloxacino

A uma solucdo metandlica (200 mL) de cloridrato de ciprofloxacino (1,0 g,
2,72 mmol), foram adicionados 305,2 mg (5,44 mmol) de KOH e, ap6s total
dissolucao, a solucao resultante foi filtrada. Em seguida, foram adicionados 20 mL
de uma solucao de Zn(NQOs3)..6H-O (404,6 mg; 1,36 mmol) em metanol. A solucao
foi mantida em agitacao por 2 horas (houve a formacao de precipitado) e, entao,
mantida em repouso para lenta evaporacao e precipitacao dos cristais. O sélido foi
filtrado, lavado sequencialmente com etanol absoluto e éter, e seco a vacuo com

pentdxido de fosforo, fornecendo 952 mg de um sélido branco que foi
caracterizado por IV, MS, TGA, RMN-'H e RMN-'3C.
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IV (KBr):Vmax 3402 (OH); 1633 (COO); 1579 (C=0) cm™".

EM (ESI) Calcd para Cs4H34ZnF2NgOes (M + HY): 725,1877. Encontrado: 725,1834
(Erro: 6 ppm).

RMN-'H (CF3CO,D, 250 MHz) 5 9,32 (s, 1H); 8,28 (d, J = 12,4 Hz, 1H); 7,93 (d, J
= 6,9 Hz, 1H); 4,11-4,06 (m, 1H); 3,99 (sl, 4H); 3,79 (sl, 4H); 1,73-1,65 (m, 2H);
1,43-1,42 (m, 2H).

RMN-"3C (CF3CO.D, 125 MHz) & 173,1 (d, Jor = 3,7 Hz, C=0); 172,0 (C=0); 157,4
(d, Jor=256,7Hz, Co); 151,3 (CH); 150,2 (d, Jor= 10,1 Hz, Co); 143,3 (2Co); 114,5
(d, Jor= 25,7 Hz, CH); 107,8 (CH); 105,6 (Co); 48,3 (CH.); 46,6 (CHy); 40,6 (CH);
9,7 (CHy).
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Figura 59: Espectro no infravermelho (KBr, Vmax) do complexo de zinco-ciprofloxacino.
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Figura 61: Espectro de RMN °C (CF;CO,D, 125 MHz) do complexo Zinco-ciprofloxacino.
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5.3.5. Sintese do complexo de cobre com ciprofloxacino

A uma solucéao de ciprofloxacino (1,0 g, 2,72 mmol) em agua ultra pura (40
mL), foi adicionada uma solucdo de Cu(NOs3)..3H.O (328,5 mg, 1,36 mmol) em
agua ultra pura (20 mL). A solucao foi mantida em agitagdo por alguns minutos
para completa homegeinizacdo a temperatura ambiente e, entdo, mantida em
repouso para lenta evaporacdo e precipitacdo dos cristais. O soélido foi filtrado,
lavado com agua gelada, éter e seco a vacuo com pentéxido de fésforo,
fornecendo 654 mg de um sélido azul que foi caracterizado por IV, MS, TGA.

IV (KBF):vmax 3445 (OH); 1628 (COO); 1574 (C=0) cm™.

EM (ESI) Calcd para CzeH3sCuFaNgOs (M + H™): 724,1882. Encontrado: 724,1827
(Erro: 8 ppm).
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Figura 62: Espectro no infravermelho (KBr, Vmax) do complexo de cobre-ciprofloxacino.
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5.3.6. Caracterizacao do levofloxacino
IV (KBr):Vmax 3269 (OH), 1724 (COO); 1620 (C=0) cm"".

RMH de 'H (DMSO-ds, 500 MHz), 5 ppm: 8,94 (s, 1H); 7,54 (d, J = 12,45 Hz, 1H);
4,91 (q, J = 6,75 Hz, 1H); 4,57 (dd, J:= 1,65 Hz e Jo= 11,45 Hz , 1H); 4,36 (dd, Js=
2,20 Hz e Jo= 11,43 Hz , 1H); 3,32-3,25 (m, 4H); 2,43 (sl, 4H); 2,23 (s, 3H); 1,44
(d, J = 6,75 Hz, 3H).

RMN de *C (DMSO-ds, 125 MHz), 5 ppm: 176,3 (d, Jo= 3,3 H C=0); 166,0
(C=0); 155,4 (d, Jcr= 245,3 Hz, Co); 146,1 (CH); 140,1(d, Jecr= 7,1 Hz, Co); 132,0
(d, Jo= 14,0 Hz, Cy); 124,8 (Co); 119,6 (d, Jo= 9,4 Hz, Cy); 106,6 (Co); 103,2 (d,
Jer= 23,8 Hz, CH); 68,0 (CH2); 55,2 (CHy); 54,8 (CH); 50,0 (CH>); 46,0 (CHs); 17,9
(CHs).
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Figura 63: Espectro no infravermelho (KBr, Vmax) do levofloxacino.
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Figura 65: Espectro de RMN °C (DMSO-ds, 125 MHz) do levofloxacino.
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5.3.7. Obtencao do sal potassico de levofloxacino

O levofloxacino potassico foi preparado através da adicdo de KOH (15,7

mg, 0,28mmol) a uma solugdo metandlica (10 mL) de levofloxacino (100 mg, 0,28

mmol). A solugdo foi filtrada, o solvente removido a vacuo, € o residuo foi

analisado por V.
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Figura 66: Espectro no infravermelho (KBr, viax) do levofloxacino potassico.

5.3.8. Sintese do complexo de cobre com levofloxacino

A uma solucao de levofloxacino (1,0 g, 2,76 mmol) em agua ultra pura (75
mL), foi adicionada uma solucdo de Cu(NOs3)>.3H.O (334,6 mg; 1,38 mmol) em

agua ultra pura (12 mL). A solucao foi mantida em agitacao, a 50C, por 3-4 h e,

entdo, resfriada a temperatura ambiente e mantida em repouso para lenta

evaporagdo e precipitagdo dos cristais. O solido foi filtrado, lavado

sequencialmente com agua gelada e éter, e seco a vacuo com pentdxido de
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fésforo fornecendo 536 mg de um sélido azul que foi caracterizado por IV, MS,
TGA.

IV (KBF):vmax 3445 (OH); 1622 (COO); 1590 (C=0) cm™.

EM (ESI) Calcd para CsgH3zsCuF2NgOg (M + H™): 784,2094. Encontrado: 784,2034
(Erro: 8 ppm).
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Figura 67: Espectro no infravermelho (KBr, Vmax) do complexo cobre-levofloxacino.

5.3.9. Sintese do complexo de zinco com levofloxacino

A uma solucao metandlica (130 mL) de levofloxacino (1,0 g, 2,76 mmol) sob
agitacao a t.a., foi adicionada uma solugdo metandlica (10 mL) de Zn(NO3)..6H.O
(410,5 mg, 1,38 mmol). A solucédo foi mantida em agitacdo por alguns minutos
para completa homogeneizacdo a temperatura ambiente e, entdo, mantida em

repouso para lenta evaporacdo e precipitacdo dos cristais. O soélido foi filtrado,
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lavado com etanol, éter e seco a vacuo, com pentoxido de fésforo fornecendo 1,2
g de um soélido branco.

IV (KBF): vmax 3429 (OH); 1622 (CO0); 1580 (C=0) cm™.

RMN-'H (DMSO-ds, 250 MHz) & 8,98 (s, 1H); 7,55 (d, J = 12,4 Hz, 1H); 4,93-4,90
(m, 1H); 4,58 (d, J = 10,9 Hz, 1H); 4,38 (d, J = 10,2 Hz, 1H); 3,44 (s, 4H); 3,04 (s,
4H); 2,67 (s, 3H); 1,43 (d, J = 6,5 Hz, 3H).

RMN de *C (DMSO-ds, 125 MHz), 5 ppm: 157,3 (Co); 153,4 (CH); 140,3 (d, Jo—
12,9 Hz, Co); 124,6 (Co); 103,3 (d, Jo= 47,2 Hz, CH); 68,3 (CH»); 54,6 (CHy);
54,1(CH); 48,3 (CH,); 43,8 (CH3); 18,0 (CHa).

EM (ESI) Calcd para CzsH3zsZnF2NgOg (M + HY): 785,2089. Encontrado: 785,2028
(Erro: 8 ppm).
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Figura 68: Espectro no infravermelho (KBr, Vmax) do complexo zinco-levofloxacino.
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Figura 69: Espectro de RMN 'H (DMSO-dg, 250 MHz) do complexo zinco-levofloxacino.
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Figura 70: Espectro de RMN "*C (DMSO-ds, 125 MHz) do complexo zinco-levofloxacino.
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5.3.10. Determinacao do coeficiente de particao do levofloxacino

50 mg (0,14 mmol) do complexo foram particionados entre 10 mL de agua
Milli-Q e 10 mL de octanol. A mistura resultante foi mantida em agitacdo por 30
minutos. Apds este periodo, o material foi transferido para um funil de separacéao e
as fases organica e aquosa foram separadas. A concentracdo do composto na
fase aquosa foi determinada por ultravioleta. Sabendo-se a quantidade inicial do
composto e a concentracdo do composto na fase aquosa, determinou-se a
concentracdo do composto na fase orgénica. O Log P foi calculado conforme

abaixo:
Log P = [Compostoro]/ [Compostora],
Em que FO = fase orgéanica e FA = fase aquosa.

5.3.11. Determinacao do coeficiente de particao do complexo de
zinco-levofloxacino

50 mg (0,06 mmol) do complexo foram particionados entre 10 mL de agua
Milli-Q e 10 mL de octanol. A mistura resultante foi mantida em agitacdo por 30
minutos. Apds este periodo, o material foi transferido para um funil de separacéao e
as fases organica e aquosa foram separadas. A concentracdo do complexo na
fase aquosa foi determinada por ultravioleta. Sabendo-se a quantidade inicial do
composto e a concentracdo do composto na fase aquosa, determinou-se a
concentracdo do composto na fase orgénica. O Log P foi calculado conforme
abaixo:

Log P = [Compostorp]/ [Compostora],
Em que FO = fase orgéanica e FA = fase aquosa.

5.3.12. Determinacao do coeficiente de particao do complexo de cobre-

levofloxacino

50 mg (0,06 mmol) do complexo foram particionados entre 10 mL de agua
Milli-Q e 10 mL de octanol. A mistura resultante foi mantida sob agitacdo por 30

106



Dissertacao de mestrado Paula Cristina Huber

minutos. Apds este periodo, o material foi transferido para um funil de separacéao e
as fases organica e aquosa foram separadas. A concentracdo do complexo na
fase aquosa foi determinada por ultravioleta. Sabendo-se a quantidade inicial do
composto e a concentracdo do composto na fase aquosa, determinou-se a
concentracdo do composto na fase orgénica. O Log P foi calculado conforme
abaixo:

Log P = [Compostoro)/ [Compostoral,
Em que FO = fase orgéanica e FA = fase aquosa.

5.3.13. Sintese do acido 3-carboxi-4-oxo-1,4-dihidroquinolinico (8)

0O O
wOH
N
H g

A uma solugdo da quinolona 6 (170 mg, 0,78 mmol) adicionou-se uma
solucdo agua:metanol (1:4 v/v) contendo KOH (44 mg, 0,78 mmol). A suspensao
foi mantida em agitagdo e refluxo por aproximadamente 1h. Observou-se a
completa dissolugdo do composto. O metanol foi evaporado e observou-se a
formacao de um sélido. O conteudo foi acidificado até pH 1-2 e o sélido obtido foi
filtrado a vacuo e lavado com agua gelada. Obteve-se um sélido branco (94 mg)
correspondendo a 64% de rendimento do acido 8.

P.F. 274-276<C (decomposicao).
IV (KBr):vimax cm™': 3456 (OH), 1670 (COO), 1633 (C=0).

RMN-"H (CF5CO.D, 250 MHz) & 9,34 (s, 1H); 8,67 (d, J = 8,3 Hz, 1H); 8,22 (t, J =
8,2 Hz, 1H); 8,12 (d, J = 8,4 Hz, 1H); 7,97 (t, J = 7,9 Hz, 1H).
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RMN de ®C (CFsCO.D, 100 MHz), 5: 176,2 (C=0); 172,6 (C=0); 148,1 (CH);
141,9 (Co); 140,6 (CH); 132,7 (CH); 127,3 (CH); 122,3 (Cy); 122,2 (CH); 106,2 (Cy).
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Figura 71: Espectro no infravermelho (KBr, Vmax) do acido 3-carboxi-4-oxo-1,4-diidroquinolinico.
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Figura 72: Espectro de RMN 'H (CF;CO.D, 250 MHz) do &cido 3-carboxi-4-oxo-1,4-
diidroquinolinico.
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Figura 73: Espectro de RMN 3c (CFsCO,D, 100 MHz) do é&cido 3-carboxi-4-oxo-1,4-

diidroquinolinico.

5.3.14. Sintese do complexo de cobre do acido 3-carboxi-4-oxo-1,4-
diidroquinolinico

A uma solugdo do acido 8 (80 mg; 0,16 mmol) em metanol (3 mL), foi
desprotonada com KOH (5 mg; 0,08 mmol) e previamente filtrada, foi adicionado o
sal de Cu(NO3)2.3H20 (19 mg; 0,08 mmol). A solugéo foi mantida em agitacao por
alguns minutos para completa homogeinizacao a temperatura ambiente e, entéo,
mantida em repouso para lenta evaporacao e precipitacao dos cristais. O sélido foi
filtrado, lavado com etanol, éter e seco a vacuo, com pentéxido de fésforo. Foram

obtidos 24 mg de um sélido verde.

IV (KBF):vmax 3419 (OH); 1639 (COO); 1587 (C=0) cm™.
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Figura 74: Espectro no infravermelho (KBr, Vmax) do complexo de cobre-&cido 8.

5.3.15. Sintese do complexo de zinco com o acido 3-carboxi-4-oxo-1,4-
diidroquinolinico

A uma solugdo do acido 8 (80 mg, 0,16 mmol) em metanol (3 mL), foi
desprotonado com KOH (5 mg, 0,08 mmol) e previamente filtrada, foi adicionado o
sal de Zn(NO3)..6H-0 (24 mg, 0,08 mmol). A solucdo foi mantida em agitacao por
alguns minutos para completa homogeneizacao a temperatura ambiente e, entéo,
mantida em repouso para lenta evaporacao e precipitacao dos cristais. O sélido foi
filtrado, lavado com etanol e éter, e seco a vacuo com pentéxido de fosforo,
fornecendo 24 mg de um sélido verde.

IV (KBF):vmax 3392 (OH); 1624 (COO); 1593 (C=0) cm™.

RMN-"H (CF5CO.D, 500 MHz) 5 9,36 (s, 1H); 8,69 (d, J = 8,3 Hz, 1H); 8,25 (t, J =
7,6 Hz, 1H); 8,14 (d, J = 8,5 Hz, 1H); 8,00 (t, J = 7,8 Hz, 1H).

RMN-'3C (CF3CO,D, 125 MHz), 5 ppm: 176,3 (C=0); 172,7, (C=0); 148,2 (CH);
141,9 (Co); 140,7 (CH); 132,8 (CH); 127,3 (CH); 122,4 (Co); 122,3 (CH); 106,3 (Co).
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Figura 75: Espectro no infravermelho (KBr, Vmax) do complexo de zinco-acido 8.
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Figura 76: Espectro de RMN 'H (CF5CO,D, 500 MHz) do complexo zinco-acido 8.
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Figura 77: Espectro de RMN "°C (CF;CO.D, 125 MHz) do complexo zinco-acido 8.

5.3.16. Ensaio de citotoxicidade dos complexos de ciprofloxacino e
levofloxacino

As linhagens celulares 3T3 (fibroblasto de camundongo albino suigo) e
NG97 (glioblastoma) foram mantidas em meio RPMI-1640 suplementado com 10%
de soro fetal bovino a 37 °C com 5% de CO,. O meio foi trocado a cada 48 h, até
as células adquirirem confluéncia. Apés a contagem, as células foram diluidas até
a sua densidade de inoculacdo e transferidas para uma microplaca contendo 96
pocos, em um volume fixo de 100 umol/L por pog¢o. A densidade de inoculagédo
das células foi 1 x 10° céls/mL. Esta concentracdo inicial de células foi
determinada a partir de curvas de crescimento, assegurando-se que elas estariam
em crescimento logaritmico ao longo do experimento. A microplaca contendo as
células foi pré-incubadas a 37 °C por 72 h com 5% de CO, para permitir
estabilizacdo, antes da adicdo dos compostos-teste. O composto foi entdo
solubilizado em DMSO, nas concentragdes de 100, 50, 25, 12,5 e 6,12 ug/mL, e
adicionado ao meio. Apdés 3h de incubagcdo no meio livre de soro contendo 50
ug/mL de vermelho neutro, as células foram lavadas rapidamente com PBS e em
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seguida, 0,1 mL de uma solugdo de etanol/acido acético® (50% vv) e etanol para
retirar o corante. Apds agitacdo por 10 min, a absorbéancia foi lida em 540 nm.
Todos os experimentos foram realizados em ftriplicata. Estes ensaios foram
realizados no Laboratério do Prof.Dr. Marcelo Lancellotti (IB/UNICAMP).

5.3.17. Atividade antimicrobiana dos complexos de ciprofloxacino e
levofloxacino

As linhagens usadas neste estudo compreendem alguns isolados clinicos e
American Type Culture Collection (ATCC). O meio de cultura utilizado foi o
Mueller—Hinton agar, para os testes de zona de inibicdo (0,5 de suspensao do
indculo). As concentragdes inibitérias minimas foram determinadas pelo método
de diluicdo em caldo (Mueller-Hinton) e a densidade de inoculgcacdo foi 5x10°
UFC/mL. Estes ensaios foram realizados no Laboratério do Prof.Dr. Marcelo
Lancellotti (IB/UNICAMP).

*®Acido acético previamente diluido em agua (1%, vv).

113



