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Resumo

Huayhuaz, J.A. Desferrioxamina e desferrioxamina-cafeina como carregadores de aluminio e
galio em bactérias e fungos via o “Efeito Cavalo de Tréia”. 2016. (94 p). Dissertacdo (Mestrado) —
Programa de Pds-Graduagcdo em Quimica. Instituto de Quimica, Universidade de S3o Paulo, Sdo

Paulo

Derivados de aluminio e galio trivalentes com os sideréforos desferrioxamina (dfo) e des-
ferrioxamina-cafeina (dfcaf) foram preparados e caracterizados em solucdo através de espectro-
metria de massas, voltametria ciclica, espectroscopia vibracional na regidao do infravermelho e
ressonancia magnética nuclear de proton. Confirmagdes adicionais da formacdao de MelL (Me =
AP*, Ga®*; L = dfo ou dfcaf) foram obtidas através de equilibrios competitivos com as sondas fluo-
rimétricas 8-hidroquinolina e desferrioxamina fluorescente. Observou-se que os complexos Mel
sao estdveis em solugao, e que os derivados de aluminio sdao mais estaveis do que os de galio.
Também através da interagdo com o complexo calceina-ferro, observou-se que Mel se formaram

em solucdo.

Estudos de docking preliminares mostram que dfcaf pode ter o mesmo mecanismo de en-

trada em Escherichia coli que outros antibiéticos transportadores de ferro.

O efeito “cavalo de Trdia” consiste no carregamento seletivo de ions téxicos através do sis-
tema de absorgao de ferro dos microrganismos mediado por siderdforos. A atividade bioldgica dos
complexos Mel foi estudada através da inibicdo do crescimento de Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa, Staphylococcus aureus e Candida albicans. Em geral, dfcaf é mais ativo do que dfo,
possivelmente devido a sua maior lipofilicidade. Os complexos MelL foram em geral mais ativos do
gue os metais ou ligantes separadamente, possivelmente pela absorc¢ao dos ions téxicos facilitada
pelos siderdforos, demonstrando o efeito “cavalo de Trdia”. A bactéria Gram-positiva S. aureus
apresentou maior resisténcia do que as Gram-negativas, e interessantemente o fungo C. albicans
foi sensivel a esses tratamentos. Esses resultados mostram a possibilidade de usar tais metalofar-

macos como tratamento para infecgées microbianas.

Palavras-chave: Desferrioxamina, aluminio, galio, cafeina, Cavalo de Tradia.



Abstract

Huayhuaz, JA “Desferrioxamine and desferrioxamine-caffeine as aluminum and gallium carriers
to bacteria and fungi via the "Trojan Horse Effect". 2016. (94 p). Thesis (MSc) - Graduate in Che-

mistry Program. Institute of Chemistry, University of Sao Paulo, Sao Paulo

Trivalent aluminum gallium derivatives with siderophores desferrioxamine (dfo) and des-
ferrioxamine-caffeine (dfcaf) were prepared and characterized in solution using mass spectros-
copy, cyclic voltammetry, vibrational spectroscopy and 'H nuclear magnetic resonance. Further
confirmation of the formation of MeL (Me = AI**, Ga**, L = dfo or dfcaf) was obtained through
competitive equilibria with the fluorimetric probes 8-quinoline and fluorescent desferrioxamine. It
was observed that Mel complexes are stable in solution, and that aluminum derivatives are more
stable than gallium. Also through interaction with calcein-iron complex, it was observed that MelL

formed in solution.

Preliminary docking studies show that complexes derived from dfcaf may have the same in-

ternalization mechanism in Escherichia coli as other iron-carrier antibiotics.

The "Trojan horse effect" is the selective loading of toxic ions through the iron uptake sys-
tem of microorganisms mediated by siderophores. The biological activity of MeL complexes was
studied by growth inhibition of Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus
and Candida albicans. In general, dfcaf is more active than dfo possibly due to its increased lipo-
philicity. MelL complexes were generally more active than the metals or ligands separately, possi-
bly by absorption of toxic ions facilitated by siderophores, demonstrating the "Trojan horse ef-
fect”. The Gram-positive bacterium S. aureus showed greater resistance than Gram-negative bac-
teria , and interestingly the fungus C. albicans was sensitive to these treatments. These results

show the possibility of using such metallodrugs as a treatment for microbial infections.

Keywords: Desferrioxamine, aluminum, gallium, desferrioxamine-caffeine, Trojan Horse.
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1. Introducao

1.1. Aluminio e galio

O aluminio é o metal mais abundante na crosta terrestre (~8%), encontra-se em mais de
270 minerais, possui propriedades atrativas como baixa densidade, maleabilidade, resisténcia a
corrosdo e boa condutividade térmica e elétrica, justificando o custo de obté-lo a partir da bauxita,
além de obté-lo mais barato reciclado. H4 mais de 150 anos foi considerado um metal nobre junto
com o ouro e a prata. Por exemplo, Napoledo Ill ordenava o uso de talheres de aluminio no jantar
dos convidados mais importantes, onde principes e duques ordindrios tiveram que se conformar
com o “simples” ouro [1]. Julio Verne escreveu sob o aluminio no livro Da Terra a Lua (1865): “Este
metal precioso possui a brancura da prata, a indestrutibilidade do ouro, a tenacidade de ferro, a
fusibilidade de cobre, a leveza do vidro. E facilmente forjado, é muito amplamente distribuido,
formando a base da maioria das rochas, é trés vezes mais leve que o ferro, e parece ter sido criado

com o proposito expresso de fornecer-nos o material para o nosso projétil” (Figura 1) [2].

T I T

L N A R, N L, N,

Figura 1. (a) Aluminio de alta pureza, (b) galio se fundindo a temperatura ambiente [3] e (c) o selo
postal (1986) em homenagem de Paul Héroult o descobridor da eletrolise de aluminio [1].
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A alta afinidade do aluminio pelo oxigénio e a estabilidade quimica dos seus éxidos e silica-
tos fizeram muito dificil o isolamento dele em forma pura por longo tempo. Humphry Davy e Jons
Jakob Berzelius encontravam-se tentando obter os elementos puros de forma independente, con-
tidos na cal, magnésia, barita, silice e alumina, entre outros, deixados por Antoine Lavoisier, o Pai
da quimica moderna. Davy foi descobridor de nada menos que seis elementos quimicos entre
1807 e 1808: potassio, sddio, magnésio, calcio, estroncio e bario, e também teve como ilustre dis-
cipulo a Michael Faraday [4]; Berzelius descobriu o selénio, o silicio e o tério e teve como discipulo

a Friedrich Wélher, que foi o primeiro a obter uma amostra pura de aluminio em 1827.

Foi apenas em 1886, que foi desenvolvido o processo de producdo de aluminio com base
na eletrélise da alumina (Al,03), por Charles M. Hall nos EUA e Paul Louis T. Héroult na Franca, de
forma totalmente independente (Figura 1c) [5]. O nome do principal processo de obtencdo na
atualidade chama-se, portando, Hall-Héroult, sendo o Brasil o quarto produtor no mundo [6]. O
aluminio convive conosco, encontrando-se desde as cozinhas até os avides. Como o aluminio tem
um potencial de reducdo muito baixo (Tabela 1), o que faz ele se oxidar antes que outro material
mas so6 superficialmente formando uma fina capa de oxido de aluminio que protege ao metal [3], é

tao bom quanto o ago inoxidavel, com a vantagem de ser mais leve.

Ao falar de aluminio, automaticamente podemos lembrar da histéria da tabela periddica
dos elementos quimicos e do russo Dmitri lvanovich Mendeleev, quem em 1869 publicou uma
tabela que previu a existéncia de trés elementos, apoiando-se na valéncia, termo cunhado pelo
inglés Edward Frankland em 1852. As predigdes feitas por Mendeleev foram arriscadas e contun-
dentes, corrigindo pesos atdmicos para o berilio, o indio e o uranio. Para que a tabela funcionasse
deixou varios buracos nela, predizendo o comportamento quimico que os elementos faltantes
teriam. O eka-aluminio, afirmou Mendeleev, teria propriedades intermediarias entre o aluminio e
o indio, devido a que deve se encontrar no meio deles, com um peso atébmico de 68, densidade 5,9
g/cm® e temperatura de fus3o baixa. Ele também previu o eka-silicio e o eka-boro. Foi em 1874,
quando o jovem quimico francés Paul Emile Lecoq achou umas raras linhas espectrais correspon-
dentes a um novo elemento com temperatura de fusao de 30°C, densidade 5,904 g/cm3 e um peso
atomico de 69 que batizou como “gdlio”, do antigo nome latim de Franca (ou talvez pelo sobre-
nome Lecoq que significa “galo”, que no latim é gallus). Depois foram descobertos o escandio e o
germanio, por Lars Fredrick Nilson (1878) e Clemens Alexander Winkler (1886) respetivamente,

confirmando o éxito das previsdes de Mendeleev [5].
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O aluminio também serviu para descobrir a radioatividade artificial, quando em 1934 Fré-
déric Joliot e Irene Curie bombardearam uma fina folha deste elemento com particulas alfa trans-

formando-o em Fésforo-30 [7].

A existéncia do galio significou a comprovacdo da teoria periédica de Mendeleev. Este ele-
mento é extraido do minério bauxita, sendo uma impureza no processo de obtengdo de aluminio.
Certamente é a bauxita a principal fonte comercial do elemento onde se encontra a 0,01%. Embo-
ra o mercurio é o Unico metal considerado liquido a temperatura ambiente, o galio tem uma tem-
peratura de fusdo préxima, 29,76°C, o qual tem uma aplicagdo pratica numa liga patenteada como
“galinstan”, das silabas iniciais de galio, indio e stannum, nome latim de estanho, usada no ter-
mometro para febre em substituicao ao mercurio. Porém, o uso mais importante do galio e outros
metaloides encontra-se em semicondutores, chips de computador e emissores de luz (LED), prin-

cipalmente como arseneto de galio e nitreto de galio [3].

A primeira publicagdo sobre o potencial terapéutico do galio foi feita em 1931 por Levaditi
et. al. [8] experimentando com citrato a erradicacdo da sifilis em coelhos e a eliminacdo da infec-
¢do produzida por Trypanosoma evansi em ratos. Uma concentragdo alta, 750 mg Ga/kg, foi tole-
rada em ratos, e a partir disso o galio ganhou a fama de “ndo toxico”. Na década de 1950, aprovei-
tando essa tolerancia in vivo e o tempo de meia-vida (14 h) do isétopo 2Ga, tentou-se utilizar a
radioatividade para deteccdo e tratamento de cancer nos ossos, mas sem éxito [9]. Aluminio e
gélio tém em comum a configuracdo eletrénica ns’np’, sendo o estado de oxidacdo +3 o mais co-
mum, existindo também estados de oxidagao menores [10]. Por exemplo, o hidreto de aluminio
(AIH) detectado espectroscopicamente em matrizes de argonio a 14 K [11] e o hidreto de galio
gerado em fase gasosa a altas temperaturas (1200°C) [12], ou o haleto de aluminio como produto
da reacdo de HX (X=Cl, Br ou I) com aluminio fundido a altas temperaturas (800 — 1000°C) [13]. O
aluminio(l) também pode formar compostos organometalicos por diferentes rotas sintéticas [14-
16], sendo o primeiro composto estavel desse tipo isolado e caraterizado estruturalmente o
[AICp]s (Cp=ciclopentadienil, n°>-CsMes), que possui no centro um tetraedro de Al, e quatro ligan-

tes Cp em cada vértice (Figura 2).

A propriedade quimica mais significativa do aluminio e galio no estado de oxidacdo 3+ é a
eletrofilicidade ou acidez do centro metadlico eletropositivo, com pK, baixos (Tabela 1) nos cations

hidratados que agem como dacidos de Bronsted, fonte de protons em solugao aquosa [17].
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Figura 2. (a) Estrutura molecular de ciclopentadienilaluminio [AICp], (Cp=n’-CsMes) [14] e (b) Tris

(8-hidroxiquinolina) de aluminio [10]

Como acidos de Lewis apresentam uma quimica de coordenagdo bem parecida com os me-
tais de transicdo, dependendo sua quimica da estabilidade com os ligantes na molécula. Os com-
plexos deles tém importantes aplicacdes como na extracdo de metais, sinteses em geral, catalise,
diagndstico médico e terapia, e na fabricacdo de materiais semicondutores, como no caso do
tris(8-hidroxiquinolina) de aluminio (Figura 2), um composto de coordenac¢do muito estudado para

a fabricacdo de diodos organicos emissores de luz (OLEDs) [18].
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1.1.1. Comparacao com o ferro

A participacdo de aluminio e galio em sistemas vivos encontra-se fortemente relacionada
com a do ferro, um metal essencial [19], responsavel do transporte de oxigénio [20], transferéncia
eletronica e processos redox [21] entre outros. Aluminio e galio, como cations tripositivos, tém

algumas caracteristicas bem proximas as do ferro(lll) (Tabela 1).

Tabela 1. Esquema comparativo das propriedades fisico-quimicas de ferro, aluminio e galio e sus
cations trivalentes [3, 6, 10, 22, 23].

Aluminio Galio Ferro
Numero atdbmico 13 31 26
Abundancia (%)
Universo 0,005 1x10°® 0,11
Crosta terrestre 8,1 0,0019 6,3

Configuracdo eletrdnica

Neutro [Ne] 3s% 3p* [Ar] 3d™ 45 4p* [Ar] 3d° 4s®
Estado de oxidacdo +3 [Ne] [Ar] 3d™ [Ar] 3d°
Eletronegatividade de Pauling 1,61 1,81 1,83

11/ 15/ 15 (k) mol™)

Condutividade elétrica (S/m)

Tipo magnético

577 / 1816 / 2744
3,8x10’ (condutor)
Paramagnético

579 /1979 / 2963
7,1x10° (condutor)
Diamagnético

762 / 1562 / 2957
1,0x10’ (condutor)
Ferromagnético

Temperatura de fusdo (°C) 660,32 29,76 1538
Densidade (g/cms) 2,7 5,9 7,8
Potencial padrdo de eletrodo (V) -1,66 -0,549 +770
{E, Me* +3e” > Me} (Fe*'/Fe®)
Raio idnico trivalente (A), NC=6 0,54 0,62 0,65 d’ spin alto
0,55 d” spin baixo
Raio covalente em Me** (A) 1,18 1,26 1,25
pKa1 do [Me(H,0)¢]* 4,99 2,60 2,20
Log Kps (Me(OH)s) -33,5 -37,0 -38,0
Log B (Me"(dfo)) 36,11 38,96 42,33
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Dentre elas, destacam-se o raio i0nico e alta carga (o que faz deles acidos duros de Pear-
son), uma solubilidade extremamente baixa em meios neutros, uma alta estabilidade dos compos-
tos, e uma acidez muito forte em dgua provocada pelo enfraquecimento da ligacdo O-H nas 4dguas
de complexacdo em [Me(H,0)¢]**, devido a forte atracdo eletrostatica metal-oxigénio [24]. Mas,
tém diferencas importantes. Diferentemente do aluminio ou gélio, o ferro tem uma relativa facili-
dade para mudar de estado de oxidagdo em sistemas vivos [10, 25]. Os potenciais de reducdo pa-
drdo (mV) s3o muito diferentes: Fe**/Fe** = +770 ; AI**/Al = -1680; Ga>*/Ga = -530 (Tabela 1) [26].
In vivo, isso se traduz em que eles ndo podem ser carregados em grupos heme, componente fun-
damental da hemoglobina e mioglobina, ou em citocromos, proteinas ligadas a uma membrana
gue efetuam o transporte de elétrons, ou em muitas outras enzimas, assim também ndo favore-
cem o transporte de oxigénio nem outras fungdes vitais [27]. Além da forma de se transportar em
meios vivos, ferro catalisa a produgdo de espécies reativas de oxigénio (ERO’s) mediante a reagao
de Fenton, sendo potencialmente téxico na sua forma /abil, e é também ativador da morte celular
de forma ndo apoptdtica, mediante a ferroptose [28], efeito que é desconhecido ainda para alu-

minio e galio.

Essas carateristicas outorgam ao aluminio e ao galio uma gama de possibilidades como me-

taloterapéuticos.

1.2. Aluminio e Galio em metaloterapéuticos

O aluminio é um dos principais metais usados em farmacos, para o tratamento de numero-
sas doengas. E classicamente usado como adjuvante em vacinas, na forma de hidréxido de alumi-
nio, fosfato de aluminio e alimen (KAI(SO4),.12H,0). A acdo do adjuvante consiste na capacidade
de ligar ou absorver um grande nimero de antigenos numa ampla area superficial, melhorando a
interacdo das células do sistema imune com seus antigenos e estimulando a resposta imune [29].
A US Food and Drug Administration permite 0,85 - 0,125 mg/dose, que encontra-se praticamente
na maioria das vacinas [30]. E também usado como antiacido, em transtornos metabdlicos, farma-

cos antimalaricos, entre outros. Uma breve revisdao é apresentada a seguir.
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1.2.1. Hidrdéxido de aluminio

E aprovado o uso do hidréxido de aluminio em vacinas destinadas a humanos e animais,
bem como adjuvante isolado ou acompanhado sinergicamente de outro, ou seja, como coadjuvan-
te. Como no caso de T-ginseng que em sinergia com o hidroxido de aluminio melhora potencial-
mente a resposta de varios antigenos como a Porcina parvovirus [31]. Se bem que 0s mecanismos
ainda sdo desconhecidos, a acdo conjunta dos adjuvantes pode estimular um maior nimero de
células imunes que atuando por separado. O hidréxido de aluminio junto ao T-ginseng fornece um
jeito simples, barato e seguro de potenciar o efeito nas vacinas, além de diminuir a dose necessa-
ria de aluminio na preparacdo farmacéutica nas vacinas [27]. Outro importante uso do hidréxido
de aluminio é como antiacido. Os antiacidos sdo substancias que exibem efeitos protetores frente
a ataques na mucosa gastrica, podendo também restaurar e curar Ulceras por mecanismos ainda
em estudo. Para neutralizar o ambiente acido na mucosa o composto atua em combinagao com
calcio para combater a diarreia ou com magnésio para combater a constipacdo [32]. Uma série de
preparacdes de antidacidos comerciais contendo hidréxido de aluminio sdo Maalox®, Di-Gel®,

Mylanta®, Riopan®, Rolaids®, Aludrox®, etc.

1.2.2. Fosfato de aluminio

E usado como adjuvante em vacinas, um exemplo é o Chiron (Haemophilus influenza tipo b)
uma vacina do conjugado Hib-CRM1g7 contendo AIPQ,4, que é mais estavel que Al(OH)s. Estudos em
camundongos e porcos da India demonstraram um aumento da imunogenicidade, apesar do fato
de que o conjugado permanece em grande parte ndo absorvida nesta formulacdo particular. A
presenca de AIPO,; melhora significativamente a imunogenicidade da vacina Hib-CRM1g7 em com-
paragdo com a vacina sem adjuvante. Um estudo piloto demonstrou que a nova formulagao foi
segura e imunogénica para criangas, incrementando consideravelmente o anticorpo anti-PRP (an-
ti-polyribosyl ribitol fosfato) [33]. O uso de AIPO, abre a area de desenvolvimento de vacinas con-

jugadas com adjuvante em combinagao com outras vacinas.
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1.2.3. Alimen

KAI(SO4),.12H,0 é um adjuvante amplamente usado em produtos farmacéuticos associa-
dos com a imunizacdo [34]. Embora o mecanismo de acdo é ainda matéria de estudo, o aluminio
tem um papel importante na capacidade de neutralizar alvos moleculares carregados negativa-
mente (como a proteina fibrinogénio presente no plasma e componente principal no processo de
coagulacdo), incrementando os efeitos hidrofobicos que podem levar a precipitacdo de proteinas
em superficies hidrofilicas, ou provocar mudangas em estruturas terciarias interagindo com super-

ficies hidrofébicas/hidrofilicas [27].

1.2.4. Glicinato de aluminio

O 2-aminoacetildihidroxoaluminio, [Al(NH,CH,COO)(OH),], ou glicinato de aluminio apre-
senta dois grupos hidroxil que participam junto com o hidroxido de aluminio como um tampao
intragastrico [35]. Foi experimental e clinicamente testado [36] como neutralizador da acidez em
Ulcera péptica, que é uma lesao gastrica ou duodenal provocada pela secregdo de acido apos in-

feccao por Helicobacter pylori, ou também pelo tabagismo.

Atualmente é usado junto ao trissilicato de magnésio e ao hidréxido de aluminio na formu-
lagdo comercial Gastralgina® [37] utilizado para o alivio de curto prazo de excesso de gas no trato
gastrointestinal, e também é usado para aliviar os sintomas da célica infantil. Uma outra formula-
¢do comercial é a Talcid® cujo componente principal é a hidrotalcita (MggAl,(OH);10C03.4H,0)
composta de camadas positivas de hidroxidos de aluminio e magnésio (1:3) compensadas com
anions carbonatos. A agao farmacologica ainda nao é conhecida completamente, embora os estu-
dos associem o mecanismo bioquimico com a ativacdo de genes da mucosa gastrica que podem
incrementar a migragdo e proliferagao celular na cratera da Ulcera, o que permite a reepitelizagao

e restauracdo da cicatriz [38].
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1.2.5. Nitrato de gélio

O nitrato de galio terapéutico se apresenta de duas formas, livre (GN) ou associado a citra-
to (CGN). O GCN é comercializado como Ganite®, uma injecdo com 97,8 mM de galio:citrato (1:1)
em pH neutro. A atividade antitumoral de GN em ratos foi reportado por primeira vez em 1971,
demonstrando-se mais de 90% de inibi¢gao do crescimento de tumores implantados por via subcu-

tdnea em roedores [39].

Um efeito antihipercalcémico em humanos foi também demostrado, ao diminuir a excre-
¢do urindria de cdlcio permitindo sua reabsor¢ao pelos ossos [40]. A deposi¢cdo de gdlio acontece
na superficie do osso na forma de fosfato de galio, que influi eletrostaticamente na atragdo de
cations de calcio. Um ponto relevante na bioquimica do gdlio aparece neste estudo, porque pode
inibir diretamente uma ATPase, chamada ATPase de prétons de tipo vacuolar (V-ATPase), enzima
gue bombeia protons na superficie do tecido dsseo [41]. Por outro lado, CGN também apresenta
toxicidade, principalmente de tipo renal, como demostra um estudo feito em ratos com doses de
100 mg/kg, onde o dano é causado pela precipitacdo de fosfatos de galio e calcio nos tubulos re-

nais [42].

1.2.6. Cloreto de galio

Estudos em animais mostram que o cloreto de galio (GC) apresenta atividade anticanceri-
gena, principalmente na fase de crescimento exponencial dos tumores [43], sendo a via oral a
forma mais efetiva de administracdo, porque evita a captacdo renal do farmaco [44]. O tratamento
foi feito por 15 dias em 18 pacientes com cancer de pulmao, numa faixa de doses de 100 a 1400
mg/dia (18). Logo depois desse periodo alcangou-se um nivel de concentragdo estacionario (371 +
142 ng/mL) no sangue dos pacientes que ndo desenvolveram metastase, ao contrario daqueles
gue desenvolveram (nivel de galio no sangue insignificante) [45]. As concentracdes reportadas
foram consideradas demasiado altas para GC para ser usado como agente Unico no cancer, por
isso estudos posteriores em pacientes com cancer de pulmao utilizaram associagdes com cisplati-

na [46].
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1.2.7. Quinolato e Maltolato de galio

O tris(8-quinolato) de galio(lll) foi desenvolvido para fornecer uma elevada biodisponibili-
dade oral para o uso de galio no tratamento do cancer. Uma ICso de 2,5 uM de GQ foi obtida para
adenocarcinoma do pulmdo humano A549 in vitro. Um efeito antihipercalcémico também foi ob-
servado em ratos saudaveis, que frente a doses de 62,5 mg/kg/dia experimentaram uma relativa

maior concentragdo de gélio nos ossos (7 pug/g) sem sofrer transtornos pela toxicidade do GQ [47].

Por outro lado, o tris(3-hidroxi-2-metil-4H-piran-4-onato) de galio(lll) ou maltonato de galio
é um complexo moderadamente solUvel em solugdo aquosa (coeficiente de partigdo octanol/dgua
0,41), e estavel no intervalo de pH 5,5-8,0, que justifica sua administracdo oral. 0 GM demonstrou
biodisponibilidade oral de galio em individuos humanos saudaveis, alcancando um nivel maximo
de galio sérico de 569 ng/mL quando administrado a 500 mg. Ja testes de administragdo por via
intravenosa demostram que o galio é quase completamente ligado com a transferrina, sendo so-

mente 2% excretado na urina, o qual provoca toxicidade renal [48].

1.3. Sideroforos

A fisicoquimica do ferro em solucdo é tdo importante para o aluminio e géalio como a qui-
mica dos ligantes que o transportam de matrizes inorganicas para meios vivos, tornando-o um dos

metais que da sentido a Quimica Bioinorganica. Tais ligantes sao os sideroéforos.

Sideréforos sdo moléculas organicas sintetizadas por micrébios, como resultado do proces-
so de evolugdo e transformagao da atmosfera redutora para oxidante, que tornam o ferro acessi-
vel para microrganismos e plantas [49, 50]. Enterobactina, desferrioxamina B, ferricromo, piover-
dina, entre muitos outros, sao ligantes com caracteristicas quimicas necessarias para a aquisicao
de ferro destes ambientes inorganicos (Figura 3). Os grupos funcionais encarregados da quelacdo
sdo principalmente: acido a-hidroxicarboxilato, catecol e acido hidroxamico. Nas ultimas décadas,
sinteses organicas envolvendo esses grupos funcionais sdo intensamente pesquisadas para a pro-

ducdo de sideréforos artificiais com fins biotecnoldgicos [51-53].

27



oH O

H 2 o
Iﬂv‘k\-\__}\ Qqq,.-"-»_ L L, _on ..-—\\‘____p, B o n,
s L A0 __-"Mx_..l:lH m"‘fﬁ‘ b—'\:q.-""‘*-..-' O HD Y WM. Uﬁ_,.m-_: Hv__ﬂ.:;‘%
. . - ‘\#"*—1;,. Hu"'ﬁj e o\rg M o, : n;]\): HA._ 0
...n_;-""w_r- \,:*-..:f% mf“rn'“-"""""% -;:N ‘lu rd H “"'ﬁ"
Y o O " . \I o
Ho" HN\_‘_.A*-Q_'J]\‘DH x‘_,e,.‘_,.m:'
b = T - m"'ﬂ"‘ 3’
o
Enterobactin Corynebactin Desferrioxamine B o
o HO. Ferrichrome
- 1
e |
™ &= N ﬂﬂp\‘ N om
\ \.FJJ °‘°r""*«"‘-r""u'1‘bn mf g  omf
y e, N oM HO o N
f i ,-ﬁgn
~; 2 Yoy o0 e
"fr “‘*‘"”‘“" e
H M T,,ou
e J " X Rhodotorulic acid Alcaligin
a\,?,hl" o
WO, A o
‘-T- by ~ ‘hu-'m X
= "‘*—"“*ﬂﬂ j,-' - mﬁ; o
i -] o 4
Amonabactins oH HO O, OH
- 5T AP
R="T} TR R= "I Trse o g
i Cepabactin OH
R= 0D e R= 2 0 Aerobactin
!
e |
L ok un,
i H o OH
,L,,, H ,.J -~ g ‘(‘ gl-o. &2
o ,-f"ﬁu L om O HJ\' oH P gy
"qm__kf'a 1 " o HM “‘ir-uH w\,\ﬁu a..ﬁ-:wdz mx:t;ﬁ-b
A iy |
N ;ﬁ WOy, M g e L - -I""
{ Yeon  mer P o M,
— OH__~ 1
o
Pyoverdine Alterobactin Staphyloferrin A

Figura 3. Algumas estruturas representativas dos siderdforos. De tipo hexadentado: enterobactina,
corinebactina, desferrioxamina B, ferricromo, pioverdina, alterobactina, aerobactina e estafilofer-
rina; de tipo tetradentado: amonabactinas, dcido rodotorulico e alcaligina; e de tipo bidentado:
cepabactina [23].

1.3.1. Desferrioxamina B (dfo)

Desferrioxamina B, produzida pela bactéria Streptomyces pilosus [54], é um ligante linear
hexadentado com trés grupos hidroxamato (Figura 4), que o faz um ligante muito mais forte em

baixas concentracdes frente a ligantes com denticidade menor.
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Cada grupo hidroxamato tem duas espécies ressonantes principais, uma estrutura com a
carga negativa distribuida no atomo de oxigénio sozinho e outra estrutura com a carga negativa
distribuida nos dois dtomos de oxigénio, o que explica os valores préximos de dissociacdo acida
dos trés grupos. Se bem que esses hidrogénios ndo sdo muito acidos, o efeito quelato pode expli-
car a preferéncia a dissociacdo dos hidrogénios para a quelacdo do ferro, ja que a quelacdo do

metal aumenta a entropia do sistema de dois mols de reagentes para dez mols dos produtos:
[Fe(H,0)s] >+ Hadfo — [Fe(dfo)]+ 6H,0 + 3 H

A interagdo eletrostatica também é um fator importante na for¢a da ligagdo metal-
oxigénio, governada por interacGes acido duro-base dura de Pearson, respectivamente. Assim a
desferrioxamina, que é uma molécula linear, torna-se exociclica para ligar ao ferro (Figura 5), dei-
xando os grupos hidroxamatos na direcdo do metal (como no caso de Al(dfo) ou aluminoxamina
[55]). Essas caracteristicas fizeram que a dfo seja o ligante mais estudado e usado em doencas por
sobrecargas de ferro [56, 57]. Mas, se bem que a dfo demostra atividade antioxidante [58] e anti-
tumoral [59], sua baixa liposolubilidade restringe sua administracdo a infusdo intravenosa, fazendo

o tratamento caro e incOmodo para os pacientes [60].
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Figura 4. (a) Estrutura da desferrioxamina incluindo os pKa associados [61]; (b) coordenacdo de
cations trivalentes por dfo (Me = Al, Ga, Fe) [55].
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1.3.2. Desferrioxamina-cafeina (dfcaf)

Esse novo ligante (Figura 5) conserva algumas carateristicas quimicas da desferrioxamina
como a idéntica atividade antioxidante, quelagdo de tipo octaédrica e uma consideravel afinidade
pelo ferro(lll) em condiciones fisioldgicas (logB: 42,3 (dfo) [62], 23,0 (dfcaf) [63]). Se bem que que
a cafeina pode coordenar ions metadlicos por seus atomos de nitrogénio e oxigénio, esses comple-
X0s sdo muito pouco estaveis [64], o qual garante que a quelacdo do dfcaf aos cations acontece
pelos grupos hidroxamatos. A conjugacdao com a cafeina outorga-lhe ao dfcaf um incremento na
liposolubilidade, facilitando a permeabilidade celular que nao possui a desferrioxamina, certamen-
te associado com carateristicas préprias da cafeina como a rapida absorcdo oral através do trato
gastrointestinal, e a capacidade de atravessar a barreira hematoencefdlica (Blood Brain Barrier,

BBB) [65, 66].
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Figura 5. Estrutura da desferrioxamina-cafeina. Em vermelho os grupos encarregados da conjuga-
¢do [63].

O dfcaf também apresenta propriedades ligantes com cobre(ll) e manganés(ll), mas a qui-
mica desenvolvida com o cation duro ferro(lll) cria a expectativa da quelagdo com outro cation

duro como aluminio(lll) e assim pesquisar o chamado efeito cavalo de Trdia.
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1.4. Efeito Cavalo de Trdia

O termo cavalo de Troia é tomado da histoéria da Guerra de Trdia, narrada na Odisséia de
Homero e na Eneida de Virgilio, onde o exército grego ao ndo conseguir invadir Trdia simula o
abandono da guerra e dd como oferenda a seus inimigos um monumento gigante de cavalo, que
os troianos recebem sem suspeitar que dentro se escondiam os melhores guerreiros gregos. Estes
sairam do cavalo a noite, abriram as portas da cidade e, assim, permitiram a entrada do exército

grego e a conseqliente vitdria.

No contexto cientifico, as primeiras publicacdes associadas com este efeito citam o meca-
nismo “pull and push” (1991) em referéncia ao poder quelante da desferrioxamina para puxar me-
tais redox ativo como ferro ou cobre e empurrar metais redox inativo como o zinco [67]. Miller et.
al. (1993) relatam a possibilidade de conjugados de sideréforos seguir o mesmo mecanismo que o
siderdforo sozinho, mediante a participacdo do receptor FhuA para o transporte de ferro, o qual

incentiva a pesquisa no efeito [68].

Apenas no ano 2000, Roosenberg et. al., o termo cavalo de Trdia é apresentado numa revi-
sdo sobre o sistema ja relatado em referéncia ao uso de [Fe(siderdforo)]-espacador-droga para
permitir a internalizagdo de drogas em microrganismos provocando sua morte [69]. A partir de
entdo a frequéncia de uso do termo aumentou sempre em referéncia ao transporte e entrega de

compostos toxicos através de uma barreira [70-73].

Uma adaptac¢do dessa estratégia, usando sé o sideréforo (desferrioxamina) e um metal t6-
xico (cadmio) sem a droga, foi utilizado. Assim, o complexo [Cd(dfo),Cls] demostrou maior toxici-
dade que o CdCl, nas bactérias Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e no fungo Candida al-

bicans [74].

O efeito relatado ndo poderia acontecer sem algumas carateristicas bem interessantes da

adaptacdao dos microbios no processo evolutivo.
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1.5. Bactérias e fungos

As bactérias e fungos sdo parte fundamental da biosfera e permitiram estudar de forma in-
direta a evolugdo da vida e as transformacgdes que experimentou a atmosfera terrestre, assim co-
mo a procura de condi¢gdes minimas de vida em outros planetas [75]. Faz aproximadamente 3,5
bilhGes de anos que a vida primitiva apareceu numa provavel [76] atmosfera redutora terrestre
com abundancia de ferro(ll) e tragos de Oy, com o qual formaram se os primeiros esbogos de

vida unicelular.

Meio bilhdo de anos depois, com o desenvolvimento das cianobactérias e a producdo de
O, pelo processo da fotossintese, a atmosfera tornou-se oxidativa até alcancar 21% de oxigénio
molecular [77]. Nesse cenario os compostos antes ferrosos agora oxidados formam parte de miné-
rios como compostos férricos com uma extrema insolubilidade que diminui sua biodisponibilidade.
Esse periodo de transicdo demostrou a capacidade de adaptacao e evolugdo dos microrganismos,
como recentemente a E. coli demostrou selecionando resisténcia in vitro a antibidticos em 10 dias

[78].

Bactérias e fungos desenvolveram técnicas de sintese de sideréforos [79], como ja foi men-
cionado, mas as infimas concentragdes de ferro(lll) disponiveis em meio vivo, geraram uma alta
competicdo pelo metal. Nessa competicdo muitos microrganismos se adaptaram, modificando sua

membrana celular para a expressao de receptores de siderdforos de organismos competidores.

Essa promiscuidade é apresentada por exemplo em E. coli, que produz os sideroforos ente-
robactina e aerobactina, no entanto é capaz de absorver ferro com a desferrioxamina B [80]. P.
aeruginosa, patégeno oportunista causador da maioria de infe¢des em hospitais, produz os sidero-
foros pioquelina e pioverdina mas também apresenta sistemas de consumo de ferrioxamina,
Fe(dfo) [81, 82]. S. aureus, produz as estafiloferrinas A e B dentre outros, existindo evidéncias da
aquisicao de ferro por sideréforos com hidroxamatos [83, 84]. Além das bactérias nomeadas, o
fungo C. albicans produz siderdforos com grupos hidroxamato além de siderdforos com grupos

fenolato [85].
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1.6. Técnicas computacionais

A gquimica, que por exceléncia € uma ciéncia experimental, teve um ponto de inflexdo no
ano 1926 com a equacdo AW = EW, concebida por Schroedinger para explicar os resultados expe-
rimentais obtidos por Stark no estudo do atomo de hidrogénio na presenca de um campo elétrico
uniforme [86]. A quimica tedrica permitiu atuar como uma ferramenta de apoio na analise e inter-
pretacao de dados experimentais. O crescimento da drea foi em paralelo com o desenvolvimento
do computador, que tornou possivel uma enorme quantidade de operagbes matematicas, pelo
qual denominou-se quimica computacional. Sendo em 2013, um ano de reconhecimento na area
com o Nobel de quimica para Martin Karplus, Michael Levitt e Arieh Warshel pelo desenvolvimen-
to de modelos multiescala para sistemas quimicos complexos. Com o desenvolvimento de softwa-
re livre tornou-se possivel o planejamento e execucdo de projetos de pesquisa com baixo custo

financeiro, o qual tornou ainda mais popular a quimica computacional.

A quimica computacional esta dividida em dois grandes campos: a mecanica classica e a
guantica (Figura 6). A quantica, que compreende o uso de métodos ab initio, semi-empirico e fun-
cional de densidade, e a classica, baseado principalmente na mecanica molecular. Uma mistura é
possivel, com métodos hibridos que permitem fazer o calculo de dinamica molecular em macro-
moléculas, e selecionar regides geralmente de pequenas moléculas denominadas ligantes, onde se

prefere um célculo quantico.

Uma primeira etapa puramente quimica consiste no desenho e otimizacdo da estrutura
molecular, para o qual existem varios softwares disponiveis, nosso caso usamos Avogadro®, um
software livre compativel com todas os sistemas operacionais e pratico para a geragao de arquivos
de cdlculo. Gaussian® é um software exclusivo para calculo (otimizacdo de geometria, grupo de
ponto, potencial eletrostatico, densidade eletrénica, espectroscopia, etc), uma outra opcao é Or-
ca®. Moléculas ja otimizadas estruturalmente encontram-se depositadas em Maybridge, Cambrid-

ge Structural Database ou livremente em Zinc.

Softwares como Pymol® ou Chimera® permitem a visualizagdo e manipulagdo de macromo-
léculas (receptores proteicos, enzimas, etc.), as quais podem ser obtidas de grandes bancos de

estruturas moleculares publicos como, por exemplo, o Protein Data Bank (PDB).
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Um tratamento necessario para manipular as proteinas, como a eliminacdo das aguas de
cristalizacdo ou a adi¢cdo de hidrogénios, pode ser feito com o software livre AutoDock Vina®, o
qual permite fazer docking molecular, uma técnica que comegou a ser desenvolvida no inicio da
década de 1980 e estd baseada na predicdo do modo de ligacdo de uma pequena molécula ligante
na regido de ligacdo (sitio ativo) de um alvo molecular (receptor), e na quantificacdo da afinidade
dessa ligacdo. Outros softwares analogos sdo Eudock®, Dock®, SwissDock®, FlexX®, etc [87]. A
maioria dos programas de docking utiliza modelos simples de fun¢des de energia potencial basea-

dos em campos de forga da mecanica molecular classica[88].

LIGANTE RECEPTOR
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Figura 6. Fluxograma de técnicas computacionais para a previsdo de propriedades fisico-quimicas
em interacOes ligante-receptor. Softwares em vermelho e banco de dados em azul.

Aproximadamente até a década de 1980 os novos medicamentos eram descobertos atra-
vés de testes de tipo caixa-preta em células ou modelos animais, metodologia tradicional chama-

da de triagem cega [89]. MilhGes de compostos foram testados assim, em processos de 15 anos

como média.
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Metodologias de docking receptor-ligante sdo amplamente utilizadas dentro do desenho
racional de farmacos baseado em estrutura (DRBE), chamadas de triagem virtual. A primeira etapa
consiste na escolha adequada do alvo terapéutico associado com uma doenca (Figura 7), em se-
guida precisa-se obter a estrutura molecular tridimensional do alvo ou biorreceptor, que pode ser
obtida de bancos de estruturas moleculares como PDB, ou se ndo existe ainda somente pode ser
obtida através de técnicas experimentais como difracdo de raios-X em cristais. A seguinte etapa é
a triagem in silico ou com métodos computacionais; nesta etapa é efetuado o docking podendo se
testar milhdes de moléculas contra o alvo molecular até encontrar um composto promissor. Tes-

tes in vitro e in vivo sdo realizados para validar a otimiza¢gdo dos compostos protétipos [90].

Como exemplo, o composto Relenza® foi proposto como um potencial inibidor da replica-
¢do do virus Influenza, mediante uma selecdo in silico no ano de 1993 [91]. Num tempo curto de

seis anos foi comercializado (Figura 7), demostrando o poder preditivo da triagem in silico.
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Figura 7. Etapas do Desenho Racional de Farmacos Baseado em Estrutura. Um deles é Relenza,
remédio para Influenza [91].
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2. Objetivos

2.1 Hipétese

A hipdtese de trabalho se apdia em dois pontos cruciais: as caracteristicas quimicas co-
muns do Al** e Ga>* com o Fe** em meio aquoso, e o uso promiscuo de sideréforos por bactérias e
fungos para a obtencdo de Fe**. Ent3o, sugere-se que o carregado do sideréforo desferrioxamina e
do conjugado desferrioxamina-cafeina com aluminio e galio pode ser aceitado e absorvido por

microrganismos como se fosse Fe(dfo) e ter um efeito toxico.

2.2 Objetivo geral

Sintese, caracterizacdo e estudo da estabilidade de Mel (1:1), Me = AI3+, Ga* el = dfo,

dfcaf) para o estudo do efeito biolégico em bactérias e fungos.

2.3 Objetivos especificos

Sintetizar e caracterizar: Al(dfo), Ga(dfo), dfcaf, Al(dfcaf), Ga(dfcaf),
Investigar a estabilidade por equilibrios competitivos com sondas fluorescentes
Investigar a atividade antioxidante

Estudar a atividade antimicrobiana contra E. coli, P. aeruginosa, S. aureus e C. albicans
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3. Parte Experimental

3.1. Materiais e Métodos

Tabela 2. Reagentes e solventes

Procedéncia Reagente Grau
Apotex (Canada) Deferiprona (L1) 99%
Biotium Cloreto de dihidrorodamina (DHR) Analitico
Cristalia (Brasil) Mesilato de desferrioxamina >99%
Cromoline Quimica Fina Cafeina anidra Analitico
Fluka (USA) Cloreto de aluminio >99%
Merck Sabourand Dextrose Agar (SDA) Difco® -
Sabourand Dextrose Broth (SDB) Difco® -
Triptic Soy Agar (TSA) Difco® -
Triptic Soy Broth (TSB) Difco® -
Agua deionizada (equipamento Millipore) Ultra-pura
Sigma Aldrich Acido cloridrico Analitico
Acido L-(+) ascérbico 99%
Acido teofilina-7-acético (T7A) >99,0%
Calceina Analitico
Chelex® -
Cloreto de crémio (lll) Espectrométrico
Diclorometano Analitico
Dimetilformamida (DMF) Analitico
Dimetilsulféxido (DMSO) Espectrométrico
Dimetilsulféxido deuterado (d) >99,0%
Etanol Analitico
Fluoresceina de sddio Analitico
Hepes 299,5%
Hidroxido de sédio Analitico
8-Hidroxiquinolina 99%
N-(3-dimetilaminopropil)-N’-etilcarbodiimida (EDC) >98,0%
N-hidroxibenzotriazol (HOBt) >99,0%
Nitrato do galio >99,0%
Nitrato do indio >99,0%
Nitrilotriacetato de sédio (NTA) >99,0%
Sulfato ferroso amoniacal hexahidratado (FAS) 98%
Tetrabutilamonio tetrafluoroborato Espectrométrico
Synth Cloreto de sédio Analitico
Cloroférmio Analitico
Metanol Analitico
Vetec Quimica Fina Eter dietilico Espectroscopico




3.2. Sintese do ligante dfcaf

A sintese do ligante dfcaf foi feita em concordancia com os protocolos ja descritos pelo
grupo [92], mediante o acoplamento em refluxo e atmosfera inerte de Ny, EDC, HOBt, dfo e T7A
(Tabela 2). Em um baldo de trés bocas adicionaram-se 10 mL DMF contendo 0,288 g de EDC (1,5
mmol), 0,203 g de HOBt (1,5 mmol), 0,657g de desferrioxamina (1 mmol) e 0,238 g de T7A (1
mmol), por 5 h a 75°C, seguida de evaporagao do solvente até formagdo de sdélido de cor bege que
logo se secou a vacuo. Lavou-se cinco vezes com éter dietilico, centrifugou-se a 5000 rpm por 5
min a 25°C, e secou-se a vacuo. Repetiu-se a lavagem com agua e metanol nas mesmas condigdes.

Finalmente registrou-se a temperatura de fusao (Figura 8).

Mesilato de desferrioxamina, 0,6568 g (1,0 mmol)

* Dissolver 10 mL de DMF
«— EDCO0,288 g (1,5 mmol)
<+— HOBt 0,203 g (1,5 mmol)
l«—— T7A 0,238 g (1,0 mmol)

* Refluxo5ha75°C

Mistura de reagdo

» Resfriar até 25 °C
» Rotovaporagao, formacao de solido cor bege

» Secar a vacuo

Dfcaf + impurezas

* Lavagem x5 com 5 mL de éter dietilico e agitacdo

» Decantar e descartar o liquido

» Secar a vacuo

Dfcaf + trazas

» Lavagem x5 com 5 mL de agua e agitacao

e Centrifugar a 7500 rpm por 8’, 25 °C

* Secar a vacuo

* Lavagem x5 com 5 mL de metanol e agitacao
e Centrifugar a 7500 rpm por &', 25 °C

» Secar a vacuo

Dfcaf (P. fusdao 183-184 °C)

Figura 8. Fluxograma para a sintese do dfcaf.
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3.3. Caracterizacao do dfcaf

3.3.1. Solubilidade do dfcaf

Determinaram-se as solubilidades em agua, éter dietilico, metanol, cloroférmio, diclorome-
tano e dimetilsulféxido. A sintese dos complexos de dfcaf sdo dependentes da solubilidade do li-

gante.

3.3.2. Andlise elementar

A composicao elementar do ligante dfcaf foi determinada no equipamento Perkin Elmer

Elemental Analyzer CHN 2400 do I1Q-USP.

3.3.3. Temperatura de fusao

Determinaram-se as temperaturas de fusdao do dfo e dfcaf no equipamento fornecido pelo
Laboratério de Sintese de compostos organicos a cargo do professor Claudio Di Vitta do Instituto

de Quimica da USP.

3.3.4. Espectroscopia eletrénica no ultravioleta (UV)

Os espectros eletrénicos na regido UV do dfo e dfcaf foram registrados no leitor de micro-
placas SpectraMax M4 em placa de quartzo de 96 pogos do Laboratério de Quimica Bioinorganica

e Metalofarmacos do IQ-USP.
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3.3.4. Espectroscopia vibracional na regiao do infravermelho (V)

Registraram-se os espectros IV do dfo e dfcaf em estado sélido no intervalo 4000 a 400 cm’
' (£ 2 cm™) no equipamento Alpha Bruker FTIR, do Laboratério de Espectroscopia Molecular, a
cargo do professor Romulo Augusto Ando do IQ USP, a fim de determinar os grupos funcionais

presentes.

3.3.5. Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear de 'H (*H-RMN)

Registraram-se os espectros de 'H-RMN do DFO e DFCAF no equipamento Varian 300 MHz
(7,05 T) da Central Analitica. Os ligantes foram preparadas em dimetilsulféxido deuterado e os

metais em agua deuterada para obter uma proporg¢ao 1:1 de metal e ligante a 25°C.

3.4. Sintese e caracterizacdao dos complexos Al(dfo), Ga(dfo),

Al(dfcaf), Ga(dfcaf)

3.4.1. Sintese de Al(dfo) e Ga(dfo)

AICl5() anidro foi secado até massa constante, e preparou-se uma solugdo padrdo em tam-
pao HBS (Hepes (20 mM), NaCl (150 mM ), lavado com Chelex®-100 (sddica) a 1 g/100 mL, pH 7,4).
Adicionou-se, a temperatura ambiente uma solu¢do de desferrioxamina no mesmo tampao, para
atingir uma proporg¢ao molar metal:ligante 1:1, seguido de agitagdao vigorosa e um tempo referen-
cial de dez minutos antes de se usar. Um procedimento analogo foi feito com o Ga(NOs)s para a

sintese de Ga(dfo) (Figura 9).
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AlCl; ou Ga(NO,); (1 mmol)

» Secagem até massa constante

1 mL de HBS (tampdo a pH 7,4
previamente filtrado em Chelex®)

«—— 5 mL de DFO (200 mmol.Ll) em HBS
e Agitacdoa 25 °C

* Repouso por 10 min

Me(dfo) 166,67 mmol.L* {(Me=Al ou Ga)

Figura 9. Fluxograma para a sintese dos complexos Al(dfo) e Ga(dfo).

3.4.2. Sintese de Al(dfcaf) e Ga(dfcaf)

O dfcaf sintetizado foi unicamente possivel de dissolver em dimetilsulfoxido. 0,02 mmol do
ligante foram sonicados nesse solvente a 37°C por 30 minutos. Adicionou-se uma aliquota de 10
uL de cloreto de aluminio 2 mol.L"! (em tamp3o HBS), para atingir uma propor¢io molar me-
tal:ligante 1:1, seguido de agitacdo vigorosa a um tempo referencial de dez minutos antes de se
usar. Um procedimento analogo foi feito com o sal de gélio para a sintese de Ga(dfcaf) como se

indica na Figura 10.

Dfcaf 0,016 g (0,02 mmol)

<«—— 8 mL de DMSO

* Sonicac¢do a 37 °C por 30 min
«— Al3* ou Ga3* (0,02 mmol) em HBS
» Agitacdoa 25 °C

¢ Repouso por 10 min

Me(dfcaf) 2,5 mmol.L't (Me=Al ou Ga)

Figura 10. Fluxograma para a sintese do Al(dfcaf) e Ga(dfcaf).
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3.4.3. Analise quantitativa de Aluminio e Galio

Solugdes padrdo de aluminio e galio foram analisadas por Espectrometria de emissdo 6tica

com plasma (ICP-OES) na Central Analitica do 1Q-USP.

3.4.4. Espectrometria de massas (EM)

Os compostos Al(dfo), Ga(dfo), Al(dfcaf), Ga(dfcaf) foram analisados por inje¢do direta no
equipamento Amazon Speed ETD Bruker Daltonics, lon Trap de Baixa Resolugdao na Central Analiti-
ca do 1Q-USP, com nebulizador de 12 psi, fluxo de gas 5 L/min e voltagem do capilar de entrada

4500V a 300°C.

3.4.5. Voltametria Ciclica (VC)

Registraram-se os voltamogramas ciclicos dos complexos do Al(dfo), Ga(dfo), Al(dfcaf),
Ga(dfcaf) no potenciostato AutoLab do Laboratdrio de Bioelectroanalitica a cargo da professora
Silvia Pires Serrano do IQUSP. Numa cela de trés entradas montou-se o sistema eletroquimico:
eletrodo de trabalho de carbono vitreo (lixado com alumina e agua em cada medicdo), eletrodo de
referéncia de Ag/AgCl saturado em KCl e fio de platina como eletrodo auxiliar. Os dados foram
processados com o software GPES 4.9. Todas as solu¢des foram preparadas com agua ultrapura
Milli-Q® de 18,0 MQ cm e previamente a cada medi¢do a solugdo é borbulhada com Ny Para
Me(dfo) (com Me=Al ou Ga), se trabalhou com dfo 100 uM (concentracao fixa) em pH 7 na pre-
sencga de ion metalico de concentragdo suficiente para atingir as proporgdes metal:ligante de 0,5,
1 e 2. NaCl 100 mmol.L-* foi o eletrdlito suporte. As condicBes de trabalho foram: velocidade de
varredura, 100 mV/s, 25°C no intervalo -1,0 até 1,4 V. Para Me(dfcaf) (com Me=Al ou Ga) as condi-
¢Oes foram as mesmas, trocando-se apenas o eletrélito suporte por tetrafluoroborato de tetrabu-

tilamonio 100 mmol.L-.
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3.4.6. Espectroscopia de Ressondncia Magnética Nuclear de "H (*H-RMN)

Registraram-se os espectros de Ressondncia magnética nuclear do Al(dfo), Al(dfcaf) no
equipamento Varian 300 MHz da Central Analitica. As amostras foram preparadas em dimetilsul-

foxido deuterado na temperatura 298 K.

3.4.7. Espectroscopia eletronica no ultravioleta (UV)

Os espectros eletronicos na regido do UV dos complexos Al(dfo), Ga(dfo), Al(dfcaf),
Ga(dfcaf) em solucdo foram registrados no leitor de microplacas SpectraMax M4, usando uma
microplaca de quartzo de 96 pogos para as leituras em diferentes concentragdes de forma simul-
tanea. O equipamento pertence ao Laboratdrio de Quimica Bioinorganica e Metalofarmacos do

1Q-USP.

3.5. Equilibrios competitivos com sondas fluorescentes

3.5.1. Complexos versus calceina-ferro (CAFe)

Numa microplaca transparente de 96 pocos adicionaram-se 190 uL de CAFe 2 uM em tam-
pao HBS, e 10 pL dos complexos Al(dfo), Ga(dfo), Al(dfcaf) e Ga(dfcaf) em concentragdes varidveis,
0 até 2 uM. As microplacas foram incubadas por dez minutos e as leituras foram feitas em triplica-
ta com A(exc/em) = 485/520, ganho 500 e 37°C, no equipamento BMG Fluostar Optima do Labora-

tério de Quimica Bioinorganica e Metalofarmacos do 1Q-USP.

3.5.2. Complexos versus 8-HQ

Uma aliquota de 10 pL dos complexos estudados foram adicionados em diferentes concen-

tragdes numa microplaca de 96 pogos contendo 190 ulL da sonda 750 uM em HBS. A microplaca foi
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encubada por dez minutos e as leituras foram feitas em triplicata registrando-se a fluorescéncia a
Aexc/Aem = 320/520 nm, ganho 1000 a 37°C, no leitor de microplacas SpectraMax M4, do Labora-

tério de Quimica Bioinorganica Ambiental e Metalofarmacos do 1Q-USP.

3.5.3. Testes com FLDFO

Numa microplaca de 96 poc¢os foram adicionados 180 pL de FLDFO 2 uM em HBS e a fluo-
rescéncia foi registrada a Aexc/Aem = 485/520 nm; ganho 1260 e 37°C por triplicata, no equipa-
mento BMG FluoStar do Laboratdrio de Quimica Bioinorganica e Metalofarmacos do IQ-USP. Num
tempo seleto (estabilidade da sonda em aproximadamente 15 minutos) adicionaram-se os com-
postos em estudo: AI**, Ga*', Fe**, Al(dfo), Ga(dfo) e 4gua, para a avaliacdo da estabilidade medi-

ante equilibrios competitivos.

3.6. Atividade antioxidante dos complexos

O complexo padrdo pré-oxidante Fe(nta) foi preparado com uma solucdo aquosa de FAS e
ligante NTA (10 mmol.L'!) em proporcdo molar 1:1 de ferro:ligante. Numa microplaca de 96 pocos
com 180 pL de solugdo fluorogénica (acido ascérbico 40 uM e DHR 50 uM em HBS) foram adicio-
nados 10 pL de solucdo Fe(nta) 200 uM e 10 uL dos compostos em avaliagio: Al**, Ga**, dfo, dfcaf,
Al(dfo), Ga(dfo), Al(dfcaf) e Ga(dfcaf). As curvas cinéticas de fluorescéncia foram registradas por
triplicata em intervalos de 2 minutos por 1 hora a 37°C em Aexc/Aem = 485/520 nm no equipa-
mento BMG FluoStar, e as velocidades de oxidacao foram determinadas a partir das inclinagdes

dessas curvas depois de 15 minutos.
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3.7. Testes biologicos

Os testes bioldgicos consistiram na determinacdo da concentracdo inibitoria para 50% da
populacdo (ICso) provocada por: Al**, Ga**, dfo, dfcaf, Al(dfo), Ga(dfo), Al(dfcaf) e Ga(dfcaf). A téc-
nica foi baseada nos métodos do Comité Nacional de Padrées de Laboratdrios Clinicos (NCCLS)
[74] e foi aplicada em E. coli (ATCC 9739), P. aeruginosa (ATCC 9027), S. aureus (ATCC 6538) e C.
albicans (ATCC 10231). Toda vidraria e solu¢Ges foram esterilizadas previamente em autoclave,
baseado no procedimento padrdo de trabalho no Laboratério de controle microbiolédgico a cargo

da Profa. Dra. Telma Kaneko (FCF-USP).

3.7.1. Transferéncia de cultivos e incubacao

Em tubos com tampa metaélica de aproximadamente 20 mL, foram adicionados 10 mL de
meio de cultura Triptic Soy Agar (TSA) Difco® (40 g/L) para bactérias, e Sabourand Dextrose Agar

(SDA) Difco® (65 g/L) para fungos. Os tubos se deixaram inclinados até se solidificar.

Todos os microrganismos encontram-se armazenados em geladeira independente dos ma-
teriais e solugdes esterilizadas. A semeadura de micrdbios seguiu-se como mostrado na Figura 11,
e a incubacdo de bactérias foi por 24 horas e 37°C e no caso do tubo com fungo 72 horas e 25°C,

para permitir o étimo crescimento microbiano.
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Figura 11. Procedimento para a transferéncia asséptica de cultivos de micrdbios: (a) aquecer a alca
até alcancar o vermelho vivo para esteriliza-la, (b) retirar a tampa do tubo, (c) flamear a entrada
do tubo, (d) coletar o microrganismo s6 com a parte esterilizada da alca e sem penetrar no agar,
fazendo um caminho de ziguezague, (e) flamear novamente a entrada do tubo, (f) tampar e logo
da semeadura num novo tubo, esterilizar a alca novamente [93].

3.7.2. Preparacao de diluicdes microbianas em solucao salina.

Trabalhando na cdmera de fluxo, adicionam-se 10 mL de solugdo salina estéril (NaCl 0,85%
m/V) no tubo inoculado. A suspensdo microbiana recuperou-se em um novo tubo rotulado “solu-
¢do mae”. Colocou-se num suporte 9 tubos de ensaio com 9 mL de solugdo salina. Adicionou-se 1
mL da suspensdo microbiana no primeiro tubo, agitou-se e rotulou-se com “-1”, correspondente a
diluigio por 10 ou fator 10™ em relagdo a solucdo mie. 1 mL da solucdo “-1” é transferido para o
tubo “-2” para obter a solucdo com fator 1072 e assim sucessivamente até preparar a solucao “-9”.

Imediatamente depois deste procedimento sdo utilizadas aliquotas de 1 mL dos tubos “-6”, “-7” e
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“-8"” e foram adicionadas em placas (Figura 12). Aproximadamente 9 mL de meio de cultura TSA
para bactérias ou SDA para fungos foram adicionadas em cada placa, a operacao foi feita por du-

plicata. A incubacdo foi feita por 24 horas e 37°C para bactérias e 72 horas e 25°C para fungo.

ImL I1mL 1mL 1ImL 1ImL 1ImL 1ImL 1mL

1mL
Solugao
salina, 9 mL
Suspensdo e i o 4 ' \
microbiana .

_-=--"__~ Transferéncia de 1 mL do tubo para a placa

[
v hY

Figura 12. Preparagao de diluigdes microbianas para a obtengdo das Unidades Formadoras de Co-
|6nia (UFC) [94].

3.7.3. Contagem de micrdbios

A contagem foi feita usando um contador de micrébios mecanico Phoenix que corresponde
diretamente ao numero de coldnias. Como fez-se por duplicata, a média dos valores multiplicado
pelo fator de diluicdo corresponde as Unidades Formadoras de Col6onia (UFC) por mL da solucdo
original. Concentracdes finais de 10° — 10° UFC/mL foram utilizadas para bactérias e 10* UFC/mL

para fungos.
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3.7.4. Preparacgado da microplaca

Numa microplaca transparente de 96 pocos adicionaram-se 190 uL de Tryptic Soy Broth
(TSB) para as bactérias ou de Sabourad Dextrose Broth (SDB) para os fungos, na forma estéril ou
inoculado na distribuicdo mostrada na Figura 28. Aliquotas de 10 puL dos compostos em estudo
(AP, Ga*, dfo, dfcaf, Al(dfo), Ga(dfo), Al(dfcaf) e Ga(dfcaf)) em concentragoes variadas foram adi-
cionados. Os controles foram cloranfenicol para E. coli e S. aureus; Amikacin, para P. aeruginosa
ou Nistatina para C. albicans. A microplaca (figura 13) foi coberta com tampa de plastico estéril e

incubada por 24 horas e 37°C para bactérias e 72 horas e 25°C para fungo.

3.7.5. Leitura na microplaca

A influéncia dos compostos no crescimento microbiano foi determinado por absorbancia a
630 nm e 25°C utilizando um leitor ELISA (modelo LM-LGC, Biotecnologia LCG, Brasil) do Laboraté-
rio de controle microbioldgico da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas a cargo da Profa. Dra. Tel-

ma Kaneko.
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£138888888: 8
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e 300000000 &@
r 200000000 H @
c& HQ@@000000&®
HE GG DDLE B
@ Controle de esterilidade do meio: TSB ou SDB
@ Controle de sensibilidade ao antibidtico: TSB ou SDB inoculado + Antibidtico

¢

) 5 Controle de crescimento do micrébio: TSB ou SDB inoculado
Controle de esterilidade da placa de leitura: poco vazio

' Composto 1 em TSB ou SDB inoculado

‘ Composto 2 em TSB ou SDB inoculado
Figura 13. Distribuicdo dos compostos para leitura na microplaca. Os pogos 3B, 3C e 3D corres-
pondem ao analise por triplicata do composto 1 de concentragao final 125,0 uM. De forma analo-
ga os pocos 3E, 3F e 3G para um segundo composto com a mesma concentracdo. Dilui¢cdes seria-

das dos compostos pertencem a concentragdes finais de 62,5, 31,25, 15,6, 7,8, 3,9, 1,9 e 0,9 uM,
desde a coluna 4 até a 10.
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3.7.6. Célculo do ICgq

Tendo como referéncia a absorbancia do controle de crescimento, calculamos a porcenta-
gem de inibicao dos microbios. O grafico deste parametro contra o logaritmo da concentragao dos
compostos em estudo denomina-se curva dose-resposta [95] que permitiu determinar a concen-

tracdo inibitdria para 50% da populacdo (ICso) através do programa GraphPad Prism versdo 5.

3.8. Previsao de propriedades fisico-quimicas por métodos compu-

tacionais

Usaram-se programas de computador para o desenho e otimizagdao de estruturas molecu-
lares (Avogadro versdo 1.1.1. com Gaussian versao 3.0), previsdao de propriedades fisico-quimicas
(Marvin Sketch 16.2.8.0) e docking molecular (AutoDock versdo 1.5.6 para cdlculo e Chimera ver-

sdo 1.10.2. para a visualizagdo).
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4. Resultados e Discussao

4.1. Sintese e caracteriza¢ao do ligante dfcaf

4.1.1. Solubilidade do dfcaf

O solvente dimetilformamida tem um hidrogénio, mas de acordo com suas espécies resso-
nantes ele ndo é acido, por isso é considerado um solvente aprético. Além disso os atomos de ni-
trogénio e oxigénio dispersam a densidade de carga negativa da molécula, apresentando um efei-
to de solvatacdo principalmente em cations, por isso a correta denominacao do solvente é aproti-

co dipolar [96].

Ele pode contribuir no estabelecimento de um ambiente polar adequado, favorecendo a
solvatacdo dos reagentes, ja que tem um momento dipolar de 3,86 D, muito proximo dos reagen-
tes (3,69 D para dfo e 3,16 D para T7A [97]), fornecendo interacdes solvente-solvente, soluto-
soluto e solvente-soluto de quase a mesma magnitude. Assim também, a dimetilformamida é util
ao final da sintese para a remogdo dos reagentes em excesso, considerando que o produto dfcaf

torna-se insoluvel no solvente.

A temperatura de ebulicdo da dimetilformamida é 153°C, o que permite fazer a sintese
sem problemas na temperatura aplicada ao sistema. N-hidroxibenzotriazol (HOBt) é comumente
usado na sintese de aminas de acidos carboxilicos [98], por isso foi usado para favorecer a reacao
do terminal amino da dfo e do carboxilato da T7A. A Figura 14 mostra uma proposta do mecanis-

mo de reacgdo para a formacdo do produto da sintese.
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Figura 14. Mecanismo proposto de reagao de desferrioxamina e T7A para a sintese de dfcaf.

O produto sélido obtido de cor branco ligeiramente bege, foi secado com ajuda de uma
bomba de vacuo e caracterizado em seguida. E importante ressaltar que a cafeina e, em um grau
muito maior, a desferrioxamina, sdo solUveis em agua, no entanto o dfcaf ndo, que somente apre-
sentou solubilidade em dimetilsulfoxido a aproximadamente 2,5 g/L. Essa mudanga, além de indi-
car a formacdo do novo composto, pde em evidéncia as forgas intermoleculares que ird desenvol-
ver o dfcaf. Como por exemplo o aumento na area superficial do dfo para o dfcaf, de 935,52 para
1198,29 A% respectivamente (de acordo com o programa Marvin Sketch), que é relevante na inte-

racao do tipo Van der Waals.
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4.1.2. Andlise elementar

A analise elementar (em % de elemento) resultou em 50,3, 7,6 e 15,7 de C, H e N respecti-

vamente, valores préximos aos tedricos: 51,0, 7,7, 17,1 de C, H e N respectivamente.

4.1.3. Temperatura de fusao

A temperatura de fusdo registrada para o produto da sintese foi 183-184°C, valor compara-
vel com o ja reportado, 183-186°C [92]. A temperatura de fusdo tao préxima é um bom indicador
da formacdo do produto ja que permite-nos diferencia-los dos reagentes dfo e T7A (cujas tempe-

raturas de fusdo sdo 111 e 271°C, respectivamente).

4.1.4. Espectroscopia eletrénica no ultravioleta (UV)

O espectro eletronico do dfcaf (Figura 15) mostra uma banda em 276 nm que ndo aparece
na desferrioxamina e que corresponde a cafeina [99]. A absorbancia associada a este comprimen-
to de onda corresponde a uma transicdo eletronica de tipo m = n* da fracdo xantina no dfcaf es-
tabilizada pela enorme quantidade de estruturas ressonantes (227 estruturas de acordo com Mar-
vin Sketch). Esta grande variedade de possiveis transicoes faz que o espectro apresente bandas de
absorgao e nao linhas isoladas como por exemplo no caso da espectroscopia de massas. Se bem
gue as transi¢cdes sdo processos estocasticos, essa indeterminagao tem a maior probabilidade de
ocorrer em alguns estados energéticos, como 6 = o™ no caso de transi¢gdes proximas ou menores
de 200 nm ou 1t = 1* em nosso caso. Também se pode inferir que a desferrioxamina ndo apresen-
ta este tipo de transicdo m - n* ja que o seu espectro eletronico foi idéntico ao dimetilsulféxido

usado como solvente nos trés casos.
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Figura 15. Espectros eletrénicos UV/Vis de Dfo e dfcaf em DMSO.

4.1.1. Espectroscopia vibracional na regido do infravermelho (1V)

O espectro vibracional do dfcaf (Figura 16) apresenta duas frequéncias importantes para
diferencia-lo da dfo, 1702,8 e 1665,3 cm™, bandas correspondente a vibracdo do estiramento do
grupo carbonilos da fracdo T7A acoplada [100]. A T7A apresenta em 688 cm™ deformacdes tipicas

do acido carboxilico [101], que devido a conjugagao com dfo sao suprimidas [63].

Dfo e dfcaf tém em comum trés grupos hidroxamicos e cadeias com cinco hidrocarbonetos
CH,, em frequéncias tipicas de 1618,5 cm™ e 2928,0 cm™, respectivamente. Frequéncias préximas
a 3310 cm™ s3o caracteristicas de aminas secundarias que posem tanto a dfo como o dfcaf. A ta-

bela 3 permite confirmar a conjugacdo da desferrioxamina a cafeina.
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Figura 16. Espectro de infravermelho da desferrioxamina (dfo) e desferrioxamina-cafeina (dfcaf).

Tabela 3. Modos vibracionais representativos de dfo e dfcaf (cm™). v: estiramento, &: deformagio

Tipo de vibragdo dfo dfcaf Referéncia
O6N-H ou vC-N 1160 1162 [102]
1195 1195
1347 1347
1396 1396
1459 1458
vC=C, vC=N ou 6NH 1561 1561 [102]
vC=0 no anel - 1665 [100]
- 1702
vC=0 hidroxamico 1618 1615 [100]
usCH, 2928 2928 [74]
ON-H, amina secundaria 3305 3301 [74]
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3.3.5. Espectroscopia de Ressondncia Magnética Nuclear de 'H (*H-RMN)

Uma andlise comparativa dos espectros de *H-RMN da dfo e dfcaf (Figura 17) permite en-
contrar muitas semelhangas de perfil, mas importantes diferengas sao achadas devido a influéncia
da cafeina no dfcaf, como no deslocamento observado nos picos em 7,61 e 7,76 ppm da dfo para
7,77 e 8,00 ppm da dfcaf, respectivamente. Na Tabela 4 se apresentam os deslocamentos dos hi-
drogénios em referéncia a numeracdo mostrada. Ndo se incluem sinais caracteristicas de agua e

DMSO em 3,33 e 2,08 ppm, respectivamente.

Trés sinais sdo relevantes para detectar a diferenca de dfcaf com dfo: (1) em 8,18 ppm,
aparece um novo pico devido ao hidrogénio no atomo 48, altamente desprotegido por ressonan-
cia do anel, (2) o sinal do grupo CH3 no anel hexaciclico em 3,20 ppm e (3) um sinal em 4,95 ppm

devido aos hidrogénios do grupo CH; que conjuga a cafeina e a dfo.
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Tabela 4. Deslocamentos quimicos do espectro *H-RMN de dfo e dfcaf.

20
18

17

ZI N

26

29 31

33

27/\/\/\
N 30 32

OH
28

\/\/\/Y

\50

@]
38
43
Préton 6 (ppm)
Numeragdo l\!Umeer .de dfo dfcaf Referéncia
hidrogénios
1 3 1,96 1,96 [103]
4,16, 28 3 9,67 9,62 [103]
5,17, 29 6 3,46 3,44 [103]
6, 18, 30 6 1,50 1,49 [103]
7,19, 31 6 1,20 1,21 [103]
8, 20, 32 6 1,40 1,37 [103]
9,21,33 6 2,97 3,00 [103]
10, 22 2 7,61 7,77 [103]
12,24 4 2,31 2,26 [100]
13, 25 4 2,56 2,57 [100]
34 1 7,76 8,00 [103]
43 3 - 3,20 [100]
47 2 - 4,95 [63]
48 1 - 8,18 [63]
51 3 - 3,44 [63]

NH

34
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Figura 17. Espectros "H-RMN de dfo e dfcaf analisados em DMSO-ds.
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4.2. Sintese e caracterizacdo dos complexos Al(dfo), Ga(dfo),

Al(dfcaf), Ga(dfcaf)

A parte mais importante do trabalho foi a sintese dos complexos. O planejamento através
de mecanismos de reacdo e a manipulagdo tedrica dos atomos encontrou limites experimentais
nas rotas sintéticas. Nas sinteses sao considerados fatores como solubilidade dos reagentes, tem-
peratura, atmosfera de reacdo, fotossensibilidade, ordem de adi¢do dos reagentes na reacdo, en-
tre muitos outros. Inicialmente, objetivou-se sintetizar os complexos da dfo em forma sélida, mas
isso ndo foi possivel devido a elevada solubilidade desse ligante e dos seus complexos, que torna
por exemplo possivel a dissolucdo de sais de Fe(lll) extremamente insollUveis em matrizes inorga-
nicas (Fe3+(aq) < 108 M [104]). Aluminio e o gélio tém em comum com o Fe(lll), constantes de es-
tabilidade altas ao se ligar com desferrioxamina (logB: 36,11 (AI**), 38,96 (Ga**) e 42,33 (Fe*') [62])
o que pode explicar essa virtual impossibilidade de precipitar os complexos. Outro fator pode ser
geométrico, ao se formar a estrutura metal-desferrioxamina sdo possiveis 16 isomeros, entre es-
truturais e oticos, muito préoximos energeticamente, entdao a formagao de um ou outro complexo é
praticamente aleatdria, fazendo com que a cristalizacdo seja um processo desafiante [105]. Embo-
ra nosso objetivo foi sintetizar esses complexos, ndo foi necessario obté-los em forma sélida, as-
sim, a caracterizacdo feita em meio aquoso e os equilibrios competitivos foram baseados na alta
estabilidade deles em pH fisioldgico, o que permitiu observar diferengas de efeito biolégico em

relagao aos metais ou aos ligantes individualmente.

4.2.1. Espectrometria de massas

A espectrometria de massas permite detectar fragmentos de moléculas carregados eletri-
camente mediante o bombardeio de elétrons. Os fragmentos iGnicos gerados de massa diferente
podem ser separados mediante um campo magnético baseando-se no principio da forca de Lo-
rentz. A abundancia desses fragmentos versus a relagdo massa/carga (m/z) sdo apresentados no
espectro de massa. Na analise de Al(dfo), o pico com maior abundancia registrado foi 585,4 m/z,
esse valor faz referéncia a massa molecular do complexo (584,7 g/mol). ObservacGes analogas

valem para todos os demais complexos.
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A Tabela 5 apresenta um resumo dos valores registrados para todos os complexos. Todos

os espectros de massa, bem como os mecanismos radicalares propostos para a formagdo dos pi-

cos sdo apresentados no Anexo 8.1. Esses resultados fornecem uma evidéncia da formagao dos

complexos em solucdo associada com a afinidade oxigénios dos grupos hidroxamatos pelos cations

duros, A" e Ga**.

Tabela 5. Tabela resumo dos picos nos espectros de massa de Al(dfo), Ga(dfo), dfcaf, Al(dfcaf),

Ga(dfcaf)
Molécula fon Massa Carga Massaexpe- Mecanismo
(g/mol) rimental
(m/z)

Al(dfo) [C23H42AINgOg]** 557,6 2+ 557,5 [Al(Hdfo)* - CoHa]
'[225:425;”6'821 5847 1+ 5854 [Al(dfo)]

[C2sHs3AIN;Og]* 642,8 1+ 647,6 [Al(dfo) + C3HsN]
[C3oHs2AIN,On]* 713,8 1+ 711,5 [Al(dfo) - CsHi2N + CioH1sN203]
[Ca1Hs2AIN;On2]* 741,8 1+ 739,5 [Al(dfo) - CsHi2N + CiHisN204]

Ga(dfo)  [CxH3,GaNsOg]?* 557,3 2+ 557,5 [Ga(Hdfo)* - C4HsN]

fon molecular,

[CasHasGaNeOs]* 627,4 1+ 627,4 [Ga(dfo)]

[CaoHs;GaN;0s]* 713,6 1+ 711,5 [Ga(Hdfo)* + CsH:aN]

[C29Hs0GaN,0On]* 742,5 1+ 739,5 [Ga(dfo) - CsHi2N + CoHq7N203]

[C32Hs,GaNgOn]* 799,6 1+ 795,4 [Ga(dfo) - CsH12N + Ci2H24N305]
dfcaf [C12H23N306]* 305,3 1+ 304,4 [dfcaf - C23H37N706 + CHsOH]

[Ci7H27N6O6]* 411,4 1+ 410,5 [dfcaf - CigH33N2Og + CH3OH]

[C25H3sNgO5]* 562,6 1+ 561,7 [dfcaf - CoH1gN;04]

'[cc’;:’s‘::j;‘g:;; 7809 1+ 7817 [dfcaf]

[C36He7NgO13]* 820,0 1+ 819,6 [dfcaf - C31H32N706 + C23H42Ns0g]

[C3sHs3N13012]* 847,9 1+ 847,5 [CigH26N706 + Ci7H27N6O6]

Al(dfcaf)  [CasHasAINgOg]* 584,7 1+ 585,6 [Al(dfcaf) - CoHgN40s]
?(A:jfl:;i?l;:g;]* 804,8 1+ 8057 [Al(dfcaf)]

[CasHe1AINgOs3]* 8289 1+ 827,6 [Al(dfcaf) - CraH20N503 + CisH2gN30s]
[CasHs7AINOs3]* 878,9 1+ 879,4 [Al(dfcaf) + C;HaNO,

Ga(dfcaf) [Ci7H32GaN3Oe¢]* 444,2 1+ 443,3 [Ga(dfcaf) - CigH2sN706 + CH3OH]
[C25HasGaNeOg]* 627,4 1+ 627,5 [Ga(dfcaf) - CoHgN4O3]
?éj::éaarnx;:,gﬂr 8476 1+  847,6 [Ga(dfcaf)]

[CaoHesGaN1043]* 977,8 1+ 979,4 [Ga(dfcaf) + CeH12NO;]
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4.2.2. Voltametria ciclica

Nas ultimas décadas a eletroquimica experimentou um crescimento enorme com o desen-
volvimento da instrumentagao eletr6nica moderna. O potenciostato, praticamente o responsavel
disso, € um equipamento capaz de medir eventos que ocorram apenas no eletrodo de trabalho. As
técnicas eletroquimicas estdao baseadas na analise da resposta gerada pela aplicagao de uma per-

turbagdo, que pode ser uma fungdo do potencial [106].

Em nosso caso, a voltametria ciclica € uma técnica que consiste em aplicar uma voltagem
dependente do tempo entre os eletrodos de trabalho e de referéncia, e registrar a resposta elétri-
ca (corrente) entre os eletrodos de trabalho e auxiliar. Aquela corrente, em amperes (A), responde
as espécies que conseguem chegar a dupla camada do eletrodo de trabalho e produzir transferén-
cias eletrénicas num potencial associado. Diversos parametros podem se controlar com o potenci-
ostato como a velocidade de varredura e numero de ciclos, os potenciais de partida, o intervalo de

potencial, entre outros.

Um teste inicial com tampao HBS (Figura 18) permitiu reconhecer que a potenciais maiores
a 700 mV uma possivel resposta do analito pode ser ocultada pelo enorme sinal do tampao, e em
potenciais menores é possivel detectar algum sinal independente do sistema branco (solugdo ele-
trolitica, eletrodos e tampado). Entdo para superar esses fatos usou se Na(OH) para ajuste de pH e
NaCl 100 mM como solugdo eletrolitica para garantir a forca iGnica necessaria para o transporte
idnico. O eletrodo de trabalho de carbono vitreo é usado amplamente como eletrodo em eletro-

guimica pela sua inércia [107].
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Figura 18. Voltametria ciclica do tampdo HBS a pH 7,4, com NaCl 100 mM como suporte eletroliti-
co. E=+0.0 V; Ejy =-1.0V; Exy = +1.4V; Efina =0.0 V and = 100 mVs™

O voltagrama para desferrioxamina 100 uM (Figura 19) apresenta um ombro em 281,5 mV
gue corresponde a oxidacdo dos grupos hidroxamato da molécula [108]. A superficie do eletrodo
de carbono vitreo foi polida e a cela e eletrodos lavados depois de cada voltametria. Para a solu-
¢do com proporc¢ao molar metal-ligante 1:2, é aprecidvel uma diminui¢cdo do pico. Uma proporgdo
metal-ligante 1:1 completa a supressdao do pico, o qual parece indicar um bloqueio dos grupos
hidroxamatos para se oxidar. Finalmente a solu¢cdo com propor¢cdo molar 2:1 apresenta também
uma supressao total do pico de oxidagao da desferrioxamina no voltagrama, inclusive mostrando

um pico de oxidacdo em 1,184 V, associado ao excesso de aluminio.

A analise dos voltagramas associados com galio apresenta uma semelhanca substancial
com o voltagrama para aluminio-desferrioxamina, porque também acontece a supressao do om-
bro em 281,5 mV ao alcancar a equimolaridade. Estruturalmente a desferrioxamina e os comple-
xos Al(dfo) e Ga(dfo) sdo diferentes: o ligante é uma molécula linear, enquanto que os complexos
tém os grupos hidroxamatos direcionados para o ion metadlico, assim a supressao do ombro em

281,5 mV é uma evidéncia direta da complexagao.
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Figura 19. Voltametria ciclica dos complexos Al(dfo) e Ga(dfo) em solu¢do aquosa a pH 7,4, com
NaCl 100 mM como suporte eletrolitico. E;=+0.0 V; Ey; = 0.0 V; Ej, =+0.75 V; Efna =0.0 V e v= 100
mvs™
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Dfcaf precisou de um eletrélito suporte como TTB, mesmo assim a condutividade foi muito
baixa o qual se reflexou em correntes de 1,5 pA (Figura 20) no pico que para dfo foi proximo de 10
WA, nas mesmas concentragdes. Se bem que esses valores sdo extremamente baixos, nestas con-

dicdes sao relevantes.

No intervalo de -1 para 1V, foi possivel reconhecer picos bem diferentes dos obtidos com
dfo. Em potenciais negativos o dfcaf apresenta dois picos. Segundo a varredura de zero para-1,0 V
(setas violetas na Figura 20) pode se observar a reducdo de dfcaf em -634 mV, e no sentido -1,0
para 0,0 V observa-se em -734 mV com uma intensidade de corrente muito menor. Além de se
reconhecer que a reacdo se encontra longe do equilibrio quimico, pela predominancia da reducao
sobre a oxidagdo, também se obtém a evidéncia de que a reagao esta associada com a cafeina,
porque os potenciais da desferrioxamina ndo apresentam picos em potencias negativos (Figura
20). Vale ressaltar que a cafeina sozinha ndo apresenta picos em potenciais negativos, o qual é

uma caracteristica prépria da conjugagao com desferrioxamina (Anexo 8.2.1).

Nos voltagramas dos complexos, se reconhece mais uma vez a supressdao do ombro de oxi-
dagao do dfcaf na equimolaridad com o ion metalico em potenciais positivos. Mas, nas solugdes
contendo aluminio em igual ou maior concentracdo que o dfcaf, observa-se a formacdo de um
pico préximo a -500 mV para Me(dfcaf) 1:1 e -567 mV para 2:1. Esse pico é independente da redu-
¢do do dfcaf, mas é causada pela complexacdo com aluminio. Esta resposta pode ser util no futuro
para desenvolver uma analise quimica para a detec¢do de aluminio por complexacdo com dfcaf, ja

gue a intensidade de corrente de pico aumenta com a concentrac¢do de aluminio.

Na complexacdo do dfcaf com galio é observada mais uma vez a supressao do pico de oxi-
dagao ao se incrementar a concentragao de galio até a proporgao 1:1 e no excesso. Nao se obser-

va 0 pico proximo a -500 mV como no caso de aluminio.

Essas evidéncias permitem reconhecer a formacdo dos complexos Al(dfcaf) e Ga(dfcaf) em

solugdo.
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Figura 20. Voltametria ciclica dos complexos Al(dfcaf) e Ga(dfcaf) em solugdo dimetilsulféxido com
TTB 100 mM como suporte eletrolitico. E;=+0.0 V; Ey1 = 0.0 V; Ej, = +0.75 V; Efnat =0.0 V e ©= 100
mVs™
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4.2.3. Espectroscopia de Ressondncia Magnética Nuclear de "H (*H-RMN)

Dfo e Al(dfo) foram testados a 25 °C em agua deuterada. O espectro *H-RMN da dfo feito
em DMSO-d; (Figura 18) difere do espectro em D,0 (Figura 21) porque neste ultimo acontecem
trocas entre hidrogénio e deutério. Isso pode ser util para reconhecer hidrogénios dos grupos hi-
droxamatos, que sao trocados imediatamente quando entram em contato com D,0, assim o es-
pectro da dfo em agua ndo apresenta sinais de deslocamento em 9,67 ppm (Figura 17) [103]. Mais
uma vez, um pico em 4,65 ppm para dfo e 4,63 para dfcaf (que ndo aparece no espectro de dfo em
DMSO) mostra a influéncia do solvente na resposta do analito. Aqueles picos correspondem aos

hidrogénios nas posicdes 10, 22 e 34 (Tabela 4).

Nesse aspecto os espectros 'H-RMN de Al(dfo) e dfo no mesmo solvente ndo deveriam
apresentar mudancas, mas a influéncia do aluminio ligeiramente desloca a sinal de todos os hidro-

génios tornando-os mais protegidos, devido a sua baixa eletronegatividade (1,61, Tabela 1).

Neste ponto é necessario mencionar o ferro, possui eletronegatividade bem préxima do
galio e aluminio, mas seus orbitais d semipreenchidos conferem a ligacdo Fe-O(dfo) um carater

covalente [105], ao contrario do Al-O(dfo) (Anexo 8.3.1).

A coordenagdao com grupos hidroxamatos protonados pode distorcer levemente a estrutu-
ra do Al(dfo) (Anexo 8.3.2), mesmo assim a distribuicdo de carga no centro do Al(dfo) é compen-
sada eletrostaticamente (Anexo 8.3.3), o qual justifica os perfis de dfo e Al(dfo), assim como tam-

bém de dfcaf e Al(dfcaf) (Figura 22).
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Figura 21. Espectros *H-RMN de dfo e Al(dfo) em D,0.
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Figura 22. Espectros 'H-RMN de dfcaf e Al(dfcaf) em DMSO-db.
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4.2.4. Espectroscopia eletrénica no ultravioleta (UV)

O espectro eletronico da desferrioxamina ndo apresenta mudancas ao se ligar com alumi-

nio(lll) ou galio(lll) (Figura 23).

Considerando que neste intervalo de energia (200 — 450 nm) podem se registrar transi¢coes
eletronicas de tipo m - n* ou n - n*, no nosso caso o espectro invaridvel pode indicar a predo-
minancia idnica da ligagdo como ja foi discutido, de acordo com as carateristicas acido duro base

duro dos atomos envolvidos.

O ligante dfcaf mostra um perfil espectroscdpico idéntico com aluminio ou galio (Figura
24). Além de confirmar o carater i6nico da ligagdo metal-oxigénio, como no caso dos complexos
com desferrioxamina, também é possivel confirmar que a cafeina do dfcaf ndo se liga ao metal,

devido a que sua banda em 276 nm ndo apresenta nenhum deslocamento.
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Figura 23. Espectros eletronicos UV para Al(dfo) e Ga(dfo), a 310 uM em pH neutro.
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Figura 24. Espectro eletrénico UV para dfcaf, Al(dfcaf) e Ga(dfcaf) a 628,3 uM em DMSO.

4.3. Equilibrios competitivos com sondas fluorescentes

Os ions AI** e Ga®" possuem orbitais preenchidos de tipo p e d, por isso ndo podem estabili-
zar complexos através de estabilidade de campo ligante e suas solugdes nao tem cor. Solugdes de
dfo e dfcaf também nao tém cor, por isso os métodos espectrofotométricos ndo sdo uteis para
estudar a interacdo destes cations com os ligantes. E por isso que sdo desenvolvidos métodos fluo-

rimétricos para estudar indiretamente a formacdo de Me(dfo) e Me(dfcaf) (Me = Al,Ga).
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4.3.1. Complexos versus calceina-ferro (CAFe)

A calceina é um quelante fluorescente. Quando ligada a Fe**, formando o complexo “CA-
Fe”, sua fluorescéncia é suprimida, mas de uma maneira reversivel: outros quelantes de maior
afinidade a ferro podem sequestrar o ion metalico e, portanto, regenerar a fluorescéncia da calce-
ina (Figura 25). Os ligantes dfo e dfcaf sdo excelentes quelantes para ferro, sendo capazes de se-

guestra-lo de outros quelantes de alta afinidade, como a calceina [63, 109].

VvA¢
a ®_L_><ID‘VQ[> + Fel

Figura 25. Esquema do teste com calceina-Fe* (CAFe): (a) a alta afinidade do ligante L (dfo ou
dfcaf) pelo Fe*" libera a sonda calceina e a fluorescéncia é aumentada. (b) Se dfo e dfcaf encon-
tram-se complexados a Me (AP ou Ga*"), entdo a regeneracdo da fluorescéncia deve ser retarda-
da.

A dfo apresenta uma maior afinidade que a calceina pelo ferro (logf: 33,9 (CAFe) [110];
42,33 (Fe(dfo)) [62]). Assim a recuperacao da fluorescéncia da calceina é completa. Testes prévios

mostraram que os ions AI** e Ga** n3o tém influéncia sobre a fluorescéncia da calceina.

A coordenagdo prévia de A** ou Ga** a dfo dificulta a interagio da dfo com ferro, assim a
interacdo com calceina ndo mostra recuperacdo de fluorescéncia (Figura 26) sugerindo a estabili-

dade dos complexos Me(dfo) e Me(dfcaf) (Me = Al ou Ga).
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Figura 26. Recuperacdo da fluorescéncia de CAFe por Me, L ou MeL em tampao HBS (Me = AP** ou
Ga’*; L = dfo ou dfcaf)

4.3.2. Complexos versus 8-HQ

Uma forma direta de detectar a presenca de aluminio ou galio livre em solucdo é usando a
sonda hidroxiquinolina, um quelante fluorescente, que aumenta sua fluorescéncia quando ligado

I** ou Ga*', formando os complexos Al(HQ); ou Ga(HQ); de relativa estabilidade em solugdo

ao A
aquosa neutra (logB: 14 (Al(HQ)s) [111], 36 (Ga(HQ)s) [112]). Se os metais encontram-se formando
parte de um complexo estavel com dfo ou dfcaf, entdo a fluorescéncia da solu¢do nao é influenci-

ada (Figura 27).
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Figura 27. Esquema do teste com hidroxiquinolina (8-HQ): (a) a sonda complexa Me (AI3+ ou Ga3+)

e a fluorescéncia é aumentada. (b) Se dfo e dfcaf encontram-se complexados, entdo a regeneracao
da fluorescéncia deve ser inalterada.

AP** ou Ga** melhoram a fluorescéncia natural da 8-HQ, devido a um incremento na rigidez
molecular adquirida pelo complexo com respeito do ligante livre. Entdo na Figura 28, a adicdo de
metal indica um maximo de fluorescéncia alcancada se o cation metalico é coordenado por a son-

da 8-HQ.

Assim Al(dfo) ndo incrementa a fluorescéncia, e Al(dfcaf) aumenta modestamente, o qual
indica que os ligantes dfo e dfcaf encontram-se formando um composto estavel com o aluminio. Ja
com os compostos com galio existe um incremento semelhante para ambos os ligantes, o qual
indica também a formacdo dos complexos Ga(dfo) e Ga(dfcaf). Esse comportamento pode estar
associado com a alta constante de formagdo do complexo Ga(HQ)s, logf} = 36 [112], que pode de-

sestabilizar os complexos Ga(dfo) e Ga(dfcaf).
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Figura 28. Interacdo de Me, L ou MeL em tamp3o HBS (Me = A** ou Ga*"; L = dfo ou dfcaf) com 8-
HQ 750 uM.

4.3.3. Testes com FLDFO

Uma forma de usar a desferrioxamina como sonda fluorescente é acoplando-a com a fluo-
resceina. O ligante FLDFO (Figura 29a) é obtido pela reacdo de mesilato de desferrioxamina, trieti-
lamina e fluoresceina-5(6)-isotiocianato em dimetilformamida em auséncia de luz, a temperatura
ambiente e atmosfera de nitrogénio [113]. Ao contrario das sondas calceina e hidroxiquinolina, a
FLDFO fornece uma forma de estudar diretamente o ligante e avaliar a estabilidade pelos metais

mediante equilibrio competitivo.
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Vale indicar que usou-se sulfato ferroso amoniacal hexahidratado (FAS), para dispor de Fe?*

em solucdo e superar a insolubilidade de compostos de Fe®*, mas a oxidacao ferro acontece rapida
e espontaneamente num intervalo de dez minutos, tempo no qual a coordenacdo ja é alcancada
[109]. Num primeiro momento (Figura 29b), ao se ligar FLDFO com Fe*', a fluorescéncia da sonda é
suprimida, efeito que n3o é observado para AI** ou Ga**, em proporc¢io molar metal-FLDFO 1:1.
Esse fendmeno de supressdao pode se explicar pela influéncia dos elétrons desemparelhados do
fon férrico ao se formar o complexo Fe(FLDFO). Quando a sonda coordena a ferro acontece uma
modificacdo nos orbitais moleculares e por conseguinte uma mudanca nos estados de transicao,
responsaveis pela energia emitida na relaxa¢do dos estados excitados no fendmeno de fluorescén-

3+
I

cia. E por isso que os cations AI*" e Ga>* ao n3o terem elétrons desemparelhados ndo suprimem a

fluorescéncia da FLDFO.
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Figura 29. Esquema do teste com (a) fluoresceina-desferrioxamina (FLDFO), (b) a fluorescéncia do
ligante é suprimida ao se complexar com o Fe*". (c) Me (AI** ou Ga**) ndo suprimem a fluorescén-
cia da sonda, logo ao se confrontar com o Fe**, a supressdo é dependente da estabilidade dos
complexos Al(FLDFO) ou Ga(FLDFO). A competicdo pelo Fe** é também avaliada com Al(dfo) e
Ga(dfo) neste sistema.
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Numa segunda montagem experimental (Figura 29c), a adicdo de Me a sonda FLDFO ndo
provoca sua supressao, mas deve formar um complexo Me(FLDFQ). Caso isso seja observado, en-

tdo a supressao da fluorescéncia da sonda por Fe(lll) deve ser retardada.

Com os dados experimentais foram construidos os graficos da Figura 30. Na parte “a” da fi-
gura, uma primeira adicdo dos ions metdlicos livres forma os complexos com FLDFO, sendo
Fe(FLDFO) o unico a apresentar supressdo. Caso ndo houvesse formacdo de AI(FLDFO) ou
Ga(FLDFO), entdo uma segunda adicdo de ferro deveria promover a supressao de fluorescéncia da
sonda. Isso ndo acontece para o caso do aluminio, e acontece parcialmente para o caso do galio.
Isso mostra que o Al(lll) é mais estavel e/ou cineticamente mais inerte que o Ga(lll) quando com-

plexado ao FLDFO, mas de qualquer forma ambos os ions formam complexos em solucdo.

Na Figura 31b, apresenta-se o teste agora com Me(dfo) ja pré-formado, nas mesmas condi-
¢cOes. ApOs a adicdo de Al(dfo) e Ga(dfo) ndo ocorre consideravel supressdo de fluorescéncia. Po-
rém, apos a adigcdo de ferro(lll) na solugdo tratada com Ga(dfo), observa-se uma supressdo de
aproximadamente 50% da fluorescéncia, resposta associada provavelmente com a coordenacdo
de ferro(lll) tanto ao dfo ndo fluorescente (proveniente da dissociacdo de Ga(dfo)) quanto ao dfo
fluorescente (FLDFO). Isso ndo acontece na mesma extensdo com a solugdo previamente tratada
com Al(dfo), que é praticamente totalmente suprimida, certamente pelo fato de que o ferro(lll)
encontra pouco dfo proveniente da dissociacdo do Al(dfo). Ambos os experimentos da Figura 31
mostram que os complexos de Al e Ga formam-se com FLDFO (e, por extensdo, com dfo). A facili-
dade de troca destes ions com o ferro esta associada as cinéticas de substituicdo envolvidas. Po-
demos observar que o galio se libera mais rapidamente que o aluminio; isso se deve a que este
ultimo é um ion com um raio menor que o do galio, para uma mesma carga positiva, o que implica
em uma maior densidade de carga. Isso faz com que a interacdo com uma base dura de Pearson

como o oxigénio seja cineticamente mais inerte que a interacdo com o galio [114].
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Figura 30. Efeito de (a) Me livre ou (b) Me(dfo) (Me = A" ou Ga3+) na fluorescéncia de FLDFO. Para
clareza é subtraida a fluorescéncia de fundo da FLDFO (~ 0,3 u.r.). u.r. = unidades relativas de fluo-

rescéncia.
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4.4. Atividade antioxidante dos complexos

O teste oferece a possibilidade de deteccdo indireta de espécies reativas de oxigénio
(ERQO’s) em meio fisioldgico, geradas pela presenca de ferro com capacidade de reagir com ascor-
bato. No caso do Fe** se achar “livre” ou em complexos redox-ativos (nosso caso Fe(nta)), as ERO’s
oxidam a sonda fluorimétrica cloreto de dihidrorodamina (DHR) para rodamina, que é fluorescen-
te. No caso do ferro se encontrar com ligantes que diminuem seu potencial de reducdo, como dfo
ou dfcaf, a producdo de ERO’s é suspensa e a formacdo de rodamina é bloqueada (Figura 31). Se
estes ligantes encontram-se complexados com AI** ou Ga** com relativa estabilidade ent&o a for-

macdo de ERO’s pode ser detectavel [115].

Desferrioxamina ou

desferrioxamina-cafeina Fe(dfo) ou Fe(dfcaf)

+
Ascorbato

Rodamina

Figura 31. Esquema do teste de avaliacdo da atividade antioxidante com o sistema ferro/ascorbato

[109].
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A Figura 32 mostra a velocidade de oxidacdo de DHR para concentragdes crescentes dos
compostos: A¥* Ga*, dfo, dfcaf, Al(dfo), Ga(dfo), Al(dfcaf), Ga(dfcaf). De acordo com o esperado,
dfo e dfcaf comportam-se como antioxidantes ao coordenar o ferro de Fe(nta) e bloquear a for-
mac3o de ERO’s. A" e Ga*" n3o tém influéncia no sistema ferro/ascorbato. Al(dfo), Ga(dfo),
Al(dfcaf) e Ga(dfcaf) também n3o apresentam influéncia, o qual indica que os ligantes dfo e dfcaf
encontram-se coordenados com relativa estabilidade. Diferentemente do observado na Figura 30,
aqui o ferro encontra-se ja complexado ao ligante nta, entdo mesmo uma dissociacdo dos comple-
xos Al(dfo) ou Ga(dfo) pode ndo gerar uma quantidade de dfo em solucdo grande o suficiente para

competir com esse ligante, na escala de tempo deste experimento.
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Figura 32. Efeito de Me, L ou MeL (Me = AP** ou Ga**; L = dfo ou dfcaf) na velocidade de oxidacdo
de DHR catalisada pelo sistema ferro/ascorbato. u.r. = unidades relativas de fluorescéncia.
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4.5. Testes biologicos

Micrébios patogénicos como E. coli, P. aeruginosa, S. aureus ou C. albicans apresentam

captacdo de ferro por sideréforos com hidroxamatos como a desferrioxamina B, embora ndo a

produzam. Entdo, esse sideréforo carregado com ions toxicos pode ser um meio de interromper

sua homeostase do ferro e estudar uma nova familia de compostos de tipo Cavalo de Trdia como

alternativa a resisténcia aos antibioticos oferecida por esses micrébios.

Com essa premissa testaram-se os ligantes dfo e dfcaf e seus complexos com aluminio ou

galio. Foram feitas curvas dose-resposta para a determinacdo da concentracdo inibitoria média

(ICs0), um indice de toxicidade que significa a concentragao do composto que induz 50% da morte

celular (Anexo 8.4) que sdo resumidas na Figura 33.
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Figura 33. Valores de ICso para os compostos nos testes microbioldgicos.
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A seguir sdo comparados e discutidos os valores de ICso de Me, L e MelL (Me = AP ou Ga**;

L = dfo ou dfcaf). Valores com ICso menor indicam um aumento na citotoxicidade do composto.

Uma analise sé dos ligantes dfo e dfcaf permite reconhecer em todos os microrganismos
uma maior toxicidade do dfcaf. Por um lado, a desferrioxamina ndo tem porque ser téxica para os
microrganismos que a usam para obter ferro, entdo sdo necessarias concentragdes bem altas para
se tornar toxica, ao contrario do dfcaf, que tem um maior carater lipossoluvel outorgado pela fra-
¢do de cafeina o qual Ihe permite ser relativamente mais permedvel a membrana celular, interna-
lizando um forte ligante no citoplasma que pode interferir na homeostase de outros ions como
Zn®" [116). Essa carateristica permedvel do dfcaf o torna um potencial antibidtico inclusive para

organismos que ndo possuem mecanismos de internalizacao de dfo.

Uma internalizacdo de siderdforos com aluminio ou galio coordenados, pode se considerar
como um tipo de terrorismo celular, devido ao potencial efeito toxico que leva a liberacdo dos
metais no citoplasma. O potencial de reducao Fe3+(dfo) é de -450 mV, que soé pode ser alcancado
em meio biolégico se houver acoplado ao redutor NADH/NAD" (E° = -320 mV) um sistema quelan-
te de Fe(ll). Isso eleva o potencial de reducdo Fe**(dfo) para ~ -300 mV, dentro da faixa de opera-
¢do dos redutores bioquimicos [26]. Entretanto, os ions livres A’ e Ga*" tém potenciais de redu-
¢do ja muito baixos (-1680 e -530 mV, respectivamente [10, 22], e esses potenciais devem ser ain-
da menores em caso de complexagdo. Portanto, ndo se esperaria que complexos desses ions pos-
sam ser reduzidos in vivo, podendo portanto causar dano no DNA , ou competir com I\/Ig2+ na liga-

¢do de fosfato na sintese de ATP [117].

4.5.1. E. coli

Um aumento de toxicidade consideravel é observado ao comparar os ICso de dfo (201 uM)
e dfcaf (76 uM), que ja foi discutido. Em E. coli o receptor de membrana externa FhuA reconhece e

transporta sideréforos do tipo hidroxamato como o ferricromo.

Qualquer analogo estrutural do ferricromo que conserve intacta a porgao quelante do ferro

é reconhecido e transportado pelo FhuA [118]. Por isso a albomicina ou a fenilferricrocina, analo-
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gos estruturais do ferricromo sdo potentes antibidticos contra E. coli. Esses dois antibidticos do
tipo cavalo de Trdia sdo polares mas neutros em pH fisioldgico, além de serem altamente hidrofé-

bicos [119].

Para melhor compreender a citotoxicidade do dfcaf foi feito um estudo de docagem mole-
cular (usando o programa AutoDock [120]) de Fe(dfcaf) em FhuA, comparando-se com a docagem
da ferro-fenilferricrocina. Os resultados indican que o Fe(dfcaf) ocupa o mesmo buraco hidrofébi-
co que a fenilferricrocina em FhuA, o qual pode ser um possivel mecanismo de entrada para dfcaf.
Se bem que a Figura 34 na direita mostra a interagdao energeticamente mais favoravel, os calculos
mostram que praticamente todas as interacGes de Fe(dfcaf) com FhuA acontecem no mesmo es-
paco hidrofdébico (Anexo 8.5), o qual da evidéncia que o dfcaf pode ser também um antibiético do

tipo cavalo de Trdia.

Figura 34. Localizacidgo em FhuA de (a) ferro-fenilferricrocina ou (b) Fe(dfcaf). Para ferro-
fenilferricrocina: dados do Protein Data Bank (cédigo 1QJQ [119]). Desenho com Marvin Sketch,
Docagem em AutoDock e visualizagdo em Chimera 1.10.2. Esta mostrada apenas a interagao mais
favordvel energeticamente.

A toxicidade de aluminio é superada pelo Al(dfo), e mais ainda pelo Al(dfcaf), seguramente
pelo efeito sinérgico entre o metal e dfcaf. Ga>" apresenta uma toxicidade préxima a do AI**, a

qgual é duplicada para Ga(dfcaf), mais uma vez confirmando a sinergia citotoxica do metal e o li-
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gante dfcaf. Um menor ICso é observado para Ga(dfo), mostrando quase triplicada a toxicidade

com respeito ao Ga*', um efeito particular em relagdo ao esperado.

4.5.2. P. aeruginosa

P. aeruginosa, analogamente a E. coli, € uma bactéria Gram-negativa onde os receptores
de sideroforos encontram-se na membrana externa [93]. Embora seus receptores ndo sdo os
mesmos, eles reconhecem e transportam desferrioxamina por um mecanismo analogo, e a toxici-
dade dos complexos foi relativamente maior comparada com AI** ou Ga®*, como aconteceu na E.

coli.

0 Ga** segue um processo de absorgdo via cavalo de Trdia, interferindo na sinalizagdao do

I** j& internalizado pode interagir com

ferro e diminuindo sua absorc¢do pelas bactérias [121]. O A
ATP 10’ vezes mais fortemente que o Mg2+, inibindo enzimas que formam complexos ternarios ion
metélico-ATP-enzima. Quantidades menores que nanomolar de AI** livre podem competir com
niveis de I\/Ig2+ milimolar [122]. Esses fatos evidenciam o forte impacto que produzem os metais

livres dentro da bactéria.

I** e dfo, o qual evidencia um efeito sinérgico na

Al(dfo) apresenta maior toxicidade que A
toxicidade, confirmando a internalizacdo do metal via efeito cavalo de Tréia. Por outro lado,
Ga(dfo) mostra valores préximos de ICso aos do Ga**, sendo os dois mais téxicos que dfo. Isso mos-
tra que a coordenacdo do galio(lll) a dfo pode ser uma estratégia de entrega controlada de um ion
toxico. Nesse sentido, Ga(dfo) ja foi aplicado com sucesso frente a biofilmes de P. aeruginosa para

tratamento de infe¢cdes na cornea em coelhos [123], que resultou numa patente [124].

Al(dfcaf) apresenta uma toxicidade maior que AP* e dfcaf, confirmando sua acao pelo efei-
to cavalo de Tréia. Ga(dfcaf), mostra um ICsg muito proximo que o dfcaf, sendo provavelmente o
ligante o principal fator da toxicidade em P. aeruginosa. Por outro lado, comparando os complexos
Me(dfcaf), a toxicidade pode estar associada com sua estabilidade, assim Al(dfcaf) que é mais es-
tavel em solucdo pode internalizar melhor o aluminio nas bactérias e ter maior toxicidade que o

Ga(dfcaf).

Fazendo uma comparagdo entre o aumento na toxicidade de MelL em relagdo ao Me, po-

demos reconhecer que o efeito cavalo de Tréia é maior em E. coli que em P. aeruginosa, ja que
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uma variacdo de ICso de 109 pM com AI** diminui para 24 puM com Al(dfcaf), quase cinco vezes a

diferenca da registrada para P. aeruginosa.

4.5.3. S. aureus

Ao contrario de E.coli e P aeruginosa, S. aureus é uma bactéria Gram-positiva, possuindo
uma parede grossa formada por peptidoglicanos, que tornam relativamente mais dificil sua pene-
trabilidade [93]. Isso se reflete nos valores mais elevados de ICsq observados para todos os com-

postos (Figura 33).

A** ja demostrou ter interacdo com a membrana celular externa do S. aureus, sendo essa
dependente do pH, entdao uma maior concentragdo de aluminio produz a acidificagdo do meio e
uma maior adsorc¢do e toxicidade na S. aureus [125]. Ga** parece apresentar o mesmo efeito por-
que registra um maior ICsg, provavelmente porque ndo é ndao é um dacido duro de Pearson e se liga
com menor afinidade aos oxigénios da superficie da bactéria.

3+ 3+
I I

Al(dfo) é mais toxico que Al*", Al(dfcaf) mais toxico que dfcaf e Al°"; e dfcaf mais toxico que
dfo, por isso pode se confirmar seu efeito cavalo de Trdia em S. aureus. Ga(dfo) e Ga(dfcaf), tam-

bém confirmam esta atividade antibidtica.

Em geral nos micrébios, ante a impossibilidade do complexo cavalo de Tréia se reduzir uma
vez internalizado na célula, tornasse téxico ja que pode interagir com proteinas respiratérias inclu-
indo citocromos ligados a membrana, tornando-os incapazes de transferir elétrons para a produ-
¢do de ATP, provocando uma respiragao limitada e contribuindo a produgdo de espécies reativas
de oxigénio. Além disso, pode inibir bombas de efluxo, encarregadas de manter a homeostase do

grupo heme, catalisando a geracdo de radicais de oxigénio toxicos e dano ao DNA [126].

4.5.4. C. albicans

O fungo C. albicans apresentou também resposta toxica frente aos complexos principal-
mente no Ga(dfcaf), o qual indica que podem ser Uteis para o tratamento tépico de infegdes fungi-

cas. A internalizacdo de Ga*" em C. albicans, foi reconhecido por competicio com Fe®* ao se ligar
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com desferrioxamina ou ferricromo no fungo Ustilago sphaerogena [79]. Isso pode sugerir que a
toxicidade idéntica de Ga** e Ga(dfo), seja devido a sintese de algum sideréforo préprio. Al(dfcaf)

mostrou maior toxicidade que Al**

e Al(dfo), mais uma vez associando sua maior permeabilidade
devido a cafeina que possui. Patdogenos como P. aeruginosa, S. aureus ou C. albicans desenvolve-
ram resisténcias a alguns agentes antimicrobianos desde os anos 1950, em que comecou a comer-
cializacdo massiva dos antibioticos (Figura 35). Farmacos como a penicilina devem ser usados cui-
dadosamente, por exemplo frente a infeccdes de garganta ou febre, ja que o patégeno Strepto-

coccus pyogenes ja adquiriu grande resisténcia. Assim, metalofarmacos de tipo cavalo de Tréia

oferecem uma nova alternativa com a vantagem de ndo ocasionar resisténcia das bactérias.
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Acinetobacter spp.---- -

Gram-negative Enterococcus faecalis* ==-==--=- -

Gram-positive Streptococcus pneumoniae == --- - - - - >

T Mycobacterum tbercuosst----
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Fungus Haemophilus ducreyi --------------- -

Salmonella typhi-===============-=-- >

Haemophilus inflienzas = ==«====s=scaaasama-= Al

Neisseria gonorrhoeae == ==-==========----- -

Pseudomonas aeruginosa* -=-==-==s=se=m=m=ue=n- ~

Salmonella spp.-==============s===smsmmmnans o

Shigella dysentefiag-=-=-=======cmsomacnaamnon- >

Shigella Spp.============s=mssaseacacannnanaaan -

Citlier gram-fiedetiie Feclar=ssss=sinsnsnssansnasansans nnie =

StaphyloCOCCUS UIEUS == === === === === =mamms e mcaecens ~

[ l l [ | | | J
1950 1960 1970 1980 1990 2000 2010 2015

Figura 35. O aparecimento de resisténcia aos antibidticos contra alguns patégenos humanos. (*)
Cepas dos patdgenos que nado sdo tratdveis com medicamentos antimicrobianos conhecidos [93].
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5. Conclusoes

A formagao dos complexos foi conseguida em solugdao aquosa para os compostos com des-
ferrioxamina e em dimetilsulfoxido para a desferrioxamina-cafeina, superando-se a dificuldade de
sintetiza-los na forma solida ao caracteriza-los em solucdo. A espectrometria de massas mostrou a
existéncia dos compostos na forma mais simples de preparagao ao misturar metal e ligante na
mesma propor¢ao molar. Também a voltametria ciclica permitiu reconhecer a supressdo da res-

posta elétrica dos ligantes quando acontece a formacdo dos complexos.

Os testes com sondas fluorescentes foram fundamentais para o estudo da estabilidade da
formacao dos complexos. No caso do teste com calceina foi possivel reconhecer de forma indireta
gue os complexos com dfo e dfcaf nao liberam facilmente o aluminio ou ao gdlio, dando uma ideia
da forga da coordenacdo. Por outro lado, o teste com hidroxiquinolina permitiu demostrar de for-
ma direta a estabilidade dos complexos, com aumento na fluorescéncia da sonda ao se ligar aos
metais, sendo diferente a resposta dos complexos. O teste com FLDFO permitiu avaliar diretamen-
te a desferrioxamina em competicdo com sua versao fluorescente, para demostrar a estabilidade

dos complexos.

Na avaliacdo antioxidante no sistema ferro/ascorbato, os complexos de aluminio ou galio
com dfo ou dfcaf ndo sao antioxidantes, evidenciando novamente que os ligantes estao formando
complexos estaveis com esses metais. Por outro lado, tais complexos também ndo sdo pro-

oxidantes.

Nos testes bioldgicos, o dfcaf manifestou um relativo incremento na toxicidade em compa-
racao a dfo em alguns micrébios, podendo-se associar este efeito com uma maior internalizacdo
outorgada pela cafeina. Todos os complexos em estudo demostraram incrementar o efeito nocivo
tanto dos metais como dos ligantes de forma isolada, confirmando a hipdtese do efeito cavalo de

Trdia nos microbios estudados.
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6. Perspectivas

O comportamento dos complexos sintetizados e estudados em micrdbios, sem duvida dei-
Xa uma porta aberta a futuros testes com aluminio e gdlio em biomoléculas portadoras de Fe(lll),

como atualmente é feito.

A “confusdo” provocada em bactérias e fungos é interessante no sentido de enfrentar a
resisténcia que micrébios apresentam aos antibidticos. Alternativas sdo inumeras com o uso de
siderdforos naturais ou conjugados sintéticos carregados com aluminio e galio para a aplicacdo

deste efeito cavalo de Trdia.

Um alvo para testar a atividade antitumoral dos compostos em estudo pode ser a linhagem

Hela.

Outra oportunidade de investigagao é o estudo tedrico dos novos complexos sintetizados
Al(dfcaf) e Ga(dfcaf), para a determinagdao de propriedades quimicas ao interagir com proteinas

receptoras de ferro de interesse para futuras aplicagdes farmacoldgicas.
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8. Anexos

8.1. Mecanismos propostos para os espectros de massa.
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Figura 36. Espectro de massas de Al(dfo).
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Figura 37. Espectro de massas de Ga(dfo).
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Figura 38. Espectro de massas de Dfcaf.
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Figura 39. Espectro de massas de Al(dfcaf)
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Figura 40. Espectro de massas de Ga(dfcaf)
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8.2. Voltametria Ciclica

8.2.1.Cafeina em DMSO

1L Branco
Cafeina 100 uM
o
N
1t
3,
N
= Ll
3L

Figura 41. Voltametria ciclica d cafeina 100 uM (linha vermelha) em solugao eletrolitica TTB 100
mM (linha preta). E;=+0.0 V; Ey1 =-1.0V; Ej), =0.0V; Efina =0.0 V and v= 100 mvVs™*



8.2.2. Al(dfcaf) e Ga(dfcaf)
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Figura 42. Voltametria ciclica de Al(dfcaf) e Ga(dfcaf) em solucdo eletrolitica TTB, para metal-
ligante: 50-200 uM (linha vermelha), 100-100 uM (linha azul), 200-100 uM (linha verde) e dfcaf
100 uM (linha preta). E;=+0.0 V; Ey1 = 0.0 V; Ej, = +0.75 V; Efina =0.0 V and v= 100 mVs™*



8.3. 'H-NMR

8.3.1. Orbitais HOMO-LUMO em Al(dfo)

HOMO "-2" HOMO "-1"

HOMO LUMO

Figura 43. Orbitais HOMO e LUMO para Al(dfo). Input para Gaussian03® gerado com Avogadro®:
#n B3LYP/6-31G(d) Opt SP Pop=Reg FormCheck.



8.3.2. Diagrama de especiacao de Al(dfo)

100
90 Al(dfo)-1
) —— Al(dfo)-2
2 80 Al(dfo)-3
:t, — Al(dfo)-4
T 70 —— Al(dfo)-5
2 60 - Al(dfo)-6
2 Al(dfo)-7
8 50 — Al(df0)-8 Alldfo) Al(dfo)-s
9 20 -~ Al(dfo)-9
p —— Al(dfo)-10
S 30 ~— Al(dfo)-11
5 —— Al(dfo)-12
= 20 Al(dfo)-13
8 10 — Al(dfo)-14
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0

Figura 44. Diagrama da especiacdao de Al(dfo) a 25 °C, gerado com Marvin Sketch. As estruturas
predominantes em pH neutro sao apresentadas.



8.3.3. Distribuicao de carga parcial no Al(dfo)

Figura 45. Distribuicdo da carga parcial positiva (azul), neutra (branco) e negativa (vermelho) de
cada atomo em Al(dfo) em pH 7,4; estruturas otimizadas com UFF no programa Avogadro e trata-
das no programa Marvin Sketch.



8.4. Curvas dose-resposta nos microrganismos.
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Figura 46. Curvas dose resposta de AI**, Al(dfo), Al(dfcaf), dfcaf, Ga**, Ga(dfo), Ga(dfcaf), dfo em E.

coli.
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Figura 47. Curvas dose resposta de AI**, Al(dfo), Al(dfcaf), dfcaf, Ga>*, Ga(dfo), Ga(dfcaf), dfo em P.

aeruginosa
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Figura 48. Curvas dose resposta de AI**, Al(dfo), Al(dfcaf), dfcaf, Ga>*, Ga(dfo), Ga(dfcaf), dfo em S.
aureus
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Figura 49. Curvas dose resposta de AI**, Al(dfo), Al(dfcaf), dfcaf, Ga>*, Ga(dfo), Ga(dfcaf), dfo em C.

albicans

8.5. Docagem molecular: Fe(dfcaf) / FhuA

Tabela 6. Energia de afinidade Fe(dfcaf) em FhuA. Valores obtidos do docagem molecular com

AutoDock.

Modo Afinidade RMSD
Kcal/mol l.b.
1 -11,0 0,000
2 -10,7 11,147
3 -10,3 4,883
4 -10,2 10,563
5 -10,1 10,149
6 -10,1 9,638
7 -10,0 12,561




Figura 50. (a) Fe(dfo). (b-h) Esquema comparativo do sitio de ligacdo de Fe(dfcaf) em FhuA.
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