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RESUMO

Complexos metalicos tém sido utilizados, desde épocas remotas, em medicina, para
tratamento de varias doencas como, por exemplo, a auranofina, utilizada no
tratamento da artrite reumatoide e a sulfadiazina de prata, utilizada topicamente para
tratamento e prevencdo de infeccdes bacterianas, e os complexos metalicos de platina,
como a cisplatina, para o tratamento do cancer. Entretanto, tem-se relatado a
ocorréncia de infec¢des por espécies bacterianas e tipos de céancer resistentes aos
farmacos atualmente disponiveis. Com a proposta para ampliar o arsenal terapéutico
para o tratamento de infeccBes bacterianas e cancer, o presente trabalho teve como
objetivos a sintese e caracterizacdo, por técnicas de espectroscopia na regido do infra-
vermelho por transformada de Fourier (FTIR), andlise elementar (AE), ressonancia
magnética nuclear (RMN), espectrometria de massas de alta resolucdo (EMAR) e
analise por difracdo de Raios-X (DRX), de complexos metalicos de prata(l) (Ag) com
os ligantes bioativos acido 4-aminobenzoéico (pABA), probenecida (PROB) e
hidroxibenzotriazol hidratado (HoBt), bem como a analise, in vitro, da atividade
inibitéria de crescimento de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas e
Mycobacterium tuberculosis, por difusdo em discos e determinacdo da concentracao
inibitéria minima (CIM), atividade antiproliferativa, sobre linhagens de células
tumorais e ndo tumorais, a analise do potencial mutagénico e a determinacdo da
capacidade de interagdo com DNA. Os complexos Ag-pABA, Ag-PROB e Ag-HoBt,
obtidos e caracterizados, apresentaram atividade inibitdria de crescimento sobre todas
as espécies bacterianas testadas e ndo apresentaram atividade mutagénica. Foram
obtidos mono cristais apenas do complexo Ag-pABA, o qual também apresentou
atividade antiproliferativa sobre um painel de oito tipos de células tumorais, com
significativo indice de seletividade. Os resultados obtidos demonstram a
potencialidade de todos os complexos obtidos para aplicagdo em medicina, para o
tratamento de infecgfes bacterianas e do complexo Ag-pABA também para o

tratamento de alguns tipos de cancer.

Palavras-chave: Complexos metalicos, sintese, ligantes bioativos.
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ABSTRACT

Metal complexes have been used, since remote times, in medicine, for the
treatment of various diseases, such as auranofin, used in the treatment of rheumatoid
arthritis and silver sulfadiazine, used topically for the treatment and prevention of
bacterial infections, and platinum metal complexes, such as cisplatin, for the treatment
of cancer. However, infections by bacterial species and types of cancer resistant to the
drugs currently available have been reported. With the proposal to expand the
therapeutic arsenal for the treatment of bacterial infections and cancer, the present
work aimed at the synthesis and characterization, by spectroscopy techniques in the
infrared region by Fourier transform (FTIR), elementary analysis (AE), nuclear
magnetic resonance (NMR), high resolution mass spectrometry (EMAR) and X-ray
diffraction (XRD) analysis of silver (I) (Ag) metal complexes with the bioactive
ligands 4-aminobenzoic acid (pABA), probenecid (PROB) and hydrated
hydroxybenzotriazole (HoBt), as well as the in vitro analysis of the growth inhibitory
activity of Gram-positive and Gram-negative bacteria and Mycobacterium
tuberculosis, by diffusion in discs and determination of the minimum inhibitory
concentration (MIC), antiproliferative activity, on tumor and non-tumor cell lines,
analysis of mutagenic potential and determination of the ability to interact with DNA.
The Ag-pABA, Ag-PROB and Ag-HoBt complexes, obtained and characterized,
showed growth inhibitory activity on all tested bacterial species and did not show
mutagenic activity. Mono crystals were obtained only from the Ag-pABA complex,
which also showed antiproliferative activity on a panel of eight types of tumor cells,
with a significant selectivity index. The results obtained demonstrate the potential of
all complexes obtained for application in medicine, for the treatment of bacterial
infections and for the Ag-pABA complex also for the treatment of some types of

cancer.

Keywords: Metal complexes, synthesis, and bioactive ligands.
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1. INTRODUCAO E REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 Aspectos Gerais

Os primeiros relatos da utilizacdo terapéutica de complexos com metais de
transicdo em medicina datam do século XVI. No final dos anos 1960, as atividades
antitumorais da cisplatina foram relatadas por Rosenberg, na década de 1970,
comecou a ser utilizada em todo o mundo no tratamento de varios tipos de cancer,
principalmente de testiculos, ovarios, cabeca e pescoco. Desde sua descoberta 0s
complexos de platina surpreenderam pesquisadores em virtude de sua eficiéncia na
inibicdo da proliferacdo de varios tipos de tumores (1-3). Entretanto, outros estudos
descrevem complexos metalicos com significativa atividade antimicrobiana (4-8),
como a arsfenamina (Salvarsan®), sulfadiazina de prata, utilizada no tratamento e
prevencdo de lesdes por queimaduras (9,10). Outro exemplo de complexo metalico de
ouro € a auranofina (Ridaura®) empregado no tratamento da artrite (9,11).

Neste contexto, o planejamento e desenvolvimento de novos complexos
metalicos com ligantes bioativos, mais eficientes e seguros para a utilizacdo por seres
humanos, despertam grande interesse na area da quimica medicinal, por possuirem
varios numeros de coordenagdo e geometrias variadas que oferecem grande
diversidade estrutural para o farmaco projetado e muitas propriedades que podem ser
modificadas para um uso especifico (9,12-14).

Assim, a busca de novos complexos metalicos com ligantes bioativos, para o
desenvolvimento de novos farmacos mais eficientes e seguros para a utilizagdo por
seres humanos e estudos in vitro e in vivo, para determinacdo e compreensdo dos
mecanismos farmacocinéticos, farmacodindmicos e moleculares de acdo constitui

uma abordagem de grande interesse na area da quimica medicinal.



1.2 Complexos metéalicos empregados no tratamento do cancer

A resisténcia a terapia antitumoral continua sendo o principal fator limitante
no tratamento de pacientes com cancer (15). O uso da quimioterapia no tratamento do
cancer tem sido o foco de muitos estudos nas Ultimas quatro décadas. O
desenvolvimento de compostos inorganicos, principalmente contendo metais, foi
muito limitado até a demonstracdo, por Rosenberg e colaboradores (16). da atividade
antitumoral de um complexo de platina, a cisplatina. Assim, introduzida em
aplicacBes clinicas hd muito tempo, 0os compostos de platina sdo ainda uma das
principais classes de agentes utilizados na quimioterapia para o cancer (17,18),
principalmente no tratamento de determinados tipos de tumores, como, por exemplo,
de testiculo, cabeca e ovéario sendo seu principal mecanismo de acdo relacionado a
interacdes com DNA e a formacéo de ligaces cruzadas intra e interfitas, que causa
distorcdo da dupla hélice do DNA e por fim um processo de lesdes celulares que
resultam na inibicdo da sua replicacdo, causando a morte celular (19,20).

Dentre esses complexos, compostos baseados na estrutura da cisplatina podem
ser citados, como exemplos, a carboplatina, a oxaliplatina, a nedaplatina e a
lobaplatina, que também apresentam especial destaque no tratamento de diversos
tipos de tumores, como para tratamento de cénceres de ovario, cabega, pescoco,
testiculo, bexiga e pulméo (1-3,21).

Complexos de Cu(ll), conhecidos como Casiopeinas® demonstraram
promissora atividade antineoplasica sobre células tumorais in vitro e tumores e in
vivo, promovendo a degradacdo do DNA e a morte celular por apoptose (9,22,23).

Outros exemplos podem ser citados, como complexos N-heterociclicos de
carbeno que apresentaram toxicidade sobre linhagens celulares de carcinoma

pulmonar (A549), carcinoma colorretal (HCT-116) e adenocarcinoma de mama



(MCF-7) (24), compostos de platina(ll) e Ag(l) com acesulfame biologicamente
ativos, apresentam atividade antitumoral (25) e complexo de paladio(ll) sobre células
de adenocarcinoma gastrico (26).

A coordenacdo da prata a ligantes bioativos em potencial € uma grande
alternativa para possiveis aplicacfes clinicas desses compostos, possibilitando o seu
uso como promissores agentes antitumorais, pois exibem atividades citotoxicas
interessantes, bem como uma diversidade de geometrias de coordenacéo, com ligantes

doadores de O, N, S e P (27-29).

1.3 Complexos metalicos antimicrobianos

A descoberta e desenvolvimento de antibi6ticos pode ser considerada algumas
das conquistas mais significativas da ciéncia moderna (30). Dentre os metais mais
utilizados como antimicrobianos, o cobre e a prata se destacam. Desde 0s tempos
antigos, utiliza-se da prata para fins medicinais. No entanto relatos mais consistentes e
descritivos se iniciam na idade média, com o uso de objetos de prata metalica em
cirurgias e posteriormente o uso de nitrato de prata no tratamento de ferimentos e
queimaduras (9).

Embora a prata tenha sido extensivamente utilizada como um composto
antimicrobiano eficaz no combate as infec¢cdes, a prata de uso topico em feridas,
queimaduras e Ulceras crbnicas, mesmo em baixas concentracdes em curativos,
cremes e solugdes, levam a atividade toxica para células de queratindcitos e
fibroblastos, e podem apresentar efeitos adversos locais, como processo pro
inflamatorio devido a limitacdo de espécies de prata liberadas, falta de penetragéo e

presenca de nitrato as bases de cremes, além de outros problemas como manchas e



desequilibrio eletrolitico afetando negativamente a cicatrizacdo de feridas (31-34),
pois a prata € toxica e altamente reativa com a pele (9,31).

Fox e Modak (35) investigaram os efeitos sobre queimaduras e a atividade
antimicrobiana de combinacdes de diversas sulfonamidas, como a sulfadiazina, um
ligante da classe das sulfonamidas, com o nitrato de prata. Esta investigacdo culminou
no desenvolvimento da sulfadiazina de prata (Figura 1), sendo esse composto
amplamente utilizado para tratar e prevenir o desenvolvimento de infeccbes
bacterianas em queimaduras de pele, mantendo a atividade antimicrobiana sem

apresentar efeitos adversos nas feridas (31,36).
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Figura 1. Férmula estrutural da sulfadiazina de prata.
Fonte: Topala e colaboradores (37).

A utilizacdo de sulfonamidas complexadas ao ion prata trouxe novas
perspectivas a quimica inorganica medicinal, pois seu potencial antibacteriano
relatado é maior em comparagao ao uso de sulfonamidas individualmente (38).

Como agente antibacteriano, foi demonstrado que os ions Ag(l) interagem
com o DNA, interfere em enzimas essenciais que causam rompimento da parede
celular, induzem a formacao de espeécies reativas de oxigénio (ERO) e causam assim
disfuncdes mitocondriais (39,40).

Na literatura, encontram-se poucas informacdes em relacdo a resisténcia

microbiana a prata, porém algumas cepas resistentes foram isoladas apos uso a longo



prazo da sulfadiazina de prata (41), por exemplo, Pseudomonas aeruginosa, que
apresenta resisténcia a prata produzindo um metabdlito redox ativo piocianina que
reduz Ag*a Ag®, ndo toxico(42). A vantagem da utilizacio da prata em comparacio
com outros metais é que o corpo humano pode tolerar a presenca de prata em doses
baixas sem efeitos toxicos (43).

Seguindo nesta abordagem, a obtencdo de complexos com outros metais, com
sulfonamida, foi estudada e os compostos apresentaram resultados antimicrobianos
promissores, como ouro(l) com sulfametoxazol (37,44), Ni(ll) com sulfisoxazol,
sendo esse quatro vezes mais ativo em comparagdo ao ligante livre e ao ion Ni(ll)
(37,45).

Outros complexos metalicos de prata também podem ser citados devido a seu
potencial antimicrobiano, como complexos de prata(l) com os aminoacidos glicina,
asparagina e acido aspartico, que demonstraram um amplo espectro de atividade
antimicrobiana sobre bactérias Gram-negativas como Escherichia coli e P.
aeruginosa e Gram — positivas como Bacillus subtilis e Staphylococcus aureus, bem
como sobre as leveduras Candida albicans e Saccharomyces cerevisiae (46).
Trabalhos realizados com complexos de prata(l) com os ligantes N-acetil-L-cisteina e
nimesulida, sobre bactérias Gram-negativas como E. coli e P. aeruginosa e positiva
como S. aureus descreveram a efetiva atividade inibitéria de crescimento, in vitro
sobre varias cepas bacterianas (4,12), sulfadoxinato (4,47), penicilamina (5), sobre
Gram-negativas P. aeruginosa e E. coli, triptofano (48,49), sobre cepas bacterianas
Gram-negativas de E. coli e P. aeruginosa e positivas como S. aureus e E. faecalis,
sulfatiazol e sulfametoxazol (6) sobre as cepas bacterianas Gram — negativas, como P.
aeruginosa e Salmonella enterica e positiva como S. aureus, e furosemida sobre

Gram-negativas E. coli e P. aeruginosa e positiva como S. aureus (1,7). Outros



estudos descrevem a atividade antibacteriana, sobre espécies Gram-negativas P.
aeruginosa, E. coli e Gram-positiva S. aureus, de complexos de ouro(l) com N-acetil-
L-cisteina (1), com mercaptotiazolina (4) e ibuprofeno (50).

O uso de complexos de prata(l) contendo os ligantes carbeno N-heterociclico e
cumarina apresentaram efeito inibitorio sobre cepas de S. aureus, E. coli e P.
aeruginosa. A avaliacgdo do mesmo complexo quanto a atividade antifingica
apresentou a inibicdo do crescimento de C. albicans (51).

Também é descrita na literatura a atividade antibacteriana de complexos de
ouro(l) contendo ligantes heterociclicos N-doadores e trifenilfosfina que apresentaram
atividade seletiva sobre as bactérias B. subtilis e S. aureus (52). Complexos de ouro
(111 com ligantes heterociclicos N-doadores e trifenilfosfina apresentaram atividade
seletiva sobre as bactérias B. subtilis e S. aureus e bactéria Streptococcus pneumoniae
(52,53).

O ligante acido 3-carboxicumarina e metais de Cd(Il), Cu(ll), Ni(Il), Pd(Il) e
Zn(11) submetidos a avaliacdo da atividade antibacteriana para cepas Gram-positivas
(S. pneumoniae, B. subtilis e Micrococcus luteus) e Gram-negativas (Enterobacter
aerogenes, E. coli, P. aeruginosa e Salmonela Typhi) resultaram na inibicdo do
crescimento das cepas Gram-positivas de forma mais expressiva em comparacdo com
as Gram-negativas (54).

Segundo Guerra et al. (55), os complexos de paladio(ll) com tetraciclina
apresentaram atividade antibacteriana téo eficaz quanto a tetraciclina livre na inibi¢ao
do crescimento de duas cepas de E. coli sensiveis e sendo mais potente do que a
tetraciclina livre contra a espécie de E. coli HB101/pBR322, uma variedade resistente

a tetraciclina. Também, complexos de paladio(ll) e platina(ll) com bases de Schiff



bioativas, demonstraram a atividade antibacteriana desses complexos sobre as
espécies bacterianas E. coli e P. cepacicola (55,56).

E evidente, portanto, que a combinacdo dos metais com ligantes especificos é
capaz de reduzir a toxicidade dos mesmos, além de atribuir propriedades benéficas
aos complexos sintetizados, tanto no diagndstico quanto no tratamento de doencas
(13). O fato de os complexos metalicos serem extensivamente aplicados ao tratamento
de varias doencas em todo o mundo faz com que o conhecimento e a compreenséo de
suas propriedades gquimicas e farmacoldgicas sejam alvo de estudos que visam o
desenvolvimento de terapias medicamentosas cada vez mais eficazes e seguras ao
organismo humano (57).

Os dados obtidos dos trabalhos citados anteriormente justificam a relevancia
do desenvolvimento de estudos para a sintese de novos complexos a base de metais

para a utilizacdo como agentes antibacterianos e antitumorais.

1.4 Ligantes bioativos utilizados

Neste trabalho foram selecionados trés ligantes bioativos diferentes, como o acido
4-aminobenzoico (pABA), 1- hidroxibenzotriazol hidratado e probenecida para a
sintese de complexos de prata e avaliacdo das atividades biologicas, como atividade

antimicrobiana e antitumoral.

1.4.1 Acido 4-aminobenzdico (pABA)

O acido pABA desempenha papéis importantes em uma ampla variedade de
processos metabdlicos, sendo um substrato essencial da enzima di-hidropteroato
sintase para a via biossintética do acido folico em bactérias. Segundo Wang (58) o
pABA, Figura 2, é importante para crescimento bacteriano pois é utilizado como

precursor de purinas e pirimidinas, essenciais para a sintese de DNA e RNA
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bacteriano (59) e foi identificado como um precursor de coenzima Q, abrindo novas
possibilidades para sua aplicacdo em medicina (60,61).

O interesse em compostos carboxilados, mais especificamente os derivados
acidos benzoicos, ocorre devido as suas propriedades quimicas podendo ser
considerados ligantes versateis para coordenacdo & ions metélicos pelos grupos
carboxilicos e ou/amino (58,62,63).

O pABA constitui um ligante versatil que pode ser coordenados por ions de
metais de transi¢do tanto pelo grupo carboxilato quanto pelo grupo amina ou até
ambos ao mesmo tempo, dependendo do metal utilizado na sintese (64).

Guedes, et al. (64), em trabalho realizado de sintese de um composto
monomérico de cobre(ll), no qual o ion metalico coordena duas moléculas pABA,
relataram que os grupos carboxilicos sdo importantes para o conformacéo estrutural

da molécula, sendo o ligante responsavel pelo carater polimérico estabelecido.
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Figura 2. Férmula estrutural do acido 4-aminobenzoico (pABA)
Fonte: GUEDES e colaboradores (64).
1.4.2 1-Hidroxibenzotriazol hidratado (HoBt)
Os compostos que contém anéis azois presentes na molécula possuem uma

grande variedade de coordenagdo por ions metélicos. Apenas alguns complexos séo



descritos na literatura com o derivado benzotriazol, ndo sendo encontrado relatos de
complexos com o ion metalico prata(l) (65).

A estrutura molecular do HoBt (Figura 3) mostra um substituinte de hidroxila
do hidrogénio (H) que se liga ao nitrogénio (N) do anel de azol, e o 4&tomo de
oxigénio (O) da hidroxila e dois atomos de nitrogénio (N) do anel de azol sdo
responsaveis pela coordenacdo com ions metalicos. Sendo um ligante composto com
anel azol na molécula tém uma ampla variedade de modos de coordenacdo e
capacidade de ligacdo com ions metalicos de transi¢cdo ao &tomo de oxigénio (O) na
hidroxila e o atomo de nitrogénio (N) do anel azol, mostram que a HoBt pode
fornecer varios pontos de coordenacao formando complexos sob condi¢Bes adequadas
de sintese (65).

Hammud e colaboradores (66) estudaram a complexacdo do ligante HoBt com
diferentes metais, como cobalto (I1), cobre(ll), niquel(Il) e ferro(lll), e a formacéo de
polimeros de coordenacdo com os diferentes metais. Em conclusdo, o ligante 1-
hidroxitriazol (HoBt) mostrou ser um ligante importante, uma vez que possui uma
quimica de coordenacdo rica especificamente em formar polimeros e se agrupar,
também com propriedades magnéticas interessantes.

A estrutura quimica do HoBt possibilita sua utilizacdo como um ligante

bioativo para a sintese de complexo com metal prata (I) proposto nesse trabalho.
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Figura 3. Férmula estrutural do 1-hidroxibenzotriazol hidratado (HoBt)
Fonte: ZHONG-QIANG e colaboradores (65).



1.4.3 Probenecida (PROB)

A probenecida, 4-(di-n-propilsulfamil)-benzoico (Figura 4), uma sulfonamida
lipossoluvel é um dos principais medicamentos uricosuricos utilizados no tratamento
da gota drica, atua como um inibidor da enzima xantina oxidase diminuindo a
producdo de &cido urico (67,68).

A probenecida ndo apresenta atividade antibacteriana ou antitumoral, sendo
empregado em combinacGes para aumentar as concentracfes plasmaticas de
medicamentos como penicilina e farmacos antirretrovirais, alterando seu
comportamento farmacocinético, prolongando os efeitos desses farmacos (68-70). A
estrutura quimica da probenecida possibilita a sua utilizacdo como ligante bioativo
para a sintese de complexos metalicos, assim como o pABA, ¢é ligante versatil em
quimica de coordenacdo, podendo se coordenar a ions de metais de transicao pelo

grupo carboxilico.
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Figura 4. Férmula estrutural da probenecida (PROB)
Fonte: ROBBINS e colaboradores(71).

2. OBJETIVOS GERAIS

Este trabalho teve como objetivos a sintese, caracterizacdo, analise da
atividade antibacteriana, citotdxica, mutagénica e a determinagdo da capacidade de
interacdo com DNA dos complexos metalicos Ag(l) com os ligantes bioativos acido

pABA, PROB e HoBt.
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2.1 Objetivos especificos

- Sintese e caracterizacdo dos novos complexos de Ag(l) com os ligantes bioativos
pABA, PROB e HoBt;

- Otimizacdo das técnicas de sintese em relacdo aos valores de pH ideais;

- Avaliacdo da solubilidade dos complexos de prata obtidos em solventes distintos
como dimetil sulfoxido (DMSO), agua e metanol,;

- Caracterizacdo dos novos complexos obtidos utilizando as técnicas instrumentais de
analise elementar (AE), espectrometria de massas de alta resolucdo (EMAR),
espectroscopia vibracional de absorcdo na regido do infravermelho por transformada
de Fourier (FTIR), espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN) de H,
13C e 1N, espectrometria de massas de alta resolucio e analise térmica (TGA);

- Avaliacdo da acdo inibitoria, in vitro, por testes de difusdo em discos, dos
complexos obtidos, dos ligantes livres, sais de partida e farmaco antimicrobiano
rifampicina de uso clinico, sobre bactérias Gram-positivas e Gram-negativas;

- Avaliacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) dos complexos que
apresentaram atividade antibacteriana por difusdo em discos;

- Avaliacdo da viabilidade celular e atividade mutagénica e determinacdo da

capacidade dos complexos metélicos sintetizados interagirem com DNA.

3. MATERIAIS E METODOS
3.1 Materiais
3.1.1 Reagentes para a sintese dos complexos

Os ligantes pABA, PROB e HoBt, nitrato de prata (AgNOs3) (99%), utilizados

no presente trabalho foram adquiridos dos laboratérios Sigma Aldrich®, Acros®,
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Fluka® e LKTIabs®. Hidroxido de Potassio (KOH) (85%) foi adquirido da Sigma

Aldrich®,
3.1.2 Reagentes utilizados no teste de Mutagenicidade (Ames)

Os reagentes utilizados no teste de Ames, DMSO, sal de nicotinamida
adenina dinucleotideo fosfato, D-glicose-6-fosfato, cloreto de magnésio, L-histidina
mono-hidratada, D-biotina, 4-nitro-o-fenilenodiamina, azida de sddio, mitomicina C,
2-antramina e 2-aminofluorina foram adquiridos da Sigma Aldrich®. Os meios de
cultivo utilizados nos ensaios de mutagenicidade e o0s reagentes acido citrico
monoidratado, fosfato de potassio dibasico anidro, fosfato de aménio monobasico,

fosfato de s6dio monobasico, fosfato de sodio dibasico e cloreto de sédio foram

adquiridos dos laboratérios Merck®

3.1.3 Reagentes utilizados na composicdo dos meios de cultivo de ensaios

antimicrobianos e citotdxicos
Rifampicina, &cido oleico, albumina, dextrose e catalase (Sigma Aldrich®),
Resazurina, Sabouraud dextrose liquido (SD) (Kasv®) e meio de cultivo

Middlelbrook 7H9 (Difco®) , RPMI, DMEM e soro bovino fetal (VitroCeII®).

3.1.4 Cepas bacterianas

As cepas bacterianas Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Escherichia coli
(ATCC 25922), Pseudomonas aeruginosas (ATCC 27853) e Bacillus cereus (ATCC
14579), utilizadas nos ensaios foram obtidas da Colecdo de Culturas da Fundacéo

André Tosello. A cepa de Micobacterium tuberculosis Ha7Rv (ATCC 27294) foi

gentilmente cedida pelo Prof. Dr. Fernando Rogério Pavan, do Laboratério de

12



Pesquisa em Tuberculose da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade
Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho, UNESP de Araraquara. As cepas prototipos
de Escheriachia coli uropatogénica (UPEC) EC958, UTI89, CFT073, e dois isolados
clinicos brasileiros denominados BR43 e BR64, patdgenos oportunistas P. aeruginosa
PAOQO1, patdgenos diarreiogénicos como E. coli enterohemorragica 86-24 (EHEC
0157: H7) e E. coli enteroagregativa (EAEC 0104: H4) foram gentilmente cedidas
pelo Dr. Cristiano Gallina Moreira, coordenador do Laboratério PASIQUIBAC,
também da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade Estadual Paulista

Julio de Mesquita Filho, UNESP de Araraquara.

3.1.5 Células

O ensaio de citotoxicidade foi conduzido utilizando linhagens de células
tumorais humanas: A549 (Adenocarcinoma pulmonar (ATCC CCL-185), HepG2
(carcinoma hepatocelular humano (ATCC HB-8065), Hela (Adenocarcinoma cervical
humano (ATCC CCI-2), MCF-7 (adenocarcinoma de Mama (ATCC HTM-22), U251
(glioma), NCI-ADR / RES (fendtipo expressivo de ovario de multipla resisténcia a
farmacos), 786-O (rim), NCI-H460 (pulmé&o), PC-3 (prostata), OVCAR-03 (ovério),
HT-29 (adenocarcinoma do célon) e K-562 (leucemia miel6ide crénica), fornecidas
pelo centro Frederick Cancer Research & Development, National Cancer Institute,
Frederick, MA, EUA e pela Profa. Flavia Ap. Resende Nogueira obtidas dos
Laboratorios de Micobacteriologia e Laboratério de Mutagénese da FCF - UNESP,
Araraquara. Também foram utilizadas células ndo tumorais da linhagem HaCat
(queratinécito humano) fornecido pelo Dr. Ricardo Della Coletta (Universidade de
Campinas, UNICAMP, Brasil) e linhagens celulares ndo tumorais, MRC-5 (células
normais derivadas de tecido pulmonar humano (ATCC CCL-171) e J774A.1

(macrofagos murinos (ATCC TIB-67) fornecidas pelo Prof. Dr. Fernando Rogério
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Pavan (Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho, UNESP, Brasil), e
células GM (fibroblastos ndo transformados (17 YR) e HUV-EC-C [HUVEC] (cordao
umbilical-endotélio vascular (ATCC CLR 1730) fornecidas pela Profa. Flavia Ap.

Resende Nogueira para os ensaios de Citotoxicidade.

3.2 Métodos

3.2.1 Sinteses de complexos metélicos

3.2.1.2 Complexo de Ag(l) com ligante pABA

O complexo foi sintetizado pela reacdo de 10 mL de solucdo aquosa 1 mmol
(0,137 g) de pABA e 1 mmol (0,0549g) de KOH (pH ideal 8) com 2 mL de uma
solucdo aquosa contendo 1mmol (0,1699 g) AgNOs. A sintese foi realizada sob
agitacdo constante, a temperatura ambiente. Apds 2 horas de reacdo, um precipitado
branco foi obtido e separado por filtracdo utilizando filtro de papel Whatman®,
lavado com agua destilada gelada e armazenado por 24 horas na estufa com
temperatura entre 35°C e 37°C e ao abrigo da luz. O complexo referido como Ag-
pABA foi armazenado em tubo de micro centrifuga estéril, envolto em papel aluminio
e estocado ao abrigo da luz até o momento do uso. Cristais simples adequados para

estudos de difracdo foram obtidos por evaporacéo lenta do filtrado da sintese.

3.2.1.3 Complexo Ag(l) com o ligante HoBt

O complexo foi sintetizado pela reacdo de 10 mL de solugdo metandlica 1
mmol (0,135 g) de HoBt e 1 mmol (0,0549g) de KOH (pH ideal 5) com 2 mL de uma
solucdo aquosa contendo 1mmol (0,1699 g) de AgNOs. A sintese foi realizada sob
agitacdo constante, a temperatura ambiente. Apds 2 horas de rea¢do, um precipitado

branco foi obtido e coletado por filtragdo utilizando filtro de papel Whatman®, lavado
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com agua destilada gelada e armazenado por 24 horas na estufa com temperatura
entre 35°C e 37°C e ao abrigo da luz. O complexo denominado Ag-HoBt foi
armazenado em tubo de micro centrifuga estéril, envolto em papel aluminio e
estocado ao abrigo da luz até 0 momento do uso. Ndo foram obtidos monocristais do

complexo Ag-HoBt.

3.2.1.4 Complexo Ag(l) com ligante PROB

O complexo foi sintetizado pela reagdo de 10 mL de solugdo metandlica 1
mmol (0,285 g) de PROB e 1 mmol (0,0549g) de KOH (pH ideal 8) com 2 mL de
uma solugdo aquosa contendo 1 mmol (0,1699 g) de AgNOs. A sintese foi realizada
sob agitacdo constante, a temperatura ambiente. Apds 2 horas de reagdo, um
precipitado branco foi obtido e separado por filtracdo utilizando filtro de papel
Whatman®, lavado com &gua destilada gelada e armazenado por 24 horas na estufa
com temperatura entre 35°C e 37°C e ao abrigo da luz. O complexo denominado de
Ag-PROB foi armazenado em tubo de micro centrifuga estéril, envolto em papel
aluminio e estocado ao abrigo da luz até o momento do uso. Nao foram obtidos

monocristais do complexo Ag-HoBt.

3.2.2 Caracterizacao fisicoquimicas dos complexos

3.2.2.1 Anédlise Elementar

As analises elementares de carbono, hidrogénio e nitrogénio foram realizadas
em um equipamento Perkin-Elmer modelo 2400 CHNS/O.
3.2.2.2 Andlise Termogravimétrica

Os estudos por analise termogravimétrica (TGA) foram realizados em um

termoanalisador TGA SDT Q600 da TA Instruments com cadinho de alumina e
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utilizando um fluxo de ar de 50 cm® min? em atmosfera de oxigénio e taxa de
aquecimento de 10°C min? em uma faixa de 25°C a 900°C. As curvas foram
analisadas com o software CurTiPot 3.6.1. Estes estudos foram realizados em
colaboracdo o prof. Dr. Hernane da Silva Barud, do laboratorio de Biopolimeros e

Biomateriais-BioPolMat da Universidade de Araraquara - UNIARA.

3.2.2.3 Espectroscopia Vibracional de Absorcdo na Regido do Infravermelho
(FTIR)

Para a obtencdo de espectros vibracionais de absor¢do na regido do
infravermelho dos complexos sintetizados as amostras foram analisadas em um
espectrébmetro FTIR Cary 630 Agilent, no laboratério de Celulose Bacteriana e
Quimica Medicinal — CBQUIM da Universidade de Araraquara-UNIARA usando o
acessorio EasiDiff (Pike Technology) de reflectancia difusa em uma faixa de 4000 —

650 cm™ com resolugdo de 4 cm

3.2.2.4 Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear

Os espectros de ressonancia magnética nuclear em solucdo (RMN) de 3C, H
e N (unidimensionais e bidimensionais) foram obtidos utilizando-se 0s
equipamentos Bruker 400 MHz e 500 MHz. Os espectros de 3C foram adquiridos
desacoplados. Estes estudos foram realizados em colaboracao o prof. Dr. Pedro Paulo

Corbi, do Instituto de Quimica da Universidade Estadual de Campinas - UNICAMP.

3.2.2.5 Espectrometria de Massas de Alta Resolugéo
As analises dos espectros de massa foram realizadas em um instrumento Xevo

QTof MS, analisador de tempo em quadrupolo por ionizacao e eletropulverizagéo de
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alta resolucéo. Estes estudos foram realizados em colaboracao o prof. Dr. Pedro Paulo

Corbi, do Instituto de Quimica da UNICAMP.

3.2.2.6 Difracao de raios X (DRX)

Os dados de difracdo de raios X de monocristais foram obtidos em um
difratbmetro Bruker Apex Il CCD com radiacdo de cobre monocromado de grafite K,
(L = 1.5418 A). As dimensdes das celas unitarias e matrizes de orientacdo foram
determinadas pelo refinamento dos minimos quadrados das reflexGes obtidas por
varredura 0-y. Os dados foram indexados e escalonados com ApexIl Suite. Bruker
(2010) (72), SAINT e SADABS foram utilizados para integrar os dados e para
correcdo da absorcao, respectivamente. A estrutura foi resolvida com ShelXT usando
métodos diretos e refinada com ShelXL em Olex2 (72,73). Todos 0s atomos nao
hidrogénicos foram refinados anisotropicamente e &tomos de hidrogénio foram
adicionados em posicOes idealizadas e refinados de acordo com o modelo de
equitacdo. Graficos moleculares foram obtidos usando Mercury (v. 3.9). Estes estudos
foram realizados em colaboracdo o prof. Dr. Pedro Paulo Corbi, do Instituto de

Quimica da Universidade Estadual de Campinas - UNICAMP.

3.2.2.7 Estratégia computacional para determinacéo da estrutura dos complexos

3.2.2.7.1 Modelagem Molecular

As estruturas do ligante PROB e do complexo Ag-PROB foram otimizadas ao
minimo de energia usando a teoria do funcional da densidade (DFT) com o funcional
hibrido M06-2X. O modelo inicial usado para o complexo foi baseado nos resultados
das caracterizacOes espectroscopicas. O conjunto de funcGes de base 6-31+G(d,p) foi

usado para os atomos de H, S, N e O, enquanto o conjunto LANL2DZ foi usado para
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a prata. Para confirmar que as estruturas otimizadas estavam em seu minimo de
energia, calculos de frequéncia foram realizados e nenhuma frequéncia imaginaria foi
encontrada. Para corrigir o erro associado com as frequéncias harménicas do método,
0 fator de escala de 0.952 foi usado. Todos os calculos foram realizados com o
programa Gaussian 09. As estruturas foram geradas usando o programa Gauss View
5.09. Para caracterizar a ligacdo quimica do ligante ao metal e para entender a
natureza da ligacdo, analises fundamentadas na teoria quantica de atomos em
moléculas, QTAIM, foram realizadas. As analises topoldgicas das moléculas foram
realizadas usando a teoria QTAIM no nivel M06-2X/6-31+G(d,p)/LANL2DZ, no
pacote AIMALL. Em uma analise QTAIM, pode-se descrever a natureza da ligacao
ou interagdo por alguns pardmetros como a densidade eletronica (p(r)), Laplaciano da
densidade eletronica (V2p(r)), energia cinética (G(r)), energia potencial (V(r)) e
energia eletrénica total (H(r)), sendo H(r) = G(r)+V(r). De acordo com a QTAIM,
quando dois atomos interagem, um caminho de ligacdo é formado. A formacao dessas
trajetérias de gradiente de densidade se origina de um ponto entre dois &tomos,
conhecido como o ponto critico de ligacdo. As propriedades analisadas nesses pontos
fornecem informacGes relacionadas as caracteristicas da ligacdo. Valores negativos de
(V2p(r)) indicam ligagdes covalentes, enquanto valores positivos indicam interacdes
intermoleculares. Além disso, a razdo entre o valor de energia cinética G(r) e
potencial V(r) no ponto critico é usado para caracterizar a natureza da ligacdo. Estes
estudos foram realizados em colaboracdo o prof. Dr. Douglas Henrique Pereira, do

Programa de Quimica da Universidade Federal do Tocantins.
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3.2.3 Analises das atividades biologicas dos complexos

3.2.3.1 Método por difusdo em disco

O teste de sensibilidade das cepas de bactérias Gram-negativas (P.
aeruginosa ATCC 27853 e E. coli ATCC 25922) e cepas Gram-positivas (S. aureus
ATCC 25923 e B. cereus ATCC 14579) foi realizado utilizando técnica de difusdo
em discos seguindo método CLSI, 2017 (74,75). As cepas ATCC foram inoculadas
em tubos contendo 2,0 mL de caldo BHI estéril até a turbidez igual a escala 0,5
McFarland (~1,5x108 UFC mL™?) e incubadas durante 18 h a 35-37°C. Discos de
papel de filtro estéril de 10,0 mm de didmetro (Whatman 3) foram impregnados
assepticamente, utilizando solucdo aquosa de DMSO 10% com 0,0013 mmol de
complexo Ag-PROB, 0,0021 mmol de Ag-pABA, 0,0021 mmol de Ag-HoBt, 0,0017
mmol de ligante livre PROB, 0,0036 mmol de pABA e 0,0037 mmol de HoBt e
DMSO 10% como controles negativos. Discos contendo 0,0030 mmol de AgNO3
foram utilizados como controle positivo de atividade antibacteriana de difuséo. Todos
os discos impregnados foram colocados na superficie do agar sélido inoculado com a.
suspensdo bacteriana na escala nefelométrica de McFarland 0,5 (~1,5x108 UFC/mL)
de S. aureus (ATCC 25923), E. coli (ATCC 25922) e P. aeruginosa (ATCC 27853)
usando cotonetes esterilizados. As placas foram incubadas durante 18 h a 35- 37°C e
examinadas a seguir. Foram medidas zonas de inibigéo livres ao redor dos discos e a
sensibilidade do complexo utilizado a partir do didametro da inibicdo em milimetros.
Todos os ensaios foram realizados em triplicata. A difusdo e as zonas de inibicdo para
antibiotico padrdo podem ser encontradas no CLSI 2018 (75). Esse experimento foi
realizado no laboratério de Celulose Bacteriana e Quimica Medicinal - CBQUIM da

Universidade de Araraquara-UNIARA.
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3.2.3.2 Determinacdo da concentracdo inibitoria minima (CIM) dos complexos
metalicos obtidos

Foi determinada a Concentracdo Inibitoria Minima (CIM) dos complexos
utilizando diluicdo em microplaca, segundo a Norma M100 do CLSI 2017 (75). Os
testes foram realizados utilizando as cepas bacterianas Gram-negativas P. aeruginosa
(ATCC 27853), E. coli (ATCC 25922) e cepas Gram-positivas S. aureus (ATCC
25923) e B. cereus (ATCC 14579), e cepas protdtipos de E. coli uropatogénica
(UPEC) EC958 (76), UTI89 (77), CFT073 (78) e dois isolados clinicos brasileiros
denominados BR43 e BR64, patdgenos oportunistas P. aeruginosa PAOL(79),
patogenos diarreiogénicos como E. coli enterohemorragica 86-24 (EHEC O157: H7)
(80), E. coli enteroagregativa (EAEC 0O104: H4) (78) apenas para o complexo Ag-
PABA.

Estas amostras foram mantidas em estoque em glicerol 20% na colecdo no
Laboratério CBQUIM-UNIARA, em freezer a -80°C.

Para os ensaios realizados, as cepas bacterianas ATCC foram cultivadas em
caldo BHI a 37°C por 18 horas. A partir desse cultivo, as bactérias foram diluidas no
mesmo meio, até atingirem a densidade O&ptica (DO) equivalente a escala
turbidimétrica 1,0 de McFarland (~3x108 UFC/mL).

Foram preparadas suspensdes estoque (20,0 mg-mL?) de cada um dos
complexos metalicos utilizados em solucdo aquosa de DMSO 10%. A partir da
solucéo estoque, os complexos metalicos foram submetidos a diluicdes seriadas, com
concentracdes variando de 1:2, intervalo usado de 5000 a 78,125 pg-mL* em 50uL de
solvente DMSO 10% em uma microplaca de 96 pocos. Apos foi adicionado em cada
pogo 50 uL de caldo BHI estéril e por ultimo 100 pL da suspensdo bacteriana na

escala 1,0 de McFarland para um volume final de 200 puL/pogo, levando a dilui¢ao das
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suspensdes bacterianas para a DO equivalente a escala nefelométrica 0,5 de
MacFarland (~1,5x108UFC/mL). Como controle positivo, foram utilizados os sais de
partida nas mesmas diluicBes seriadas dos complexos metalicos. As microplacas
foram incubadas a 37°C por 18 horas para posterior analise da CIM. Apos o periodo
de incubacao, foram adicionados em cada poco das microplacas 15 pL de resazurina a
0,02% em solucao aquosa estéril. Apds 4 h de incubacéo, a leitura foi realizada. Esse
experimento foi realizado no laboratério de Celulose Bacteriana e Quimica Medicinal

— CBQUIM da Universidade de Araraquara-UNIARA.

3.2.3.3 Determinacdo da concentracdo inibitéria minima (CIM) dos complexos
metalicos obtidos sobre a M. tuberculosis

Para a determinacdo da concentracdo inibitoria minima (CIM) do complexo
metélico, ligante livre e sal de partida e rifampicina (antibiético controle) sobre a cepa
de M. tuberculosis H37Rv (ATCC 27294), foi utilizado um método de microdiluicao
em placas de 96 pocos, com a resazurina usada como um indicador de viabilidade
celular (81).

Os compostos analisados foram suspensos em DMSO e as suspensdes
estoque preparadas na concentragdo de 10 mg-mL*. O composto foi diluido
seriadamente (Dilui¢do seriada 1:2, com intervalo usado de 25 a 0.098 pg-mL) em
volume de 100 pL. em microplaca de 96 pogos.

M. tuberculosis foi cultivada em meio Middlelbrook 7H9 suplementado
com 10% de OADC (acido oleico, albumina, dextrose e catalase) & 37°C sob agitacdo

constante e sua concentracio ajustado para 5x10° UFC / mL.
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Foram adicionados 100 pL do inGculo aos pogos contendo as amostras.
As placas foram incubadas & 37°C por sete dias e ap0s esse periodo de incubacéo foi
adicionado 30 pL de uma solugdo de resazurina (0,01% em agua destilada estéril).

A leitura da fluorescéncia foi realizada apds 24 horas em comprimento de
onda de 530 / 590nm (emission / excitation) (Cytation 5 Cell Imaging Multi-Mode
Reader, Biotek®). A CIM ¢é a concentracdo mais baixa do farmaco capaz de inibir o
crescimento de 90% do in6culo em comparagdo com o controle positivo (crescimento
bacteriano de 100%), calculado por regressao linear. Os testes foram realizados em
triplicata. Esses experimentos foram realizados Estes experimentos foram realizados
em colaboracdo o prof. Dr. Fernando Rogério Pavan, laboratério de Pesquisa em

tuberculose do Departamento de Ciéncias Bioldgicas da UNESP - Araraquara.

3.2.3.4 Avaliacéo da viabilidade celular e atividade mutagénica dos complexos
metélicos.

Para os estudos das atividades antiproliferativas e citotoxicas dos complexos
metalicos sobre células tumorais, por exemplo, linhagem de adenocarcinoma de
glandulas mamaérias (MCF-7) e de carcinoma hepatocelular humano (HepG2) e néo
tumorais, como por exemplo, das linhagens de fibroblasto humano (FH e NIHT3TK),
MRC-5 (células normais derivadas de tecido pulmonar humano) e J774A.1
(macrdfagos murinos) in vitro foram realizados como descrito na literatura (4,25,82) e

a analise de mutagenicidade realizada através do teste de AMES et al. (83).

3.2.3.4.1 Avaliacéo da viabilidade celular

A atividade antiproliferativa dos complexos analisados foram investigadas
utilizando linhagens de células tumorais humanas: A549 (Adenocarcinoma

pulmonar), HepG2 (carcinoma hepatocelular humano), Hela (Adenocarcinoma
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cervical humano) U251 (glioma), MCF-7 (adenocarcinoma de Mama), NCI-ADR /
RES (fenotipo expressivo de ovario de multipla resisténcia a farmacos), 786-O (rim),
NCI-H460 (pulméo), PC-3 (prostata), OVCAR-03 (ovario), HT-29 (adenocarcinoma
do cdlon) e K-562 (leucemia mieldide cronica). Também foram utilizadas para o
presente estudo de viabilidade celular, células ndo tumorais da linhagem HaCat
(queratindcito humano) e linhagens celulares ndo tumorais, MRC-5 (células normais
derivadas de tecido pulmonar humano) e J774A.1 (macr6fagos murinos) para o ensaio
de Citotoxicidade e células GM (fibroblastos ndo transformados) e HUV-EC-C
[HUVEC] (corddo umbilical-endotélio vascular).

As culturas em estoque foram cultivadas em 5 mL de meio RPMI-1640
suplementado com 5% de soro bovino fetal (RPMI / FBS 5% Gibco®, EUA) a 37°C
em 5% de CO2 com 1% de penicilina: mistura de estreptomicina (Nutricell®, Brasil,
1000 pL) (meio completo) (82,84).

Os compostos foram preparados diretamente em meio completo (5 mg-mL™) e
apos diluidos no mesmo meio proporcionando as concentracdes finais de 0,25, 2,5, 25
e 250 pg-mL? os metais utilizados como controles, por exemplo, AgNOs, nas
concentragdes finais de 0,025, 0,25, 2,5 e 25 pug-mL™* em meio completo. As placas
de 96 pocos contendo as células (100 pL / poco, em densidade de inoculacdo: 3,5 a 6
x10* células mL) foram expostas a diferentes concentragdes das amostras e controles
(100 pL / pogo) em triplicata, incubadas durante 48 h a 37 °C em estufa com 5% de
COz. Antes a adicao das amostras (placa TO) e apds a adi¢do das amostras (placa T1),
as células foram fixadas com 50% de acido tricloroacético e para a avaliacdo da
proliferacdo celular realizada a quantificacdo espectrofotometrica a 540 nm usando o

ensaio com sulforodamina B (85).
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Os valores de Clso (concentragdo que inibe 50% de crescimento celular ou
efeito citostatico) foi determinado através da regressdo ndo-linear tipo sigmoidal,
analisada usando o Software Origem 8.0® (OriginLab Corporation, EUA) (86). O
ensaio foi realizado em colaboracdo com a Profa. Dra. Ana Lucia Tasca Gois Ruiz da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade Estadual de Campinas —

UNICAMP.

3.2.4 Determinacdo dos Indices de Seletividade

O indice de seletividade (IS) pode ser calculado dividindo-se o valor de 1Cy,
pelo valor da CIMg,. Um IS maior ou igual a 10 indica que o composto analisado
pode ser aplicado em uma concentracdo dez vezes maior que o seu valor de CIM sem
exibir citotoxicidade (87).

O indice de Seletividade (IS) para o ensaio de atividade antimicrobiana sobre
M. tuberculosis foi calculado pela divisdo dos valores de 1Cso / CIMgo, que demonstra
0 guanto um composto € mais seletivo na morte do microrganismo sem causar danos
celulares (88), estudos realizados em colaboragdo com prof. Dr. Fernando Rogério

Pavan, do Laboratério de Pesquisa em Tuberculose da Faculdade de Ciéncias

Farmacéuticas, UNESP- Araraquara, e a analise do IS para 0s ensaios
antiproliferativos determinado por ICso da célula normal / ICso da célula tumoral
analisada (89) realizados em colaboracdo com a Profa. Dra. Ana Lucia Tasca Gois
Ruiz da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade Estadual de Campinas
— UNICAMP e Prof. Dr. Flavia Resende Nogueira do Laboratdrio de Mutagénese da

Universidade de Araraquara — UNIARA.
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3.2.5 Avaliacéo da atividade mutagénica dos complexos metalicos obtidos

A avaliacdo da atividade mutagénica para os complexos utilizados foi avaliada
pelo método de Salmonella / microsoma ou teste de Ames. A atividade mutagénica
dos complexos foi avaliada no laboratério de Mutagénese da UNIARA sob a
coordenacdo da Profa. Dra. Flavia Aparecida Resende Nogueira. Os testes foram
realizados de acordo com a metodologia de pré-incubacéao, desenvolvida por Maron &
Ames, 1983 (90) sobre a linhagens TA100, TA98, TA102 e TA97a de Salmonella,
em experimentos com e sem ativacdo metabolica. As cepas de Salmonella enterica
sorovariedade Typhimurium foram gentilmente cedidas pela Profa. Dra. Eliana
Aparecida Varanda da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Araraquara (UNESP).
Essas linhagens foram inicialmente adquiridas por meio do Dr. Bruce Ames da
Universidade de Berkeley, Califérnia, EUA. Diferentes concentragcdes dos complexos
foram solubilizadas em DMSO e avaliadas. Essas concentragdes foram selecionadas
com base em testes preliminares de toxicidade. A toxicidade foi evidenciada pela
reducdo no numero de revertentes His+ ou como um crescimento de fundo
(background) nas placas teste de 4gar minimo. Para a avaliacdo da mutagenicidade, as
diferentes concentragdes foram misturadas a 0,5 mL de tampéo fosfato 0,2 M; pH 7,4
e 0,1 mL de cultura de bactérias, incubadas por 30 minutos a 37°C. Nos ensaios com
ativacdo metabdlica, foram adicionados, em substituicdo ao tampéo fosfato, 500 pL
da fracdo microssomal S9 (S9 mix) preparada a partir de homogeneizados de figado
de ratos SpragueDawley, previamente tratados com Aroclor 1254, adquiridos sob a
forma liofilizada da Moltox Molecular Toxicology Inc., Boone, USA. Essa mistura S9
revela se a substancia ou amostra € mutagénica em sua forma original ou se necessita

ser metabolizada ou ativada para se tornar mutagénica.
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Decorrido o tempo de incubacao, 2mL de “top agar” (agar de superficie),
suplementado com tracos de L-histidina e D-biotina, foram adicionados nos tubos. O
conteudo de cada tubo foi levemente homogeneizado e vertido sobre a superficie de
uma placa contendo agar minimo glicosado. Apos solidificagdo do “top agar”, as
placas foram incubadas por 48 horas, a 37°C. Ao término desse periodo, foi realizada
a contagem do namero de coldnias revertentes por placa. Os ensaios foram realizados
em triplicata. Os agentes mutagénicos padrdes utilizados para confirmar as
propriedades de reversdo e especificidade de cada cepa em experimentos sem a
mistura S9 foram 4- nitro-o-fenilenodiamina (10ug/placa) para TA98 e TA97a, azida
sodica (1,25ug/placa) para TA100 e mitomicina C (0,5ug/placa) para TA102. 2-
antramine (1,25ug/placa) foi utilizado para TA98, TA97a, TA100 e TA102 nos
experimentos de ativacdo metabolica. DMSO foi utilizado como controle (solvente)
negativo (100uL/placa). Os resultados serdo analisados utilizando o programa
estatistico Salanal (U.S. Environmental Protection Agency, Monitoring Systems
Laboratory, Las Vegas, NV, versdo 1.0, do Research Triangle Institute, RTP,
Carolina do Norte, EUA), adotando o modelo de Bernstein et al. (1982) (91). Os
dados (revertentes/ placa) serdo avaliados pela analise de variancia (ANOVA),
seguido de uma regressao linear. Além disso, o indice de mutagenicidade (IM) sera
calculado para cada concentracdo testada, sendo este a média do ndmero de
revertentes/placa com o composto-teste (revertentes induzidas) dividida pela média do
namero de revertentes/placa com o controle (solvente) negativo. A amostra sera
considerada mutagénica quando houver uma relacdo dose resposta entre as
concentragdes testadas e 0 nimero de revertentes induzidos e/ou quando o IM foi

maior ou igual a dois em pelo menos uma das doses testadas (92). Esse estudo foi
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realizado em colaboragdo com a Prof. Dr. Flavia Resende Nogueira do Laboratorio de

Mutagénese da Universidade de Araraquara — UNIARA.
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Complexo

Metalico
+S9 ou -59

Incubagio
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Typhimurium TASS,
TA100, TA97a e TA102

Figura 5. Representacdo esquematica do teste de Ames
Fonte: (adaptado de Copyright © 2006, Pearson Education, Inc., publishing as

Benjamin Cummings).

3.2.6. Ensaio de interagdo com DNA

A capacidade de interacdo dos complexos metalicos obtidos com DNA pelos
complexos metalicos sintetizados foi estudada usando eletroforese em gel de agarose
como descrito por Shahabadi e colaboradores (93). O teste foi avaliado utilizando
uma solucdo de DNA plasmidial pGEX-4T-1 (50 pumol) em tampé&o Tris-EDTA 0,050
mol (pH 8,0) e diferentes concentragdes de complexos metélicos. As misturas serdo
incubadas a 37°C durante 24 horas e ap0s serdo misturadas com tampé&o de corrida (2
ML) contendo 25% de azul de bromofenol 0,25% de xileno e cianol e 30% de glicerol.
Cada amostra (10 pL) foi depositada em gel de agarose 0,8% (m/v) em TAE/brometo

de etidio. A eletroforese realizada durante 1 hora a 100 mA em tampao Tris-acetato-
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EDTA (TAE) 1 x concentrado. Apds a eletroforese, o gel foi fotografado utilizando o
equipamento de Fotodocumentacdo Loccus. A cisplatina utilizada como controle e
testes foram realizados em triplicata, nas mesmas condicdes. Esse experimento foi

realizado no laboratorio CBQUIM da Universidade de Araraquara-UNIARA.

3.2.7. Analise Estatistica

Os resultados foram expressos como a media de trés determinacbes + 0s
desvios-padrbes dos valores obtidos, e quando necessario foi realizado a analise de
variancia (ANOVA) e aplicado teste de Tukey. Para a analise estatistica foi

considerado como significante valor de p <0,05.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Complexo Ag-pABA

O complexo Ag-pABA foi obtido ap6s reacdo de 10 mL de uma solucédo
metandlica contendo 1,0 mmol (0,137g) de pABA (C7H7NO2) e 1,0 mmol (0,0549q)
de KOH (pH10) com 2,0 mL de uma solucdo aquosa contendo 1,0 mmol (0,1699g) de
AgNOs. Apo6s duas horas de reacdo, um precipitado sélido de coloracdo branca foi
obtido e coletado por filtracdo, lavado com éagua destilada gelada e mantido por 24
horas na estufa com temperatura entre 35°C e 37°C para secagem. Apds secagem, 0
complexo foi submetido as analises, cujos resultados se encontram descritos a seguir.
Os resultados da anélise elementar permitiram determinar a propor¢do metal:ligante
de 1:2. Analise elementar: Anal. Cal. AgC,,H;,N;0,-2H,0 (%): C, 35,0; H, 3,78; N,
8,75. Encontrado (%): C, 34,6; H 2,41; N 8,74. O complexo foi insolivel em agua,
etanol, metanol e € altamente soluvel em DMSO. Os monocristais adequados para

difracdo foram obtidos apds evaporacdo lenta do filtrado em temperatura ambiente,
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sob protecédo da luz, apos trés dias.

4.1.1 Caraterizacéo do complexo Ag-pABA
Apols a sintese do complexo Ag-pABA como descrito anteriormente, foi

obtido um sdlido branco, insoltvel em agua, etanol e metanol e solivel em DMSO.

4.1.1.1 Difracdo de raios X de monocristais

A estrutura cristalina do complexo Ag-pABA foi determinada através da
difracdo de raios X de monocristal. A obtencdo de monocristais do complexo para a
difracdo de raios X foi obtido a partir da evaporacdo lenta do filtrado de sintese do
complexo a temperatura ambiente.

As informacdes cristalograficas do complexo metélico Ag-pABA estdo

apresentadas na Tabela 1.
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Tabela 1. Dados cristalograficos da estrutura do complexo Ag-pABA

Férmula Quimica AgC4H14N;07-2H,0

M, 444.15

Sistema cristalino, Grupo espacial Ortorrémbico, Pcca

Temperatura (K) 150

a, b, c(A) 28.014 (2), 4.5326 (4), 11.7846
(11)

Volume (A3 1496.4 (2)

Z Densidade Calculada g/cm?® 4

Tipo de radiacao CuKa

i (mm™1) Dimensdes do Cristal 11.26

Tmin, Tmax Transmissao 0.572,0.753

No. De medidas, reflexes independente e observado 9361, 1332, 1166
[1>20(1)]

R[F? > 26(F?)], wR(F?), S 0.070, 0.198, 1.03
No. De reflexdes coletadas 1332

No. De paréametros 116

Apmax, Apmin Densidade eletronica residual (e A~3) 2.69,-1.75

Os comprimentos e angulos de ligacéo relevantes sdo apresentados na Tabela
1, sendo que o composto Ag-pABA cristalizou no grupo espacial ortorrombico de

Pcca e sua estrutura mostrada na Figura 6.

o3

Figura 6. Visdo molecular da estrutura do composto Ag-pABA, onde (a): unidade
assimétrica e (b): representacdo da esfera de coordenacdo da prata. Elipsoides de
deslocamento sdo desenhados no nivel de probabilidade de 40% e os cddigos de

simetria (i) —x+1/2, -y+1, z; (ii) x, y-1, z.
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Essa estrutura foi publicada anteriormente (94), mas apenas os dados
cristalograficos foram discutidos naquele momento. A estrutura consiste em uma
cadeia polimérica de uma dimensdo onde cada ion de prata(l) € coordenado por duas
moléculas de pABA, com o0s atomos de nitrogénio do grupo amino sendo 0s atomos
doadores (comprimento da ligacdo Ag-N1 de 2.228 (3) A). Os outros sitios de
coordenacdo sdo completados por atomos de oxigénio a partir de ions nitrato, com um
comprimento de ligacdo Ag-O3 de 2,565 (3) A. As ligacbes de hidrogénio entre os
grupos amino e o0s ions nitrato contribuem para a construcdo da estrutura
supramolecular do Ag-pABA. Além disso, as interacdes de C-H aromaticos com
atomos de oxigénio de ions nitrato também contribuem para a formacdo de rede

cristalina. Os grupos de acidos carboxilicos livres formam dimeros.

4.1.1.2 Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear

O complexo Ag-pABA foi analisado por espectroscopia de RMN de *H e 3C a
fim de atribuir os locais de coordenacdo do ligante ao centro metalico e propor a
estrutura do composto. Os espectros do complexo foram analisados em comparacao
com os espectros do ligante livre. Os espectros de RMN - *H do ligante pABA e do
complexo Ag-pABA sdo apresentados na Figura 7. A Tabela 2 apresenta a atribuicdo

do sinal dos espectros de RMN de *H.
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Figura 7. Espectro de RMN de *H do complexo (a) Ag-pABA e ligante (b) pABA em
DMSO-d°

Tabela 2. Atribuicdo de sinal de RMN de 'H do ligante pABA e complexo Ag-

pABA.
Atribuicao dpABA OAgPABA Ad Multiplicidade Integral
(ppm) (ppm) (ppm) (J, Hz)
-NH:- 5.857 5.839 -0.018 S 2
-COOH 11.949 11.930 -0,019 s (br) 1
H1 6.543 6.537 -0.006 d (8.4) 2
H2 7.614 7.608 -0.006 d (8.4) 2

Como esperado a partir da estrutura cristalina determinada, o espectro de

RMN — 'H do complexo Ag-pABA apresenta 0 pico pouco intenso com o
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deslocamento quimico caracteristico de um atomo de hidrogénio de um grupo
carboxila, o que sugere que o ligante pode ndo estar coordenando pelo grupo
carboxila. As mudancas mais significativas nos deslocamentos quimicos foram
observadas para os atomos de hidrogénio do grupo —NH. do pABA que esta
envolvido na coordenacdo e para o hidrogénio do grupo carboxilico, o que
provavelmente esta relacionado a diferencas nas interacfes intermoleculares. Os
desvios quimicos ou mudancas quimicas e os acoplamentos dos atomos de hidrogénio
aromaticos nao sdo afetados pela coordenacdo.

Os espectros de RMN de 3C do ligante pABA e complexo Ag-pABA s&o
mostrados na Figura 8. Nao foram observados desvios quimicos significativos, fato
esse que corrobora que o pABA é neutro no complexo, uma vez que a desprotonagdo
do grupo &cido carboxilico leva a mudangas significativas em seu espectro de 3C . A
atribuicdo de sinal é dada no espectro e foi baseada em dados reportados por Laufer e

colaboradores,1984 (95).
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Figura 8. Espectro de RMN de *C do complexo (a) Ag-pABA e ligante (b) pABA
em DMSO-d®

Os gréaficos de contorno N-'H HSQC (Figura 9) apresentados mostram que
nenhuma alteragdo significativa foi observada para os desvios quimicos dos 4&tomos
de nitrogénio do grupo amino antes (70,2 ppm) e ap6s a coordenacao (69,8 ppm). Isso
provavelmente estd relacionado a doacgdo eletrénica de densidade do nitrato, que

compensa a perda de densidade eletrénica do grupo amino-NHo.
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Figura 9. Gréficos de contorno {**N-'H HSQC} RMN do complexo (a) Ag-pABA e
ligante (b) pABA em DMSO-d®

4.1.1.3 Espectrometria de Massas de Alta Resolucéo

O espectro de massas de alta resolucdo do complexo Ag-pABA é apresentado
na Figura 10. Dois sinais apresentam a composicdo de dois ligantes pABA e um ion
de prata, como observado a partir de analise elementar e dos dados de cristalografia
de raios-X. O sinal a 421.0061 m/z (Figura 10b) corresponde a
[Ag(C7HsNO2)(C7H/NO2) + Na + H»0]*,onde um dos ligantes pABA parece estar
desprotonado e a carga é compensada por um adicional de ion sodio, que se origina
das condicdes experimentais utilizadas nesse experimento. Da mesma forma, o ion a
4442176 m/z (Figura 10c) corresponde a [Ag(C7HeNO2)(C7H/NO2) + Na +

CHCNT".
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Figura 10. (a) Espectros de massas de alta resolucdo do complexo Ag-pABA e seus
padrGes isotépicos de (b) [Ag(C/HsNO.)(C/H/NO;) + Na + H0" e (c)
[Ag(C/HsNO2)(C7H7NO2) + Na + CHsCN]".

4.2 Complexo Ag-PROB

O complexo Ag-PROB foi obtido ap6s reacdo de 10 mL de uma solugdo
metandlica contendo 1,0 mmol (0,285g) de Probenecida (C13H1sNO4S) e 1,0 mmol
(0,0549g) de KOH (pH8) com 2,0 mL de uma solugdo aquosa contendo 1,0 mmol
(0,16999g) de AgNOs. Apobs duas horas de reacdo, um precipitado solido de coloragédo
branca foi obtido e coletado por filtracdo, lavado com agua destilada gelada e mantido
por 24 horas na estufa com temperatura entre 35°C e 37°C para secagem. Apds
secagem, o complexo foi submetido as analises, cujos resultados se encontram
descritos a seguir. Através dos resultados da analise elementar foi possivel determinar
a proporcdo metal:ligante de 1:1. Anédlise elementar: Anal. Cal.
[Ag(C13H18NO4S)]-H20 (%):C, 38,07; H, 4,91; N, 3,41. Encontrado (%):C, 37,71; H,
4,30; N, 3,29. O complexo foi insoldvel em &gua, etanol, metanol e solGvel em

DMSO.
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4.2.1 Caraterizacédo do complexo Ag-PROB
Apols a sintese do complexo Ag-PROB como descrito anteriormente na
metodologia, foi obtido um sélido branco que é insoluvel em &gua, etanol e metanol e

soltvel em DMSO. Néo foram obtidos monocristais para esse complexo.

4.2.1.1 Andlise termogravimétrica

A curva termogravimétrica € mostrada na Figura 11. De acordo com os dados
experimentais, a composi¢do do complexo, formulado como [Ag(C13H1sNO4S)]-H20
foi confirmada. O ligante é perdido nas temperaturas de 267°C a 341°C. A
porcentagem calculada para a perda do ligante foi de 74,74%. O residuo final é

consistente com a formacéo de prata metalica calculado para Ag® (%): 25,26%.

1o _ﬁ 267°C

| 74.74%

2526 % Residuo

Y Y Y Y Y T
100 200 300 400 S0 €20 700 800 900 1000

Figura 11: Curva termogravimétrica do complexo Ag-PROB

4.2.1.2 Espectroscopia vibracionais de absor¢do na regido do infravermelho
transformada de Fourier (FTIR)

A espectroscopia vibracional de absor¢cdo na regido do infravermelho
transformada de Fourier (FTIR) do ligante probenecida (PROB), Na-PROB e do

complexo Ag-PROB s@o mostrados na Figura 12.
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Figura 12. Andlise por FTIR do complexo metéalico Ag-PROB, onde (A): ligante
Probenecida (PROB), (B): sal de sodio do ligante (Na-PROB) e (C): Complexo Ag-
PROB.

Bandas de estiramento assimétrico (1663 cm™) do grupo carbonila (C=0) séo
observados no espectro vibracional do ligante probenecida (Figura 12a). No entanto,
essas bandas aparecem deslocadas para regides de menores energias nos espectros do
sal do ligante e no complexo Ag-PROB. Esse deslocamento é devido & diminuicdo da
ordem de ligacdo devido & coordenacdo dos ligante ao ion metalico através do
carboxilato. Os valores dos numeros de onda atribuidos as bandas caracteristicos do
grupo carbonila e os deslocamentos estdo apresentados na Tabela 3. O alongamento
da ligagdo carbonila C = O é observado a 1663 cm™ no PROB, que ¢ afetado ap6s a
coordenacio (1530 cm™ Ag-PROB), indicando assim que este grupo esta envolvido

na coordenacao.
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Tabela 3. Modos vibracionais atribuidos ao estiramento simétrico e assimétrico do

grupo C=0
vass(COO") vs(COO")
Ligante Probenecida (PROB) 1663 -
Na-PROB 1595 1408
Ag-PROB 1530 1382

O grupo carboxilato do ligante PROB, quando desprotonado, pode coordenar
com a prata(l) em um modo monodentado, bidentado (quelante ou em ponte), em que
dois ions de prata se coordenam com cada &tomo de oxigénio de dois anions do
ligante PROB. Para investigar qual modo seria mais adequado para descrever a
estrutura do complexo Ag-PROB, foi realizada uma andlise do valor Av, [v
assimétrico (COO") — v assimétrico (COOY)], para o complexo de prata e para Na-
PROB (a forma i6nica do ligante PROB). Para Na-PROB, o Av foi de 187 cm,
enquanto para Ag-PROB, o valor foi de 148 cm™. Assim, a diferenca entre Av é de 39
cm?, que é uma pequena diferenca que indica um modo de coordenacdo em ponte.
Para os modos monodentado e bidentado, a diferenca entre Av do AgNOsz e do

complexo metélico seria diferente em mais de 60 cm™ (96).

4.2.1.3 Estratégia computacional para determinacdo da estrutura do complexo
por modelagem Molecular

Como os espectros de infravermelho do sal de Na-PROB e do complexo Ag-
PROB sugeriram um modo de coordenacdo em ponte para o complexo, foram
realizados calculos de modelagem molecular. O modelo otimizado para 0 composto
Ag-PROB, mostrado na Figura 13, valida a estrutura que foi proposta por estudos
espectroscopicos no infravermelho, que indicaram uma estrutura dimérica em que

dois ions de prata interligam os grupos carboxilato de dois anions de PROB.
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Para a analise do comprimento da ligacdo, o foco foi dado nos comprimentos

mostram que para as ligacdes Ag-O as distancias sdo aproximadamente 2,18 A, que
sdo consistentes com os comprimentos médios de ligacdo de carboxilato de prata.
Para a interacdo argentofilica, a distancia encontrada entre os ions prata foi de 2.889
A. Os resultados encontrados sdo semelhantes aos apresentados em estruturas
cristalinas relatadas por estudos de nossos grupos de pesquisa. Por exemplo, o
complexo de prata(l) com sulfametaxazol (Ag-SFM) foi estudado e a distancia de
interacdo argentofilica determinada foi de 2,89 A (6).

Os célculos da Teoria Quantica de Atomos em Moléculas (QTAIM) e dos
Orbitais Moleculares de Fronteira (FMOs) foram usados para entender melhor a
estrutura eletronica do complexo Ag-PROB. A analise QTAIM fornece informacGes
sobre a natureza das ligagbes quimicas e / ou interacBes. Os resultados da anélise
QTAIM das ligacbes Ag-O e interacdo argentofilica Ag~Ag e o grafico molecular
correspondente sdo mostrados na Tabela 4 e na Figura 13 (B), respectivamente. A
Figura 13 (B) indica a formacdo de um ponto critico de ligacdo entre os ions de prata
com densidade de elétrons (p(r)) valores de 0,022785 au. As ligacbes Ag-O tém

densidade eletronica semelhante com valores em torno de 0,066 au.
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Figura 13. (a) Estrutura do complexo Ag-PROB otimizado ao nivel MO062X/6-
31+G(d,p)/ LANL2DZ e (b) grafico molecular do complexo Ag-PROB gerado por
QTAIM: Os pontos criticos da ligacdo sdo representados por circulos amarelos e 0s

circulos vermelhos sdo pontos criticos do anel.

Tabela 4. Valores de parametros topoldgicos para o complexo Ag-PROB.

BCP p(r) V2p(r) &(r) V(r) G(r) H(r)
Ag-O 0066125 +0,367269 0,022542  -0,098786 +0,095288 -0,003498
Ag-O 0066540 +0,371275 0,020935  -0,099842 +0,096317 -0,003525
Ag-Ag 0022785 +0,089441 0,067103  -0,021515 +0,021937 0,000422

Dos valores de V2p(r) e H(r) apresentados na tabela a seguir, ¢ possivel afirmar

a natureza da interacdo ou ligacdo (isto é, covalente, parcialmente covalente ou

ionica). Quando os valores de V2p(r) e H(r) sdo positivos, a natureza da interagio ou

ligacdo € eletrostatica, enquanto um positivo V?p(r) e negativo H(r) indica carater

parcialmente covalente. Os resultados mostram que V2p(r) é positivo e H(r) é negativo

para Ag-O indicando o carater parcialmente covalente esperado das ligacbes Ag-O no
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complexo. A interacdo argentofilica tem carater eletrostatico, pois os valores foram
positivos para ambos V2p(r) e H(r).

Finalmente, na analise dos orbitais moleculares, os orbitais HOMO, LUMO e
gap de energia foram calculados e estdo descritos na Figura 14 para o ligante e o
complexo Ag-PROB. Os resultados indicam que o orbital HOMO para o ligante
PROB esta mais localizado no -SO2 e grupo —NR2 (onde R é -CH2CH.CH3) e o
LUMO nos carbonos aromaticos do anel e no grupo —COOH. Para o complexo Ag-
PROB, 0 HOMO ¢ mais localizado no Ag-O enquanto o LUMO esta localizado nos
atomos de carbono do anel aromatico.

A diferenca de energia encontrada mostrou que tanto o PROB quanto o
complexo apresentaram resultados semelhantes AE = 727 eV e 7,26 ¢V,
respectivamente conforme figura abaixo. Os resultados do gap de energia indicam que

ambas as espécies tém a mesma reatividade.

a)

b) R
E o ‘ ;,i
‘ ’@ Ry *$ 2
R P ,;Q. .
pé 3,
9
LUMO = -137 eV
LUMO = -1.26 eV
AE=7.27eV AE=7.26 eV
T HOMO = -8.67 eV HOMO =-8.54 eV

Figura 14. Orbitais moleculares de fronteira (HOMO e LUMO) e de espago para: (a)
Ligante Probenecida (PROB) e (b) Complexo Ag-PROB.
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4.2.1.4 Espectrometria de massas de alta resolugdo

O espectro de massas de alta resolucdo do complexo Ag-PROB esta
apresentado na Figura 15(a). O sinal em razdo m/z 391.9540 corresponde a
[Ag(C13H1eNO4S) + H]* (Figura 15(b)). O aduto contendo dois ligantes de
probenecida [Ag(C1sH1sNO4S), + 2H]* é observado na razdo m/z 677.1121.
Finalmente, o0 modo de coordenacdo dimérico proposto para o complexo Ag-PROB,
[Ag2(C13H18NO4S)2 + H]* (Figura 15(c)), é observado em m/z 784.9519, com padrédo
isotopico correspondente. O sinal em m/z 892.8397 foi designado como
[Ag3(C13H18NO4S)2 + H]" e é provavelmente uma consequéncia da recombinacédo na

fase gasosa. A observacdo das espécies diméricas corrobora com o modelo estrutural

proposto a partir dos resultados da espectroscopia no infravermelho e modelagem

molecular.
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4.2.1.5 Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear

Para observar que a coordenacdo do ligante ao ion metalico é mantida em

solugdo, o espectro de RMN *H do ligante PROB e complexo Ag-PROB foram

obtidos e sdo apresentados na Figura 16 abaixo, e a atribuicdo do sinal é apresentada

na Tabela 5. O espectro do complexo ndo apresenta o &tomo de hidrogénio do grupo

carboxilato, indicando desprotonacdo. Além disso, o H5, que é o atomo de hidrogénio

mais préximo do grupo carboxilato, sofre uma alteracdo de 0,137 ppm ao comparar o

ligante livre e o complexo Ag-PROB. Isso indica que o grupo carboxilato esta

envolvido na coordenacdo e suporta a estrutura proposta pela modelagem molecular.
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Figura 16. Espectro de RMN de *H (a) Complexo Ag-PROB e (b) Ligante PROB em

DMSO-d6.
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Tabela 5. Atribuicdo de sinais de RMN de 'H do ligante PROB e complexo Ag-

PROB (veja esquema de numeracao de atomos na Figura 16).

Atribuicdo  dpros(ppm)  dag-pro (PPM)  Ad (ppm)  Multiplicid. (J, Hz) Integral
H1 0,799 0,801 -0,002 t(7,5) 6
H2 1,463 1,459 0,004 sext (7,5) 4
H3 3,047 3,026 0,021 t (7,5) 4
H5 7,908 7,771 0,137 d(8,5) 2
H6 8,116 8,088 0,028 d(8,5) 2
H9 13,458 - - s (br) 1

Para obter mais informagdes sobre o envolvimento do grupo carboxilato na

coordenacio da Ag(l) espectro de RMN de *3C foram obtidos para o ligante PROB e

complexo Ag-PROB. A atribuicdo dos sinais estd apresentada na Figura 17 e na

Tabela 6, e realizada com a correlagdo dos mapas {*C, 'H} HSQC e HMBC

apresentados na Figura 18 (a)-(d)).
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Tabela 6. Atribuicio de sinais de RMN de *3C do ligante PROB e complexo Ag-

PROB (veja esquema de numeracao de atomos na Figura 24).

Atribuicdo  Spron(Ppm)  dagerob (PPM) A8 (ppm)

Cc1 10.95 10.97 -0.02
c2 21.58 21.58 0.00
C3 49.60 49.61 -0.01
C4 143.18 140.41 2.77
Cc5 127.04 126.29 0.75
o3 130.22 130.07 0.15
c7 134.26 141.17 -6.91
c8 166.20 168.75 -2.55
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Figura 18. Gréficos de correlagdo de {**C, *H} 2D RMN: (a) HSQC e (b) HMBC do
complexo Ag-PROB e (¢) HSQC e (d) HMBC do ligante PROB. Os compostos
dissolvidos em DMSO-d6 para este experimento.
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O sinal de carbono do grupo carboxilato foi deslocado em -2,55 ppm,
indicando seu envolvimento na coordenacdo. Os atomos de carbono C7 do anel fenil,
ao qual o grupo carboxilato esta ligado, sofrem o deslocamento mais expressivo de -
6,91 ppm, o que também € consistente com a coordenacao do grupo carboxilato. Os
atomos de carbono alifaticos proximos ao atomo de nitrogénio da probenecida (C1-
C3) ndo sao alterados no espectro do complexo, o que indica que o atomo de

nitrogénio do grupo sulfonamida nédo esta envolvido na coordenacéo.

4.3 Complexo Ag-HoBt

O complexo Ag-HoBt foi obtido apo6s reacdo de 10 mL de uma solucgédo
metanolica contendo 1,0 mmol (0,135g) de 1-hidroxibenzotriazol hidratado
(CeHsN3O]H20) e 1,0 mmol (0,05499) de KOH (pH5) com 2,0 mL de uma solucdo
aquosa contendo 1,0 mmol (0,1699g) de AgNOs. Apos duas horas de reagdo, um
precipitado sélido de coloracdo branca foi obtido e coletado por filtracdo, lavado com
agua destilada gelada e mantido por 24 horas na estufa com temperatura entre 35°C e
37°C para secagem. ApoOs secagem, o complexo foi submetido as andlises, cujos
resultados se encontram descritos a seguir. Através dos resultados da andlise
elementar foi possivel determinar a proporcdo metal:ligante de 1:1. Analise
elementar: Anal. Cal. [AgCeHs4N3O].H20 (%): C, 29,78; H, 1,67; N, 17,36.
Encontrado (%):C, 29,99; H,1,49; N, 17,4. O complexo foi insoltvel em agua, etanol,

metanol e soltvel em DMSO.
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4.3.1 Caraterizacdo do complexo Ag-HoBt
Foi sintetizado o complexo de Ag(l), com o ligante bioativo HoBt como
descrito anteriormente na metodologia, e foi obtido um sélido branco que é insoluvel

em agua, etanol e metanol e soltivel em DMSO. Néo foram obtidos monocristais para

€sse complexo até o presente momento.

4.3.1.1 Espectroscopia vibracional de absorcdo na regido do infravermelho

transformada de Fourier (FTIR)

Os resultados da andlise realizada por FTIR sdo apresentados na Figura 20.
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Figura 19. Analise por FTIR do complexo metalico Ag-HoBt, onde (A): ligante 1-
Hidroxibenzotriazol Hidratado e (B): Complexo Ag-HoBt

A leitura dos padrdes de bandas dos graficos da Figura 20 possibilitou
observar que houve provavel coordenacdo do metal a estrutura do ligante bioativo. O
padrdo (A) refere-se ao HoBt isolado. Ja o padrdo (B) refere-se ao complexo Ag-
HoBt. Existem trés atomos de coordenagdo na molécula de HoBt, dois 4&tomos de N

no anel azol e 4&omo de O da hidroxila. Os deslocamentos em de 1400 a 1220 cm™é
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caracteristico & estiramentos de anel benzénico presente na estrutura e pode-se
verificar também alargamento no comprimento de onda 3244,214 cm*

correspondendo ao grupo hidroxila (OH), possivelmente envolvido na coordenacéo.

4.4 Atividades bioldgicas dos complexos metalicos Ag-pABA, Ag-PROB e Ag-
HoBt

4.4.1 Atividade bioldgica de Inibicdo de Crescimento de Microrganismos por
Difusdo em discos dos complexos metalicos obtidos
Os resultados do teste de atividade bioldgica pela técnica de difusdo em discos

realizados para os complexos estdo dispostos na Tabela 7.

Tabela 7. Atividade bioldgica de inibicdo de crescimento dos microrganismos S.
aureus, E. coli, B. cereus, P. aeruginosa dos complexos metédlicos Ag-pABA, Ag-
PROB, Ag-HoBt, e sal de partida AgNOs

Halos de Inibicdo em Milimetros

Microrganismo S. aureus B. cereus E. coli P. aeruginosa
Composto ATCC 25924 ATCC 14579 ATCC 25922 ATCC 27853
AgNO3 13,2 12,8 13,0 14,5
pABA R R R R
PROB R R R R
HoBt R R R R
DMSO 10% R R R R
Ag-pABA 16,0 13,5 18,6 15,7
Ag- PROB 15,7 13,0 14,5 13,6
Ag-HoBt 13,8 12,0 14,1 15,6

(R): Microrganismo Resistente

Cepas bacterianas Gram-negativas (E. coli ATCC 25922, P. aeruginosa

ATCC 27853) e Gram-positivas (S. aureus ATCC 25923, B. cereus ATCC 6569)
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foram utilizadas para a realizacdo do teste de atividade antimicrobiana por difusdo em
discos assim como para a avaliacdo da CIM, a fim de analisar a eficacia dos
complexos metalicos obtidos como agentes antimicrobianos. Os resultados sao
comparados aos do AgNO:s e ligantes pABA, PROB e HoBt e estdo apresentados na
Tabela acima.

As cepas bacterianas Gram-negativas (E. coli e P. aeruginosa) e Gram-
positivas (S. aureus e B. cereus) utilizadas para uma avaliacdo inicial da atividade
antibacteriana dos complexos metalicos, sdo patdgenos mais comuns envolvidos em
infeccdes da superficie da pele e ferimentos por queimadura (97).

Conforme apresentado na Tabela 7, os complexos metalicos foram ativos na
inibicdo dos microrganismos testados. Os ligantes livres pABA, PROB e HoBt, bem
como o solvente utilizado para diluicdo do complexo, DMSO, ndo apresentaram
atividade inibitoria de crescimento nas concentraces utilizadas. Como observado
para 0s complexos obtidos, a inibicdo de crescimento das cepas bacterianas testadas
foi préxima ou superior & observada pelo AgNOs.

Em relacdo aos resultados obtidos para os complexos, 0 Ag-pABA e Ag-
PROB apresentaram pouca diferenca em relacdo a atividade antimicrobiana sobre os
microrganismos S. aureus e B. cereus analisados, assim como 0s complexos Ag-
PROB e Ag-HoBt apresentaram pouca diferenca de inibicdo sobre o microrganismo
E. coli, e Ag-pABA e Ag-HoBt sobre P. aeruginosa. Também pode-se observar que o
composto Ag-pABA foi o complexo que apresentou maior atividade de inibi¢&o sobre
0 microrganismo E. coli.

O complexo Ag-HoBt apresentou atividade de inibi¢cdo superior aquela

observada pelo AgNO; sobre S. aureus, E. coli e P. aeruginosa. Apenas em relagéo a
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B. cereus que 0 AgNO; demonstrou um halo de inibicao ligeiramente maior que o do
Ag-HoBt.

Os resultados obtidos para os complexos metélicos sdo semelhantes em
relacdo ao perfil de inibicdo de crescimento sobre as espécies bacterianas analisadas.
A atividade observada pode ter relacdo aos ions prata e sua capacidade antimicrobiana
por ligacdo a membrana celular e inibicdo da divisao celular (98).

Estudos indicam que ions prata(l) sdo capazes de se ligar a membrana celular e
por interacdo com DNA inibe a divisdo celular (98). A prata(l) possui efeito
bactericida por mecanismos mudltiplos, atua penetrando na membrana celular
bacteriana e alterando a estrutura da parede celular através de proteinas de
transmembrana, e interferéncia no sistema de transporte de elétrons, assim dentro da
célula, os alvos de ions prata(l) sdo principalmente as proteinas, mas também podem
interagir por ligacdo com o DNA (12,46,99). Essa toxicidade atribuida a diferentes e
fatores, apresenta perturbacdo da homeostase e a geracdo de ERO que danificam
componentes celulares como o DNA e lipidios(100). Estudos demonstraram que 0s
principais locais-alvo de Ag(l) em bactérias Gram-negativas sdo intracelulares e
exibem alta atividade biocida sobre bactérias, como E. coli e P. aeruginosa (101,102).

Outros trabalhos realizados descreveram uma efetiva atividade inibitoria de
crescimento, in vitro sobre varias cepas bacterianas de complexos de Ag(l) com
ligantes variados, como por exemplo, N-acetil-L-cisteina, nimesulida e sulfadoxina
(4,7,12) sobre cepa de bactérias Gram-negativas como E. coli e P. aeruginosa e

positiva como S. aureus.
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4.4.2 Atividade biologica de inibicdo de crescimento de microrganismos Gram-
positivos, Gram-negativos e M. tuberculosis por concentracdo inibitéria minima
(CIM) dos complexos metalicos obtidos

A atividade antibacteriana dos complexos metalicos Ag-pABA, Ag-PROB e
Ag-HoBt foi avaliada também pelo ensaio de Concentracdo inibitoria minima (CIM).
Devida a atividade inibitdria de cepas bacterianas Gram-positivas e Gram-negativas,
foi introduzida para os complexos metalicos cepa de M. tuberculosis H37Rv (ATCC
27294), e para o complexo Ag-pABA cepas de microrganismos multirresistentes de
isolados clinicos nos ensaios de CIM. Os valores de CIM para os complexos em
DMSO (2,5%) estdo apresentados na Tabela 8 e tabela 9 e mostraram uma atividade
inibidora significativa contra as cepas de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas

analisadas, além de cepas de micro-organismos multirresistentes e isolados clinicos.

Tabela 8. Determinacdo da Concentracao Inibitéria Minima (CIM) dos complexos
metalicos e AgNOs sobre cepas de microrganismos S. aureus, E. coli, B. cereus, P.

aeruginosa e M. tuberculosis H37Rv em mmol-L*

Microrganismos S. aureus B. cereus E. coli P. aeruginosa M. tuberculosis
ATCC 25924  ATCC 14579 ATCC 25922  ATCC 27853  ATCC 27294
Compostos
AgNO; 0,11 0,22 0,11 0,11 0,033
pABA R R R R R
PROB R R R R R
HoBt R R R R R
DMSO 2,5% R R R R R
Ag-pABA 0,16 0,16 0,04 0,08 0,051
Ag- PROB 0,05 0,01 0,01 0,02 0,019
Ag-HoBt 0,64 1,29 1,29 1,29 0,046
Rifampicina n.a n.a n.a n.a 0,00001
Ciprofloxacino 0,00075 0,00038 0,00012 0,01 n.a

(R): Microrganismo Resistente, (n.a): N&o aplicado

52



Os complexos analisados mostraram efetiva atividade inibitoria de
crescimento sobre as cepas testadas. O solvente DMSO utilizado ndo apresentou
atividade antibacteriana nas mesmas condic¢Ges experimentais.

O composto Ag-pABA foi ativo na inibicdo do crescimento de todas as
bactérias testadas em concentracfes mais baixas do que aquelas apresentadas pelo
AgNOs3, sendo mais ativo sobre as cepas de E. coli e P. aeruginosa. O composto Ag-
PROB em comparacgédo aos demais complexos obtidos foi 0 mais ativo sobre as cepas
bacterianas testadas, necessitando de menores concentracfes para inibir o crescimento
bacteriano. As linhagens B. cereus e E. coli foram as linhagens mais suscetiveis ao
Ag-PROB, apresentando CIM de 0,01 mmol-L?, concentragdo menor que o
observado para 0 AgNOsz sobre os mesmos microrganismos. Em relacdo ao
microrganismo Gram-positivo S. aureus, o composto foi ativo em concentragdes de
0,05 mmol-L?, mas ainda assim, mais ativo que o AgNOs. Ainda apresentou atividade
de inibicdo sobre o microrganismo P. aeruginosa com CIM de 0,02 mmol-L*. Em
relacdo ao complexo Ag-HoBt, esse mostrou-se efetivo sobre as cepas testadas com
CIM de 0,64 mmol-L? e 1,29 mmol-L? sobre as cepas Gram-positivas e Gram-
negativas e apresentou concentracdes mais baixas de atividade antimicrobiana sobre o
microrganismo S. aureus.

Os compostos também apresentaram atividade antimicobacteriana sobre a
cepa de M. tuberculosis, sendo o Ag-PROB o composto mais ativo e em menor
concentracdo quando comparada ao AgNOs.

Os ligantes analisados ndo apresentaram atividade inibidora de crescimento
sobre as cepas bacterianas analisadas neste trabalho, o que era esperado, uma vez que,
por exemplo, 0 pABA é um substrato essencial para a via biossintética do acido folico

em bactérias (63), a probenecida é um medicamento uricosurico que ndo apresenta

53



atividade antibacteriana ou antitumoral e o HoBt é um derivado benzotriazol
utilizado na sintese de peptideos (65,67,68). Assim denota-se a relevancia da sua
atividade apds sua coordenacdo & ions prata, sendo que o complexo metélico é mais
ativo que os componentes separados (ion metalico e ligante), o que indica que é uma
molécula com potencial utilizacdo em medicina. Além de que, mesmo tendo seu
mecanismo de atividade inibitoria de crescimento bacteriano amplamente descrito na
literatura, o AgNO3 € toxico para os tecidos em concentragdes superiores a 1% (103).

Os resultados obtidos com os complexos metéalicos sintetizados nesse trabalho
podem ser comparados a outros complexos metélicos de prata sintetizados e
estudados em relacdo a sua atividade antimicrobiana. Os resultados obtidos para
outros complexos de prata com sulfonamidas por exemplo, como complexo de Ag(l)
com o ligante furosemida (7) que apresentou concentrac@es inibitérias minimas
(CIM) maiores de 0,39 mmol-L* para S. aureus e E. coli e 0,19 mmol-L* sobre P.
aeruginosa, mostra que o composto Ag-pABA necessitou de concentragfes bem
menores de CIM sobre os mesmos microrganismos analisados. Estes resultados
indicam que as estruturas quimicas distintas dos complexos de prata com
sulfonamidas influenciam diretamente suas atividades antibacterianas.

Ainda, em relacdo ao complexo metélico Ag-PROB, os resultados obtidos
também podem ser comparados aos de outros complexos de prata com sulfonamidas,
por exemplo complexo de Ag(l) com ligante furosemida (Ag-FSE) (7), sulfatiazol
(Ag-SFT) e sulfametoxazol (Ag-SFM)(6), mostrando a efetividade maior do
composto Ag-PROB em relacéo a outros complexos com ion prata. O composto Ag-
FSE apresentou valores de CIM de 0,39 mmol-L* sobre S. aureus e E. coli, e 0,19

mmol-L? sobre P. aeruginosa, Ag-SFT apresentou valores de CIM de 6,90 e 3,45

mmol-L! sobre S. aureus e P. aeruginosa, respectivamente, enquanto o composto Ag-
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SFM apresentou CIM de 13,9 e 1,74 mmol-L™ sobre as mesmas cepas. Conforme
descrito por Lustri e colaboradores (7), o0 modo de coordenacdo da furosemida no
complexo Ag-FSE, ocorreu pelos atomos de oxigénio do carboxilato, conforme
observado para o complexo Ag-PROB, dois ions de prata fazem a ponte dos grupos
carboxilato de dois anions PROB. Considerando que a coordenagdo sulfatiazol e
sulfametoxazol nos complexos Ag-SFT e Ag-SFM (6) ocorre pelo atomo de
nitrogénio da sulfonamida podemos sugerir que a coordenagdo pelos &tomos de
oxigénio do grupo carboxilato pode ser responsavel pela diferenca e maior atividade
nas mesmas cepas bacterianas observadas nos resultados obtidos para os complexos
Ag-PROB e Ag-FSE.

Outros estudos com complexos de prata, realizados por Nakahata e
colaboradores (104) foi realizada a sintese e caracterizado um complexo de prata com
sulfameter, também conhecido como sulfametoxidiazina (SMTR), observando a
coordenacdo quimica do ligante ao metal pelos atomos de nitrogénio do grupo
sulfonamida. O composto Ag-SMTR apresentou valores de MIC de 320 pmol-L™*
sobre S. aureus e, 40,9 umol-L™* sobre E. coli e P. aeruginosa, demonstrando assim o
potencial antimicrobiano do complexo Ag-PROB. Além disso, ndo ha relatos
referentes a atividade antibacteriana do ligante livre PROB descritas na literatura. O
complexo Ag-PROB foi capaz de inibir o crescimento bacteriano, podendo ser
considerado um agente antibacteriano promissor, uma vez que um critério na CIM
<25 uM foi proposto para compostos anti-infecciosos (105).

Um estudo com complexo de prata(l) com ligante nimesulida demonstrou a
efetiva atividade do uso de ligantes com o ion prata, e sua atividade antibacteriana

sobre cepas Gram-positivos (S. aureus) e Gram-negativos (E. coli, P. aeruginosa), e
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seus resultados foram semelhantes aos observados para o complexo metélico Ag-
HoBt e 0 AgNO3 (12).

Como pode ser observado, a atividade inibitoria de crescimento bacteriano dos
complexos Ag-pABA e Ag-PROB foi alcancada com concentragdes inferiores as
observadas para o AgNOs, Apenas o complexo Ag-HoBt apresentou-se ativo em
concentragéo superior a observada para 0 AgNOz. Porém, vale ressaltar que o mesmo
€ mais toxico, sendo que a rapida liberacdo do ion Ag(l) do sal inorganico limitam o
uso de AgNOz na terapia, uma vez que concentracGes de Ag(l) superiores a 1%
exibem toxicidade para os tecidos (37).

Quando analisado o antibidtico ciprofloxacina, os complexos metalicos foram
menos ativos sobre cepas dos microrganismos S. aureus, B. cereus e E. coli, porém o
complexo Ag-pABA e Ag-PROB apresentaram concentracfes de inibicdo préximas a
observada para o antibiético ciprofloxacina sobre cepas de P. aeruginosa. Bactérias
clinicamente importantes resistentes a farmacos de amplo espectro como
ciprofloxacina inclui P. aeruginosas, sendo que a resisténcia bacteriana é de grande
preocupacdo para os tratamentos atuais e assim torna-se relevante a investigacdo de
novos farmacos como complexos metalicos que podem ser uma alternativa
terapéutica no tratamento antimicrobiano (106,107).

Em relacdo a cepa analisada de M. tuberculosis foi observado que o complexo
Ag-PROB apresentou-se ativo na inibicdo de crescimento em concentra¢do menor
que o AgNO3, enquanto os complexos Ag-pABA e Ag-HoBt, a atividade inibitoria de
crescimento do foi superior. Entretanto, ndo h& relatados na literatura de acéo
antimicobacteriana do sal AgNO3 (108).

Embora os complexos tenham sido menos ativos que a rifampicina, um dos

antibidticos de primeira linha, utilizados para o tratamento da tuberculose, estudos
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demonstram taxas elevadas de resisténcia de M. tuberculosis a antimicobacterianos
como a rifampicina, isoniazida, fluoroquinolona e aminoglicosideos (109,110), o que
constitui um preocupante problema de salude publica. Sendo assim, o
desenvolvimento de novos farmacos, dentre eles os complexos metalicos, podem
contribuir para aumentar o arsenal terapéutico no tratamento da tuberculose. Diante
destes resultados, pode se sugerir que a atividade inibitdria de crescimento do bacilo é
decorrente da presenca do ion prata, uma vez que a literatura j& demonstra seu
mecanismo através da sua ligacdo a enzimas de transporte da membrana, atingindo
proteinas celulares e interacdo com os acidos nucléicos causando atividade bactericida
da prata (111).

Segundo estudos recentes desenvolvidos por Montelongo 2019 e
colaboradores (112), utilizando a combinacdo de isoniazida com prata(l) houve
potente efeito bactericida sobre cepas clinicas resistentes de M. tuberculosis,
observando valores de CIM baixos em relacdo aos dos componentes separados, 0S
pesquisadores desse estudo afirmaram que o aumento da atividade pode ser devido ao
aumento da producdo de ERO, que leva ao estresse oxidativo e a morte celular
bacteriana (112).

De acordo com Gu et al. (2004) compostos que apresentam valor de CIM igual
ou inferior a 128 pg-mL™ sdo considerados promissores contra 0 M. tuberculosis
(113). Além disso, o farmaco de primeira linha na terapéutica contra tuberculose, a
pirazinamida, um medicamento antibidtico, apresenta CIM de 20-100 ug-mL™ (114).

O agente causador da tuberculose é responsavel por elevado indice de
mortalidade no mundo, levando a cerca de 1,7 milhdes de pessoas a ébito, mostrando
assim a grande necessidade de novos quimioterapicos mais efetivos no combate a

tuberculose (115).
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Relatérios da Organizagdo Mundial da Saide (OMS) mostram que a
tuberculose é a doenca infecciosa que apareceu como uma das 10 principais causas de
morte no mundo em 2016, com estimativa de 490.000 novos casos de tuberculose
multirresistente e mais 110.000 pessoas com tuberculose resistente a rifampicina,
sendo a mesma a principal causa de mortalidade humana por doengas infecciosas. A
descoberta de novos farmacos com atividade sobre micobactéria representa um

desafio, pois esses sdo patdgenos de crescimento lento (116,117).

4.4.3. Atividade biologica de inibicdo de crescimento de microrganismos,
por determinacdo da CIM, de isolados clinicos e oportunistas pelo complexo Ag-
pABA

Diante dos resultados de atividade inibitoria de crescimento sobre cepas
bacterianas ATCC e foram realizados experimentos de determinacdo da CIM para o
complexo Ag-pABA sobre cepas multirresistentes de Isolados Clinicos
Uropatogénicos de E. coli (ECUP) EC958, UTI89, CFT073, BR43 e BR64, patogeno
oportunista P. aeruginosa PAQO1, patogeno diarrenogénico e enterohemorragico de E.
coli 86-24 (ECEH) O157:H7, Enteroagregativo de E. coli (EAEC) O104:H4 e S.

Typhimurium. A Tabela 9 apresenta os resultados obtidos nos testes.
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Tabela 9. Determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) do complexo Ag-
pABA sobre os microrganismos cepas multirresistentes de Isolados Clinicos
Uropatogénicos de E. coli (ECUP) EC958, UTI89, CFT073, BR43 e BR64, patdgeno
oportunista P. aeruginosa PAO1, patogeno diarrenogénico e enterohemorragico de E.
coli 86-24 (ECEH) O157:H7, Enteroagregativo de E. coli (EAEC) O104:H4 e S.
Typhimurium SL1344 em mmol-L™*

AgNos pABA Ag-pABA Ciprof
Cepas CIM CIM CIM CIM
(mmol-L*)  (mmol-L?)  (mmol-LY)  (mmol-LY
EC958 0,11 R 0,04 R
uUTI89 0,057 R 0,04 0,0001
ECUP CFTO073 0,11 R 0,04 0,0001
BR43 0,11 R 0,04 R
BR64 0,11 R 0,02 R
ECEA 0104:H4 0,057 R 0,02 0,0004
ECEH 0157:H7 0,11 R 0,02 0,0002
S. Typhimurium  SL1344 0,057 R 0,02 0,0004
P. aeruginosa PAO1 0,057 R 0,04 0,0009

(R): Microrganismo Resistente

Os resultados obtidos para o complexo de Ag-pABA (Tabela 9) mostram a
acdo inibitoria de crescimento de todas as cepas analisadas em concentracdes de 0,02
mmol-Lta 0,04 mmol-L*, sendo essas concentragdes inferiores a observada para o
AgNO3, que foi de 0,11 mmol-L*a 0,057 mmol-L*

O composto mostrou atividade sobre todas as cepas analisadas, incluindo as
cepas multirresistentes como EC958 e O104:H4 (76) e cepas produtoras de biofilme
como E. coli EC958 (76), UTI98 CFT073, O104:H4, e P. aeruginosa PAO1 (118),
demonstrando a capacidade do Ag-pABA em atuar como alternativa terapéutica
antimicrobiana e abrir assim uma nova perspectiva de tratamento para bactérias

multirresistentes e produtoras de biofilme.
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Também, pode ser observada a relevancia do Ag-pABA que apresentou CIM
bem menores sobre as cepas multirresistentes em comparacdo a CIM observadas
sobre os microrganismos ATCC analisados S. aureus, E. coli, B. cereus e P.
aeruginosa.

Cepas de P. aeruginosa, com mecanismos distintos de resisténcia, constituem
causas de inumeras infecgdes crénicas como, infec¢bes do trato urinario, bexiga, em
pacientes que utilizam cateter permanente e pacientes intubados, e o tratamento com
antibidticos utilizados atualmente na clinica sdo ineficazes para erradicar infecgbes
causadas por esses microrganismos (119).

Da mesma forma, patdgenos uropatogénicos, diarrenogénicos e
enterohemorragicos de E. coli O157: H7, por exemplo, podem ser portadores de genes
que conferem multiplas formas de resisténcia a farmacos antimicrobianos comumente
utilizados para o tratamento de infec¢Ges causadas por estes patdgenos(78,120).

Os novos mecanismos de resisténcia e a diminuicdo da eficacia no tratamento
de doencas infecciosas comuns leva a doencas prolongadas e com riscos maiores a
saude (121), por exemplo, estudos anteriores se referem a resisténcia a antibioticos
como cefalosporinas e fluoroguinolonas por E. coli, S. aureus resistentes a meticilina
(122). Assim podemos observar a relevancia da atividade antimicrobiana apresentada
do complexo Ag-pABA, como uma alternativa terapéutica antimicrobiana de
tratamento de bactérias multirresistentes e produtoras de biofilme, que sdo a causa de
inimeras infeccBes cronicas, como infeccbes do trato urinério, infeccbes de

bexiga(122).
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4.4.4 Avaliacdo da viabilidade celular dos complexos metalicos Ag-pABA e Ag-

PROB sobre a linhagens celulares normais e tumorais

Foram realizadas a avaliagdo da viabilidade celular in vitro dos complexos
metalicos Ag-pABA e Ag-PROB sobre células normais de macréfagos murinos
(J774A.1), fibroblastos pulmonares humanos (MRC-5), fibroblastos ndo
transformantes (GM) queratindcitos (HaCat) e endotélio vascular de corddo umbilical
(HUV-EC), e atividade antiproliferativa in vitro sobre um painel de células tumorais
humanas. Foram realizados ensaios de atividade antiproliferativa in vitro
determinando o ICso (concentragdo que inibe 50% de crescimento celular ou efeito

citostatico). Os resultados estdo expressos a seguir.

4.4.4.1 Avaliagdo da viabilidade celular dos complexos metalicos Ag-pABA e Ag-

PROB sobre a linhagens celulares normais
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Tabela 10. indice de citotoxicidade (ICso) sobre linhagens celulares de macrdfagos
murinos (J774A.1), fibroblastos pulmonares humanos (MRC-5), fibroblastos nao
transformantes (GM) queratinécitos (HaCat) e endotélio vascular de corddo umbilical
(HUV-EC) do AgNOs, Ag-pABA, Ag-PROB e ligantes pABA e PROB. Os valores

sdo obtidos da média.

Células ICso 1Cso ICso 1Cs 1Csp

J7T74A.1 MRC-5 HaCat GM HUV-EC
Compostos (mmol-L?) (mmol-L'Y)  (mmol-L?) (mmol-L?) (mmol-L?)
AgNO; 0,430 0,160 0,023 0,019 0,012

pABA >0,73 >0,73 >1,82 n.a n.a
PROB n.a >3,50 n.a >3,50 >3,50

Ag-pABA 0,390 0,260 0,012 n.a n.a
Ag- PROB n.a 0,040 n.a 0,031 0,012

ICso: concentracdo que inibe o crescimento celular de 50% ou efeito citostatico apds 48h de exposicao.
Linhagens celulares J774A1 (macréfagos murinos); MRC-5 (fibroblastos normais pulmdo humano);
GM (fibroblastos ndo transformados); HUV-EC (endotélio vascular de corddo umbilical) e Linhagem

ndo tumoral humana HaCat (queratindcito) e n.a (néo aplicado).

A atividade citotoxica foi expressa como o parametro I1Cso representando a
concentracdo da amostra necessaria para inibir 50% do crescimento celular. Os
resultados sdo obtidos pela concentragdo estimada em mmol-L™ conforme mostrado
na Tabela acima.

O complexo Ag-pABA apresentou efeito de inibicdo de 50% das células sobre
todas as linhagens celulares com concentragBes citotoxicas (ICso) de ICso: 0,012
mmol-L?a 0,39 mmol-L? e o complexo Ag-PROB apresentou efeito de inibigdo de
50% das células sobre todas as linhagens celulares com concentragdes citotoxicas
(ICs0) de 1Cso: 0,031 mmol-L* a 0,206 mmol-L™.

O complexo Ag-pABA e o AgNOs apresentaram concentragdes proximas de

ICso para as linhagens celulares J774A.1 e HaCat e menos toxico que o0 AgNO3z sobre
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células MRC-5, necessitando de maiores concentracdes para reduzir a viabilidade
celular. O complexo Ag-PROB e 0 AgNOz apresentaram concentragdes iguais de 1Cso
para a linhagem celular HUV-EC e menos tdxico que o AgNOs sobre células de
fibroblastos GM, necessitando de maiores concentracdes para reduzir a viabilidade
celular. Ressalta-se que AgNOz é um antisséptico topico com conhecida atividade
antimicrobiana, mas apresenta efeitos citotoxicos sobre fibroblastos e ceélulas
endoteliais quando da exposicdo prolongada. (123). A concentracdes de AgNOs
normalmente utilizadas na pratica clinica (0,5%), apresenta efeito citotoxico
dependente do tempo que afeta a funcdo mitocondrial celular (124) sendo indutor da
apoptose celular (125,126).

Com a obtengdo do ICso dessas células, podemos determinar um indice de
seletividade (IS) por exemplo do AgNOs, complexo Ag-pABA e pABA calculado
com o ICso das linhagens celulares de macrofagos murinos (J774A.1), fibroblastos
pulmonares humanos (MRC-5) e queratindcitos (HaCat) sobre a Concentracdo
Inibitoria Minima (CIMgo) da M. tuberculosis H37Rv por exemplo.

O Indice de seletividade (IS) foi calculado dividindo os valores ICso / CIMgo, 0
gue demonstra quanto um composto é mais seletivo ao matar o microrganismo sem
causar danos celulares. Os compostos promissores sdo aqueles que possuem ClMgo

<10pg-mL? e1S>10 (82,88).

Tabela 11. indice de seletividade (1S) do AgNOs, complexo Ag-pABA e pABA sobre

a concentracao Inibitéria Minima (CIMgo) da M. tuberculosis H37Rv.

Células IS IS IS
Composto J774A.1 MRC-5 HaCat
AgNO; 13,0 4,83 0,7
PABA >4 >4 >10
Ag-pABA 7,59 5,08 0,23

IS: indice de Seletividade
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Com a avaliacdo do IS do complexo, podemos verificar que apesar da
atividade sobre M. tuberculosis, o composto Ag-pABA foi toxico para celulas

eucarioticas analisadas, pois apresentou como IS valor menor que 10 (82,88)

4.4.4.2 Atividade Antiproliferativa dos complexos metélicos Ag-pABA e Ag-

PROB sobre a linhagens celulares tumorais e indice de seletividade (1S)

4.4.4.2.1 Avaliacéo da viabilidade celular do complexo metélico Ag-pABA sobre
as linhagens celulares tumorais e indice de seletividade (IS)

Foram realizados ensaios de avaliacdo da viabilidade celular determinando a
atividade antiproliferativa in vitro determinando o ICsp (concentracdo que inibe 50%
de crescimento celular ou efeito citostatico) do complexo metalico Ag-pABA
fornecido por uma avaliacdo in vitro sobre um painel de oito células tumorais
humanas e em queratindcitos humanos imortalizados e determinado o indice de
seletividade do compostos, outro aspecto importante em relacdo células tumorais e a
células normais, sendo considerado um candidato antitumoral altamente promissor, o
composto que apresenta um indice de seletividade altos (> 3), onde mais altos os
valores de IS, maior a seletividade de um composto em relacdo a uma célula tumoral
quando comparada a uma célula normal (89,127).

A atividade antiproliferativa foi comparada aos controles positivos (pABA,
cisplatina e doxorrubicina e AgNQO3). Os resultados foram expressos em mmol-L2 e

estdo descritos nas Tabelas 12 e 13.
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Tabela 12. Andlise da atividade antiproliferativa do complexo metalico Ag-pABA,

PABA e AgNOs; em mmol-L? sobre a linhagens celulares tumorais selecionadas.

Células Tumorais ICso 1Cs0 1Cs0 1Cs0 ICso I1Cs0 I1Cs0 I1Cs0 ICs0
U251 MCEF-7 NCI- 786-0 NCI- PC-3 HT-29 K562 HaCat
ADR/ H460

Compostos RES
Ag-pABA 0,014 0,010 0,031 0,012 0,013 0,012 0,014 0,002 0,012
pABA >1,82 >1,82 >1,82 >1,82 >1,82 >1,82 >1,82 >1,82 >1,82
AgNOs 0,016 0,017 0,003 0,002 0,031 0,001 0,002 0,017 0,015
Doxorrubicina 0,00005 0,00005 0,0005 0.00009 0,00005 0.0002 0,0004 0,0008 0,0001
Cisplatina 0,006 0,006 0,014 0,004 0,002 0,010 0,020 0,012 0,005

ICso: concentracdo que inibe o crescimento celular de 50% ou efeito citostatico apds 48h de exposicao.

Linhagens celulares de tumor humano: U251 (glioma); MCF-7 (mama); NCI-ADR / RES (ovério com

fendtipo de resisténcia a multiplas drogas); 786-0 (rim); NCI-H460 (pulmdo, tipo de célula nédo

pequena); PC-3 (prostata); HT-29 (co6lon); K562 (leucemia); Linhagem ndo tumoral humana: HaCat

(queratindcito).

Tabela 13. indice de seletividade (IS) do sal de partida AgNOs, Ag-pABA e pABA

calculado como ICso (HaCat) / ICso (linhagem de células tumorais).

Células U251 MCF-7 NCI- 786-0 NCI- PC-3 HT-29 K562
ADR/ H460
Compostos RES

Ag-pABA 0,90 1,2 0,38 1 0,92 0,85 0,88 6

pABA >1 >1 >1 >1 >1 >1 >1 >1

AgNO3 0,88 0,88 5 7,5 0,5 11 11 0,8
Doxorrubicina 2 2 0,2 11 2 0,5 0,25 0,12
Cisplatina 0,83 0,83 0,35 1,25 2,5 0,5 0,25 0,41

IS (Indice de Seletividade): Linhagens celulares de tumor humano: Linhagens tumorais humanas: U251

(glioma); MCF-7 (mama); NCI-ADR / RES (ovéario com fendtipo de resisténcia a multiplas drogas);

786-0 (rim); NCI-H460 (pulmao, tipo de célula ndo pequena); PC-3 (prdstata); HT-29 (célon); K562

(leucemia).

65



Foi avaliada a atividade antiproliferativa do composto em compara¢do com o
ligante livre, o sal de partida AgNOs e com os antitumorais doxorrubicina e
cisplatina, droga essa muito utilizada no tratamento de varios tipos de cancer (110),
bem como determinado o indice de seletividade dos mesmos em relacdo a célula
normal HaCat e as linhagens de células tumorais, sendo considerado um candidato
antitumoral altamente promissor, 0 composto que apresenta um indice de seletividade
maior, sendo portanto mais seletivo para a linhagem celular tumoral analisada e
menos toxico em relacdo a linhagem celular normal (89,127).

O ICso do Ag-pABA variou de 0,031 a 0,002 mmol-L* para inibir 50% da
proliferacdo celular. A menor concentracdo obtida para atividade antiproliferativa do
complexo foi para a célula K562 (leucémica), sendo mais seletivo para esta linhagem,
e apresentando um IS >3, portanto menos tdxico para a célula normal HaCat
analisada, demonstrando que o complexo metéalico é um candidato antitumoral
altamente promissor, pois compostos que apresenta um indice de seletividade altos,
>3, apresentam maior seletividade em relacdo a uma célula tumoral quando
comparada a uma célula normal (89,127)

O complexo Ag-pABA também se apresentou seletividade sobre as linhagens
celulares U251 (glioma), MCF-7 (mama), NCI-H460 (pulméo) e K562 (leucémica)
em comparacdo ao AgNOs, sendo necessario concentra¢des menores do que 0 AgNOs
para inibir a proliferacédo celular.

Em comparagdo com os antitumorais utilizados como controle (cisplatina e a
doxorrubicina), o complexo Ag-pABA se mostrou menos seletivo sobre as linhagens
celulares de tumor humano U251 (glioma), MCF-7 (mama), NCI-ADR / RES (ovario
com fenotipo de resisténcia a maltiplas drogas), 786-0 (rim), NCI-H460 (pulméo, tipo

de célula ndo pequena), porém o Ag-pABA é menos seletivo para a linhagem normal
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analisada HaCat (ICso : 0,012 mmol-L?) necessitando de uma maior concentragio
para reduzir a viabilidade celular para 50% e portanto menos toxico que 0S
antitumorais analisados.

O Ag-pABA apresentou-se mais seletivo que a cisplatina sobre as linhagens
celulares PC-3 (Préstata), HT-29 (colon) e K562 (leucemia) necessitando de
concentragdes menores para causar a inibicdo celular, ou seja, mais seletivo e menos
toxico sobre a linhagem celular normal de HaCaT analisada. Analisando juntamente o
IS dos compostos, onde maiores valores do indice de seletividade (IS), indica que o
composto analisado é mais ativo contra a linhagem tumoral e menos citotoxico a
linhagem normal (HaCaT). Portanto, o composto Ag-pABA €é mais seletivo as
linhagens tumorais de PC-3 (prostata), HT-29 (célon) e K562 (leucemia) e menos
toxico a linhagem normal HaCat em relacdo ao antitumoral cisplatina.

O AgNOs necessita de concentragdes maiores, 0,002 a 0,049 mmol-L? para
apresentar efeito de reducdo da proliferacdo celular sobre as células tumorais
analisadas, e concentracdes bem mais baixas sobre 4 linhagens tumorais analisadas
(NCI-ADR / RES (ovario com fenotipo de resisténcia a multiplas drogas), 786-0
(rim), PC-3 (préstata) e HT-29 (c6lon) em comparacdo ao composto Ag-pABA. O
nitrato de prata também apresentou toxicidade seletiva sobre essas 4 linhagens
tumorais analisadas, indicando ser ativo sobre a linhagem tumoral e menos citotoxico
a linhagem normal analisada (HaCaT).

Apesar de ser revelada a atividade antitumoral da prata, ndo se pode extrapolar
que esta poderia ser aplicada no tratamento de qualquer tipo de tumor, uma vez que
cada tumor tem suas caracteristicas e especificidades. Estudos recentes demonstraram

que a citotoxicidade do nitrato de prata depende do tipo de linhagem celular (128,129)
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e complexos de Ag(l) mostram citotoxicidade seletiva em relagcdo a varios tipos de
células, dependente do tipo de ligante coordenado aos ions prata (1) (29).

Nos resultados obtidos foi possivel observar que o ligante analisado nao teve
uma atividade antiproliferativa consideravel o que indica que apenas o complexo
demonstrou bom resultado, o complexo Ag-pABA foi mais ativo na inibicdo do
crescimento das células estudadas, em funcdo das concentracfes empregadas.

De acordo com Zaharevitz e colaboradores (130) a cisplatina, um
quimioterapico conhecido, é uma droga reativa ao DNA que induz danos ao mesmo
pela coordenacéo dos ions Pt(I1) com as bases de nitrogénio, principalmente a guanina
causando as diferencas no perfil antiproliferativo de um painel de células tumorais
(131,132). Assim, em relacdo ao complexo Ag-pABA, os ions prata(l) podem exercer
multiplos mecanismos, como por exemplo, ser capazes de se ligar a proteinas e ao
DNA (39,133). Segundo a literatura, os complexos Ag(l) apresentam também
citotoxicidade seletiva em relacdo a varios tipos de células, e isso é dependente do

tipo de ligante coordenado aos ions prata(l) (29,128).

4.4.42.2 Avaliacdo da viabilidade celular do complexo metélico Ag-PROB,
PROB e AgNOs sobre a linhagens celulares normais e tumorais e indice de
seletividade (1S)

Foram realizados ensaios de atividade antiproliferativa determinando o 1Csg
(concentracdo que inibe 50% de crescimento celular ou efeito citostatico) do
complexo metalico Ag-PROB fornecido por uma avaliacdo in vitro sobre um painel
de quatro células tumorais humanas e em trés células normais e determinado o indice
de seletividade do compostos, outro aspecto importante em relacdo células tumorais e

a células normais, sendo considerado um candidato antitumoral altamente promissor,
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0 composto que apresenta um indice de seletividade altos (> 3), onde mais altos os
valores de IS, maior a seletividade de um composto em relacdo a uma célula tumoral
quando comparada a uma célula normal (89,127).

As concentragdes do complexo de 0,98 a 125 pg-mL™* foram analisadas e,
apresentadas na Tabela 14.

Tabela 14. Andlise da atividade antiproliferativa do complexo metélico Ag-PROB,
PROB e AgNOs em mmol-L™? sobre a linhagens celulares normais e tumorais

selecionadas.

Células 1Cs0 1Cso 1Cso 1Cs0 1Cs0 I1Cs0 I1Cs0
Compostos GM MRC-5 HUVEC MCF-7 HepG2 A549 HelLa
Ag-PROB 0,031 0,044 0,206 0,062 0,058 0,035 0,058

PROB >3,50 >3,50 >3,50 >3,50 >3,50 >3,50 >3,50

AgNO3 0,019 0,039 0,012 0,035 0,071 0,019 0,038

ICso: concentracdo que inibe o crescimento celular de 50% ou efeito citostatico apds 48h de exposicao.
Linhagens celulares de tumor humano: A549 (adenocarcinoma pulmonar); MCF-7 (adenocarcinoma
mamario humano); HepG2 (carcinoma hepatocelular humano); Hela (adenocarcinoma cervical
humano); Linhagem nédo tumoral humana: GM (fibroblastos ndo transformados), MRC-5 (fibroblastos
normais de pulm&o humano) e HUV-EC (endotélio vascular de corddo umbilical).

O complexo Ag-PROB apresentou atividade antiproliferativa, conforme
observado na Tabela 14 com ICso em concentragdes de 0,031 mmol-L* a 0,206 mmol
-L1, sobre as células analisadas.

Em relacdo as linhagens celulares tumorais, apresentou citotoxicidade sobre as
células A549 (ATCC ® CCL-185 ™) de adenocarcinoma pulmonar em concentracfes
baixas, 0,035 mmol-L! e maior concentragdo de ICso sobre células do endotélio
vascular do corddo umbilical - HUV-EC-C [HUVEC], 0,206 mmol-L?, sendo menos
seletivo para essa linhagem portanto menos toxico sobre essa linhagem de célula
normal. QOutro aspecto importante da atividade antiproliferativa € a seletividade

(Tabela 21) em relacdo as células tumorais e as células normais, sendo considerado
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um candidato antitumoral altamente promissor, 0 composto que apresenta um indice
de seletividade altos, >3, onde quanto mais altos os valores de IS, maior a seletividade
de um composto em relagdo a uma célula tumoral quando comparada a uma célula
normal (89,127).

Experimentalmente, essa seletividade pode ser estimada usando um indice de
seletividade (1S), definido por Muller e Milton, 2012 (134).

Em relacdo ao IS para as células analisadas, o complexo apresentou inibicao
seletiva promissora sobre as linhagens tumorais A549 (adenocarcinoma pulmonar),
HepG2 (carcinoma hepatocelular humano), Hela (adenocarcinoma cervical humano) e
MCF-7 (adenocarcinoma mamario humano) com IS maior que 3, sendo assim mais
seletivo para essas linhagens tumorais que para as células normal HUV-EC (endotélio
vascular de corddo umbilical) analisadas. Hipoteticamente, quanto maior o valor de
IS, maior a dose que pode ser administrada com seguranca (134). O composto Ag-
PROB também apresentou seletividade para célula A549 (adenocarcinoma pulmonar)
em relacdo a linhagem normal MRC-5 (fibroblasto normais de pulmédo humano), onde
quanto maior o valor do indice de seletividade (IS) do composto analisado é
indicativo do mesmo ser mais ativo contra a linhagem tumoral e menos citotdxico a
linhagem normal.

Tabela 15. indice de Seletividade (IS): ICs0(células normais)/ |Cso(células tumorais)

do complexo Ag-PROB sobre o painel celular analisado.

Células tumorais
HepG2 A549 HelLa MCE-7

Células Normais

IS
GMO07492 0.54 0.87 0.53 0.5
MRC-5 0.77 1.25 0.76 0.72
HUVEC 3.48 5.65 3.44 3.24

IS: indice de Seletividade
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Como citado anteriormente, como agente antibacteriano, foi demonstrado que
os ions Ag(l) atuam por interacdo com o DNA, prejudicando enzimas essenciais,
causando rompimento da parede celular, e assim induzem a formacdo ERO e causam
disfuncdes mitocondriais (39,40). Assim, as interacbes dos ions prata(l) com
diferentes componentes celulares mostram que os compostos de prata(l) também
podem ser agentes antitumorais (135), pois sabe-se que a acgdo anticancer dos
compostos de prata difere da dos derivados de platina em termos de interacdes com o
DNA, sendo que estudos indicam que os compostos de prata(l) ttm um mecanismo de
acdo tendo as mitocondrias como alvo (43,136).

Outros trabalhos relatam a atividade antitumoral de compostos coordenados a
Ag(l), como complexos com carbono N-heterociclicos, apresentaram-se ativos contra
as linhagens celulares de cancer de ovario e de mama (129), complexos de prata com
derivados de cumarina demonstraram atividade antitumoral contra certos tipos de
cancer (135) e complexos de Ag(l) com fosfina apresentaram-se ativos, mesmo contra

linhas celulares resistentes a cisplatina (137).

4.4.5 Atividade Mutagénica dos complexos metalicos Ag-pABA, Ag-PROB e Ag-
HoBt

Para a determinacdo da atividade mutagénica, foram testadas cinco
concentracdes diferentes dos complexos Ag-pABA, Ag-PROB e Ag-HoBt (0,31 - 2,5
pg / placa), diluidas em DMSO. A mutagenicidade foi avaliada pelo ensaio
Salmonella / microssoma, utilizando as cepas de S. Typhimurium TA98, TA100,
TA97a e TA102, com (+S9) e sem (-S9) metabolizacdo, pelo método de pré-

incubacéo (92).
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Os resultados do numero médio de revertentes / placa (M), o desvio padréo
(DP) e o indice mutagénico (IM) apds os tratamentos com os complexos metalicos,
observados nas cepas de S. Typhimurium TA98, TA100, TA102 e TA97a, na
presenca (+S9) e auséncia (-S9) de ativacdo metabolica estdo apresentados nas tabelas
16,17 e 18.

O teste de Ames é conhecido por sua capacidade de detectar mutacGes
pontuais causadas por diferentes agentes. Este teste emprega cepas indicativas de S.
Typhimurium que séo sensiveis a substancias que induzem tipos distintos de
mutacbes. Com base no teste de Ames, é possivel estabelecer a acdo mutagénica de
um composto em funcdo da concentracdo de S. Typhimurium (90,138).

E frequente a exposicdo aos diversos agentes quimicos causadores de danos
celulares. Esses danos podem afetar processos vitais como a duplicacdo e a
transcricdo génica, podendo levar a processos neoplasicos por exemplo. Um agente
quando mutagénico pode desencadear diversas respostas de acordo com o organismo
afetado, sendo que a mutacdo pode ser o primeiro estagio no processo de formacao de
um tumor (139). Quando causam lesGes no material genético, essas substancias sao
conhecidas como substancias mutagénicas e/ou genotdxicas. Assim, € essencial a
aplicacdo de ensaios que detectam componentes genotoxicos e que permitem a
identificacdo de substancias com risco potencial para desenvolvimento de neoplasias
em seres humanos. (140).

Os ensaios de mutagenicidade aqui realizados mostraram que nenhuma das
cepas de S. Typhimurium, expostas a diferentes concentra¢es de complexos, induziu
um aumento duas vezes ou maior no numero medio de revertentes em relacdo ao
grupo controle negativo, indicando auséncia de atividade mutagénica, sob as

condicdes utilizadas neste estudo(141). Os complexos Ag-pABA, Ag-PROB e Ag-
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HoBt ndo induziram aumento no nimero de coldnias revertentes nas cepas analisadas,
na presenca ou na auséncia de ativacdo metabdlica. Pesquisas com outros ligantes,
utilizando ions prata, também demonstraram a auséncia de atividade mutagénica
desses compostos (7,142).

Tendo em vista a atividade antibacteriana observada dos complexos metalicos
e seu potencial como composto para o desenvolvimento de drogas, a auséncia de
efeito mutagénico sobre cepas bacterianas de S. Typhimurium por teste de Ames €

altamente relevante.
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Tabela 16. Revertentes / placa, desvio padréo e indice de mutagenicidade das cepas TA98, TA100, TA102 e TA97a de S. Typhimurium ap6s

tratamento com varias concentracdes de Ag-pABA , com ativacdo (+S9) e sem ativagdo (—S9) metabdlica.

Ag-pABA NuUmero de Revertentes (M = SD)/ placa e IM
Tratamentos TA 98 TA 100 TA 102 TA97a
ug/placa -9 +59 -9 +59 -9 +59 -9 +59
DMSO | 15%2 18+5 86 +12 92+4 330 + 26 312+ 34 99+6 143 £ 18
1,25 | 17 +6 (1.08) 23 +8 (1.25) 101 +13(1.17) | 105+6(1.14) | 381+ 20 (1.15) 293 + 30 (0.94) 125 +12 (1.27) 139 + 16 (0.97)
2,5 18 + 3 (1.17) 20 + 2 (1.09) 116 +10 (1.35) | 1005 (1.09) | 334+23(1.01) | 308 + 22 (0.99) 142 + 22 (1.43) 141+5 (0.98)
5,0 18 +4 (1.17) 15 + 3 (0.82) 110+ 14 (1.28) | 99+1(1.08) | 352+ 33(1.06) 249 + 16 (0.80) 133 + 18 (1.34) 131+ 11 (0.91)
75 20 + 2 (1.27) 16 + 2 (0.87) 107+11 (1.24) | 111+6(1.21) | 377 +36(1.14) 267 + 15 (0.86) 98 + 13 (0.99) 131 + 18 (0.91)
10 20 + 1 (1.30) 16 + 1 (0.87) 80+5 (0.93) |111+4(1.21) | 288+ 25(0.87) 281 + 15 (0.90) 73 +18(0.73) 111 + 10 (0.78)
C+ 727 + 562 909 + 61¢ 1239 + 102° 1121 + 85¢ 1882 + 103° 1959 + 101°¢ 1028 + 622 1152 + 83¢

M + DP = média e desvio padrdo; *Controle negativo: DMSO, dimetilsulféxido: 100 uL/placa; Controle positivo (C +): ®4-nitro-o-fenilenodiamino (10,0 pg/
placa — TA98, TA97a); “Azida Sddica (1,25 pg/placa — TA100); ‘Mitomicina C (0,5 pg/ placa — TA102), em auséncia de S9 e ®2-aminoantraceno (1,25 pg/
placa — TA98, TA97a e TA100); 2-aminofluoreno (10 pg/ placa — TA102), na presenca de S9.
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Tabela 17. Revertentes / placa, desvio padréo e indice de mutagenicidade das cepas TA98, TA100, TA102 e TA97a de S. Typhimurium apés

tratamento com varias concentracdes de Ag-PROB , com ativacao (+S9) e sem ativagdo (—S9) metabolica.

Ag-PROB NUmero de Revertentes (M + SD)/ placa e IM

Tratamentos TA 98 TA 100 TA 102 TA97a

pug/placa -9 +59 -9 +59 -9 +59 -9 +59

DMSO | 28+2 33+4 140+ 24 143+ 12 266 + 28 346 + 29 189+ 14 146 £ 10
1,25 | 30 +8(1,09) 34+4(1,02) 178 £10(1,27) | 148 +11(1,04) | 354 12 (1,33) 410 + 16 (1,18) 201 + 12 (1,06) 179+5 (1,22)
2,5 27 +1(0,96) 36 +3(1,08) 166 +15(1,19) | 153+15(1,07) | 297 14 (1,11) 373+ 16 (1,08) 190 + 11 (1,01) 152 + 13 (1,04)
5,0 25+ 2 (0,91) 39+1(1,17) 167+8 (1,19) | 152+13(1,06) | 272+8 (1,02) 321 + 24 (0,93) 180+5 (0,95) 142 +7 (0,97)
7,5 27 + 1 (0,96) 32+2(0,97) 141 +11(1,01) | 169 +13(1,18) | 285+ 10 (1,07) 314 +23(0,91) 169 +8 (0,89) 155+0 (1,06)
10 21+ 1 (0,76) 31+0 (0,94) 121+5 (0,86) | 174+6 (1,22) | 235+ 18(0,88) 344 + 22 (0,99) 138 +4 (0,73) 153 +4 (1,04)
C+ 624 + 832 1410 + 774 1665+ 62° 1790 + 92¢ 1960 + 79° 1465 + 81°¢ 1102 + 782 1958 + 143¢

M + DP = média e desvio padréo; *Controle negativo: DMSO, dimetilsulfoxido: 100 uL/placa; Controle positivo (C +): *4-nitro-o-fenilenodiamino (10,0 pg/
placa — TA98, TA97a); Azida Sédica (1,25 pg/placa — TA100); ‘Mitomicina C (0,5 pg/ placa — TA102), em auséncia de S9 e ¢2-aminoantraceno (1,25 pg/
placa — TA98, TA97a e TA100); "2-aminofluoreno (10 pg/ placa — TA102), na presenca de S9.
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Tabela 18. Revertentes / placa, desvio padréo e indice de mutagenicidade das cepas TA98, TA100, TA102 e TA97a de S. Typhimurium apés

tratamento com varias concentracdes de Ag-HoBt, com ativagdo (+ S9) e sem ativagdo (—S9) metabodlica.

Ag-HoBt Ndmero de Revertentes (M + SD)/ Placa e IM
Tratament TA98 TA100 TA102 TA97a
ng/placa 59 +39 - S9 + 39 59 +59 -S9 +59
DMSO 20+£0 16+3 102+8 93+11 228 £ 22 289 + 31 166 + 18 153+12
0,31 24+1(120) |18+2(1.09) |117+19(L.15) |102+6 (1.09) |307+23(1.35) |311+23(1.08) |214+32(1.29) |[186+9 (1.22)
0,62 23+2(115) | 19+1(1.16) |103+22(1.01) | 96+10(1.03) |325+11(1.43) |332+12(1.15) |225+28(1.36) | 151 +13(0.99)
1,25 21+4(105) |20+4(125) |102+14(1.00) | 100+8 (1.08) |314+48(1.38) | 296+26(1.03) | 168+14(1.01) |123+8 (0.81)
1,87 22+0(L10) |15+3(0.91) |121+27(1.19) | 9146 (0.98) |274+34(120) |272+10(0.94) |135+16(0.81) |130+5 (0.85)
2,5 20+3(1.00) |14 +1(0.88) 98+11(0.97) | 89+4 (0.96) |181+16(0.80) |235+25(0.81) |137+22(0.82) | 12811 (0.84)
C+ 398 £ 472 927 + 219 1346 + 152° 1886 + 175¢ 2180 + 235° 1266 + 101¢ 612 + 452 1015 + 53¢

M + DP = média e desvio padréo; *Controle negativo: DMSO, dimetilsulfoxido: 100 uL/placa; Controle positivo (C +): *4-nitro-o-fenilenodiamino (10,0 pg/

placa — TA98, TA97a); “Azida Sddica (1,25 pg/placa — TA100); ‘Mitomicina C (0,5 pg/ placa — TA102), em auséncia de S9 e ®2-aminoantraceno (1,25 pg/

placa — TA98, TA97a e TA100); "2-aminofluoreno (10 pg/ placa — TA102), na presenca de S9
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4.4.6 Ensaio de interacao dos complexos metalicos Ag-pABA, Ag-PROB e Ag-HoBt
com DNA plasmidial pGEX-4T1

Estudos sobre a interacdo dos compostos com biomoléculas sdo geralmente
realizados para investigar seus possiveis alvos moleculares. A capacidade do complexo
de prata correspondente para alterar a conformacao do DNA do plasmideo foi monitorada
por ensaio de eletroforese em gel de agarose (143,144).

A cisplatina em diferentes concentracGes foi utilizada como controle positivo
conforme Figuras abaixo. O plasmideo de DNA pGEX-4T1 apresenta trés formas
diferentes no gel de eletroforese em agarose. A forma que apresenta uma migragdo mais
lenta é a forma circular relaxada (RCF), a forma que mostra a migracdo intermediaria é a
superenovelada parcial (SCP) e a forma que apresenta a migracdo mais rapida é a forma
superenovelada (SCF) (143,144). As Figuras 20 e 21 mostram os resultados da
capacidade de interacdo dos complexos Ag-pABA, Ag-PROB e Ag-HoBt como o
plasmideo DNA pGEX-4T1 em comparacdo com a cisplatina, que € um complexo

metalico que conhecidamente interage com DNA (131,132).
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Figura 20. Capacidade de Interagdo do complexo Ag- pABA com o DNA plasmidial
pGEX-4T1

Na Figura 21, a faixa 1 corresponde ao DNA Ladder (1kb), a faixa 2 ao controle
PGEX-4T1 suspenso em TE e a faixa 3 a pGEX-4T1 suspenso em pABA 0,05 mmol-L*
em 5% de DMSO. As faixas 4 a 9 apresentaram os resultados obtidos apds a incubagédo
do plasmideo pGEX-4T1 incubado com diluicbes de Ag-pABA de 0,05 mmol-L?! a
0,0015 mmol-L* em DMSO 5%, as faixas 10 e 11 plasmideo pGEX-4T1 incubados com
controle cisplatina 0,05 mmol-L e 0,025 mmol-L'* em DMSO 5% e a faixa 12
corresponde a plasmideo pGEX-4T1 incubado com AgNOs 0,05 mmol-L? em DMSO
5%.

O desaparecimento de RCF, SPF e SCF (faixa 4) ou seja, o perfil de migracdo das
bandas de DNA foi alterado, devido a interacdo do complexo Ag-pABA com o DNA
plasmidial na concentracdo de 0,05 mmol-L?, sugerindo interagdo com o DNA nas
condicBes experimentais, demonstrando assim um possivel mecanismo de inibigdo do
crescimento bacteriano e acgao antiproliferativa.

Os resultados obtidos demonstraram efeito semelhante de interacdo de DNA

observada no controle com cisplatina. O nitrato de prata ndo levou a alteragdes
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perceptiveis no perfil eletroforético do DNA, pois o padrdo das bandas é o mesmo do
controle (pGEX-4T1 suspenso em TE - faixa 3). Outros estudos mostraram que néo
houve alteraces no perfil eletroforético do DNA do pGEX-4T1 quando submetido ao
tratamento com AgNOs; em concentrages de 50 umol'L ~ ' e 60 pmol-L ~ !,

respectivamente (142).

Figura 21. Capacidade de Interagdo dos complexos Ag-PROB e Ag-HoBt com o0 DNA
plasmidial pGEX-4T1

Na Figura 21, a faixa 1 corresponde ao DNA Ladder (1kb), a faixa 2 ao controle
plasmidial pGEX-4T1 suspenso em TE e a faixa 3 a pGEX-4T1 suspenso em DMSO a
5% como controle do solvente utilizado.

As faixas 4, 5 e 6 apresentaram os resultados obtidos apds a incubacdo do

plasmideo pGEX-4T1 incubado com diluicdes de Ag-PROB de 1000 mmol-L* a 250

mmol-L? | as faixas 7,8 e 9 apresentaram os resultados obtidos ap6s a incubacio do
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plasmideo pGEX-4T1 incubado com diluicdes de Ag-HoBt de 1650 mmol-L*! a 412,5
mmol-L? e as faixas 10 e 11 incubadas com plasmideo pGEX-4T1 incubado com
cisplatina (0,05 mmol-L™ e 0,025 mmol-L™* em DMSO 5%), e a faixa 12 corresponde ao
plasmideo pGEX-4T1 incubado com AgNO; (0,05 mmol-L™* em DMSO 5%).

O né&o desaparecimento de RCF, SPF e SCF nas faixas 4, 5, 6, 7, 8 € 9 mostra que
o perfil de migracdo das bandas de DNA ndo foi alterado, ndo ocorrendo a interacdo dos
complexos metalicos Ag-PROB e Ag-HoBt ao DNA plasmidial nas concentracdes
analisadas, demonstrando assim que os complexos metalicos ndo interagem com o DNA
nas condicdes experimentais. Como descrito anteriormente, a prata(l) possui atividade
por multiplos mecanismos de acdo, podendo apresentar atividade antibacteriana por atuar
penetrando na membrana celular do microrganismo e alterar a estrutura da parede celular
através de proteinas de transmembrana, e interferéncia no sistema de transporte de
elétrons, assim dentro da célula, os alvos de ions prata(l) sdo principalmente as proteinas,
além de interagir com o DNA (12,46,145).

Assim como observado para 0 Ag-pABA, os resultados obtidos demonstraram
efeito semelhante de interacdo de DNA observada no controle com cisplatina e o nitrato
de prata ndo levou a alteracBes perceptiveis no perfil eletroforético do DNA, pois 0

padrdo das bandas é o mesmo do controle.

4.4.7 Avaliacdo da Estabilidade dos complexos metélicos Ag-pABA, Ag-PROB e Ag-

HoBt a exposi¢do ao ar e luz

Os discos impregnados com os complexos metalicos Ag-pABA, Ag-PROB e Ag-
HoBt foram mantidos expostos ao ar/luz por 120 horas. Foi observado para o complexo

Ag-pABA que os discos apresentaram mudancas de cor, indicando que um processo de

80



decomposicdo lento pode ter ocorrido durante esse periodo exposicao ao ar/luz e que o
complexo Ag-pABA apresentou estabilidade. Foi observado que o composto comecgou a
ficar marrom apds 24 horas intensificando a tonalidade e ap6s 96 horas. Mesmo apds 120
horas de exposicao ar/luz, os resultados do teste antimicrobiano por difusdo em disco
mostram que a atividade antimicrobiana foi pouco afetada.

Os, discos contendo o complexo Ag-PROB ndo apresentaram mudancas
significativas de cor, indicando que o tempo de exposicdo ndo altera a coloracdo do
mesmo. Entretanto, o composto alterou um pouco a cor inicial ap6s 24 horas, mas nao de
forma significativa. Mesmo ap06s 120 horas de exposicdo ao ar/luz, os resultados do teste
antimicrobiano por difusdo em disco mostram que a atividade antimicrobiana foi pouco
afetada.

Para o complexo Ag-HoBt os discos apresentaram mudancas significativas de cor,
indicando alteracdo da estabilidade na presenca de ar/luz. Foi observado que o composto
comecou a ficar marrom ap6s 24 horas e até 72 horas, apds 96 horas, ficou mais escuro.
Mesmo apds 120 horas de exposicdo ao ar/luz, os resultados do teste antimicrobiano por
difusdo em disco mostram que a atividade antimicrobiana foi pouco afetada.

Os dados obtidos referentes a cor dos complexos estdo resumidos nas Figuras 22,

23 e 24 a sequir.
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Figura 23. Discos de Ag-PROB expostos ao ar/luz de 0 -120 horas

Figura 24. Discos de Ag-HoBt expostos ao ar/luz de 0 -120 horas
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4.4.7.1. Ensaio antimicrobiano por difusédo em disco apos exposicdo dos complexos
metalicos ao ar e luz

Foi realizado a avaliacdo da atividade antimicrobiana do complexo metélico ap6s
0 periodo de exposicdo de 0 a 120 horas na presenca de ar e luz. Foi utilizado cepa
bacteriana gram-negativas (E. coli ATCC 25922). Os resultados do teste de atividade
biologica pela técnica de difusdo em discos realizados para os complexos Ag-pABA, Ag-

PROB e Ag-HoBt estéo dispostos na Tabela 19.

Tabela 19. Perfis de sensibilidade do Microrganismo S. aureus aos complexos Ag-pABA

Ag-PROB e Ag-HoBt ap6s periodo de exposicao de 0 a 120 horas

Halos de inibicdo em mm

0-24 horas 24-48 horas 48-72 horas 72-96 horas 96-120 horas
Ag-pABA 13,3 13,1 13,0 13,0 12,0
Ag-PROB 15,3 14,6 14,5 12,0 12,0
Ag-HoBt 12,4 12,0 13,1 13,0 13,0

Conforme tabela 18, os complexos Ag-pABA, Ag-PROB e Ag-HoBt
apresentaram atividade inibitoria sobre a cepa testada mesmo apds o periodo de 120
horas de exposicdo. Como observado, nas figuras abaixo o diametro do halo de inibicéo
pelos complexos foi diminuindo em funcdo do tempo, devido & exposi¢do, assim
confirmando que o processo de decomposic¢do lento que ocorreu durante esse periodo
para 0s complexos que altera a sua estabilidade e influencia em suas atividades
bioldgicas.

Os resultados demonstram assim o potencial da utilizagdo dos complexos Ag-
pABA, Ag-PROB e Ag-HoBt para incorporacdo em suportes biocompativeis para

aplicagdo topica como sistema de liberacdo sustentada, garantindo a acdo do efeito do
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complexo mesmo na exposicao a luz, por um longo periodo, permitindo a manutencédo do
tratamento sem a necessidade de trocas diarias, promovendo maior eficacia do
tratamento.

Nas Figuras 25, 26 e 27 encontra-se as imagens das zonas dos halos de inibi¢do da
liberacdo dos complexos Ag-pABA, Ag-PROB e Ag-HoBt no periodo de exposicao de

até 120 horas.
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Figura 25. Halos de inibicdo do complexo Ag-pABA durante periodo de exposi¢cdo ao
ar/luz. A: 0-24 horas, B:24-48 horas, C:48-72 horas, D: 72-96 horas, E: 96-120 horas
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Figura 26. Halos de inibicdo do complexo Ag-PROB durante periodo de exposi¢do
ao ar/luz. A: 0-24 horas, B:24-48 horas, C:48-72 horas, D: 72-96 horas, E: 96-120
hora
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Figura 27. Halos de inibicdo do complexo Ag-HoBt durante periodo de exposi¢do ao
ar/luz. A: 0-24 horas, B:24-48 horas, C:48-72 horas, D: 72-96 horas, E: 96-120 horas
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5. CONCLUSOES

Foram obtidos trés complexos metéalicos de Ag(l) com pABA, PROB e HoBt.
O complexo Ag-pABA AgC,,H;,N;0,-2H,0 apresentou estequiometria 1:2,
Ag-PROB [Ag(C13H18NO4S)]H20 1:1 e Ag-HoBt 1:1 [Ag(CsHaN30)]H-O.

Foram obtidos monocristais somente do complexo Ag-pABA e sua estrutura

foi determinada por DRX.

Os complexos Ag-pABA, Ag-PROB e Ag-HoBt apresentaram acao inibitoria,
in vitro, sobre as cepas de microrganismos ATCC Gram-positivos e Gram-negativos,
cepas resistentes e M. tuberculosis evidenciando o potencial para aumento do arsenal
terapéutico para o tratamento de infec¢des bacterianas.

O complexo Ag-pABA e Ag-PROB, apresentaram atividade antiproliferativa
sobre um painel de células tumorais, com significativo indice de seletividade,
resultados promissores para futura ampliacdo do arsenal terapéutico de agentes
antitumorais.

Os complexos Ag-pABA, Ag-PROB e Ag-HoBt foram isentos de atividade
mutagénica.

O complexo Ag-pABA apresentou a interacdo com DNA na concentracdo de
0,05 mmol-L1,

Os complexos metélicos Ag-PROB e Ag-HoBt ndo apresentaram interacdo

com DNA nas condigdes experimentais analisadas.
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6. PERSPECTIVAS

Serdo realizados os ensaios de caracterizacdo do complexo Ag-HoBt por
técnicas instrumentais de espectrometria de massas de alta resolucdo (EMAR),
espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN) de H, *C e *N.

Avaliacdo da atividade citotoxica e antiproliferativa do complexo Ag-HoBt
sobre linhagens celulares normais e tumorais.

Avaliacdo da atividade antibacteriana e antitumoral, in vivo, em modelo
animal.

Avaliacdo da toxicidade sistémica, in vivo, em modelos animais para a
avaliacdo dos padrdes de seguranca para testes em humanos.

Realizacdo de testes em humanos e entrada com documentacao para aprovacao

em 6rgdos competentes.
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