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RESUMO

A utilizacdo de compostos naturais como agentes terapéuticos tem ganhado cada vez
mais espaco na medicina moderna, devido a descoberta das mais variadas atividades. O
lapachol é uma naftoquinona natural reconhecido por suas diversas atividades
bioldgicas. Estudos demonstram que a coordenacgdo desta quinona a ions metalicos pode
potencializar suas atividades. O presente trabalho descreve a sintese de um novo
complexo metalico lapacholato-Mg", posteriormente a caracterizagdo via técnicas de
ponto de fusdo, teste de solubilidade, espectroscopias (IV e UV-Vis), analise
termogravimétrica (TG/DTG e DSC), eletroquimica e difratometria de raios X em
monocristal, bem como os estudos das propriedades fluorescentes, antimicrobianas
(CIM e CBM) e antitumorais (TGI). A partir dos resultados obtidos via ponto de fuséo,
teste de solubilidade e analises térmicas e espectroscopicas, conclui-se que houve a
formacdo do complexo metélico. A estrutura do complexo foi elucidada, a partir de um
monocristal de coloracdo magenta, pertencente ao sistema tetragonal e grupo espacial
P432,2, o qual possui uma formula empirica MgCsyH20s com massa molecular de
506,82 g mol™, confirmando a estequiometria 2:1 (ligante:metal). A estrutura do
composto se apresenta na forma de uma rede polimérica, na qual o fon Mg" esta
coordenado a duas moléculas de lapachol pelos oxigénios carbonilico (O3) e fendlico
(0O1), e a outras duas moléculas de lapachol pelo oxigénio carbonilico (02), formando
um ambiente de coordenacdo octaédrico distorcido. Esta estrutura pode ser considerada
um polimero de coordenacdo ou MOF (metal organic framework). No perfil
eletroquimico foi possivel observar a influéncia da coordenacdo do ion metélico nos
processos apresentados pelo ligante “livre”. A absortividade molar do complexo foi
consideravelmente superior a do ligante em todas as bandas apresentadas. Os estudos de
fluorescéncia demonstraram uma 6tima potencializacdo no perfil de emissdo quando se
compara o complexo com o ligante, sendo caracterizado como efeito CHEF. Para 0s
ensaios antimicrobianos, pode-se observar uma otimizagdo no perfil bactericida apos a
coordenacdo do lapachol ao fon Mg", para bactérias do tipo Gram-positivas
Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis e Bacillus cereus. O complexo ainda
apresenta uma razdo CBM/CIM de 2,0 para S. aureus e B. cereus, e 1,0 para E. faecalis,
podendo, desta forma, ser classificado como bactericida. A CIM pode ser considerada
boa tanto para o lapachol quanto para o complexo, pois, os valores ficaram abaixo de
100 pg mL™. Para o teste antiproliferativo (TGI) o complexo foi mais ativo que o
lapachol frente a quatro linhagens tumorais estudadas (UACC-62, melanoma; NCI-
H460, pulmao; PC-3, préstata; e K562, leucemia), sendo também menos toxico frente a
célula ndo tumoral (HaCaT, querandcito). O perfil de emissdo fluorescente mostrou que
0 composto pode ser detectavel por técnicas de imagem, caracteristica importante, tanto
para um farmaco, quanto para um nanotransportador. As atividades antimicrobianas e
antitumorais mostraram que a coordenacdo do ligante ao fon Mg" potencializou suas
atividades, revelando potencial farmacologico. Além dessas caracteristicas, este
composto de coordenacdo que possui uma rede polimérica (MOF) pode atuar como um
transportador de farmacos.

Palavras-chave: Lapachol, magnésio(ll), caracterizagdo estrutural, atividades
bioldgicas, antitumoral.
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ABSTRACT

The use of natural compounds as therapeutic agents gains more space in modern
medicine, due to the discovery of the most varied activities. Lapachol is a natural
naphthoquinone recognized for its many biological activities. Studies have shown that
the coordination of this quinone to metallic ions can improve its activities. The present
work describes the synthesis of a new lapacholate-Mg" metal complex and the
characterization through melting point, solubility test, spectroscopies (IR and UV-Vis),
thermogravimetric analysis (TG/DTG and DSC), electrochemistry and monocrystal
XRD, as well as fluorescence, antimicrobial (MIC and MBC) and antitumor (TGI)
studies. From the results obtained by the melting point, solubility test and thermal and
spectroscopic analyzes, it was concluded that the metal complex was formed. The
structure of the complex was elucidated from a magenta-colored monocrystal with the
tetragonal system and spatial group P432:;2, which has an empirical formula
MgCaoH250¢ and molecular weight of 506.82 g mol™, confirming the stoichiometry 2:1
(ligand:metal). The structure of the compound is presented as a polymer network in
which the Mg" ion is coordinated to two lapachol molecules by carbonyl (03) and
phenolic (O1) oxygens and to two another lapachol molecules by carbonyl oxygen (02),
forming a distorted octahedral coordination environment. This structure can be
considered as a coordination polymer or MOF (metal organic framework). In the
electrochemical measurement it was possible to observe the influence of the
coordination of the metallic ion through processes presented by the "free" ligand. The
complex molar absorptivity was considerably higher than ligand for all bands.
Fluorescence studies demonstrated a potentiation in the emission profile when
comparing the complex with the ligand, being characterized as CHEF effect. For the
antimicrobial assays, an optimization was observed in the bactericidal profile after the
coordination of lapachol to the Mg" ion, for Gram-positive bacteria Staphylococcus
aureus, Enterococcus faecalis and Bacillus cereus. The complex still has a MBC/MIC
ratio of 2.0 for S. aureus and B. cereus, and 1.0 for E. faecalis, which can be classified
as bactericidal. MIC can be considered good for both, lapachol and complex, because
the values were below 100 ug mL™. For the antiproliferative test (TGI) the complex was
more active than lapachol against four tumor lines studied (UACC-62, melanoma, NCI-
H460, lung, PC-3, prostate, and K562, leukemia) besides being less toxic to the non-
tumor cell (HaCaT, keranocyte). The fluorescence profile showed that the compound
can be detectable by imaging techniques, an important feature for both a drug and a
nanotransporter. The antimicrobial and antitumor activities showed that the
coordination of the ligand to the Mg'" ion potentiated its activities, revealing
pharmacological potential. In addition to these characteristics, this coordination
compound having a polymer network (MOF) can act as a drug delivery.

Keywords: Lapachol, magnesium(ll), structural characterization, biological activities
antitumor.
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1. INTRODUCAO

A quimica bioinorganica € uma area do conhecimento que estuda as funcdes,
metabolismo e aplicacBes de ions inorganicos e seus complexos em sistemas bioldgicos,
relacionando as atividades bioldgicas apresentadas pelos compostos com suas caracteristicas
estruturais e eletronicas, sendo que seus objetivos principais sdo: o estudo de elementos
inorganicos de ocorréncia natural em sistemas bioldgicos e a introducdo de metalofarmacos
nestes sistemas (BENITE, MACHADO & BARREIRO, 2007).

Algumas das transformacBes mais notaveis em sistemas bioldgicos estdo diretamente
relacionadas a presenca de ions metalicos, e, a importancia do reconhecimento de participacdo
de inorganicos na medicina pode ser identificada nas origens da biologia e da quimica.
Embora a quimica bioinorganica tenha suas raizes em descobertas de varios séculos, um real
aumento nas pesquisas decorre de estudos realizados entre 0 meio e o final do século XX
quando identificaram metaloproteinas e metaloenzimas com ions de metais de transicdo em
seus sitios ativos (LIPPARD, 2006).

O magnésio, encontrado no organismo na forma idnica Mg", é um ion
predominantemente intra-celular, participando como cofator em mais de 300 reacOes
enzimaticas (LIMA, et al., 2005). Tem suma importancia bioldgica, muito conhecido por estar
presente na clorofila, sendo que também apresenta-se coordenado a diversos ligantes
biologicamente importantes, incluindo a ATP (trifosfato de adenosina) (SHRIVER &
ATKINS, 2008). Atualmente, considera-se que em alguns anos serd necessaria, para a
populacdo em geral, uma suplementacdo de magnésio incorporada a dieta, visto que, sua
abundancia e consumo sdo menores do que para outros minerais essenciais como sodio, célcio
e potassio (BARAN, 2004).

As quinonas sdo um grupo de substancias naturais geralmente coloridas presentes em
uma vasta gama de plantas e que sdo pertencentes a classe dos hidrocarbonetos policiclicos
aromaticos oxigenados. A estrutura das quinonas apresenta dois grupamentos carbonilicos em
um anel benzénico localizados nas posi¢Bes orto e para. Utilizando-se o sistema aromaético
como critério, podem ser classificadas em benzoquinonas, naftoquinonas, antraquinonas, entre
outras. Esses compostos se destacam, pois, apresentam atividades toxicoldgicas e

farmacologicas relevantes. Por possuir uma variada biodinamicidade, podem participar em
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processos bioquimicos vitais, realizando ainda atividades como as microbiscidas e
anticancerigenas (SOUSA, LOPES & ANDRADE, 2016).

Dentre as quinonas destaca-se o lapachol (2-hidroxi-3-(3-metil-2-butenil)-1,4-
naftoquinona), uma naftoquinona de origem natural, que pode ser extraida de diversas plantas,
mas em maior quantidade do ipé roxo (Handroanthus impetiginosus) (BARBOSA & NETO,
2013). Esse composto € reconhecido em inimeros trabalhos, devido a suas atividades
bioldgicas, tais como: bactericida, antisséptico, anti-inflamatdrio, antimalarico, antitumoral,
antiviral, fungicida, esquistossomicida, tripanossomicida e leishmanicida (HUSSAIN, et al.,
2007; OLIVEIRA, et al., 2011). Estudos ainda relatam a atividade desse composto como
fitopatogénico, inseticida e herbicida (SOUZA, et al., 2008).

O lapachol se mostra muito Util para a quimica de coordenacdo devido a presenca de
dois potenciais &tomos coordenantes, que sdo 0s oxigénios da funcéo ceto-endlica. Entretanto,
alguns estudos demonstraram a coordenacao pelo segundo oxigénio carbonilico, podendo
assim formar polimeros de coordenacdo. A coordenacdo ao lapachol de ions metélicos
biologicamente ativos, se mostra uma boa alternativa para potencializar suas atividades
bioldgicas e diminuir a sua toxicidade ao corpo humano (SAWHNEY et al., 1982; CARUSO,
et al., 2009).
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivos Gerais

Extrair o ligante lapachol (2-hidroxi-3-(3-metil-2-butenil)-1,4-naftoquinona) a partir
da serragem do ipé roxo (Handroanthus impetiginosus), e, coordena-lo ao ion metalico
magnésio(ll). Promover a caracterizacdo do complexo metalico e comparar os dados obtidos

aos do ligante, além de avaliar o potencial de suas atividades bioldgicas e tecnoldgicas.

2.2. Objetivos Especificos

1. Realizar a extracdo do lapachol partindo da serragem do ipé roxo.

2. Sintetizar um novo complexo de Mg" coordenando-o ao ligante lapachol.

3. Pré-caracterizar o composto de coordenacgdo via determinacdo do ponto de fusdo e teste de
solubilidade.

4. Caracterizar o complexo a partir de técnicas espectroscopicas (infravermelho e UV-Vis) e
térmicas (TG/DTG e DSC).

5. Resolucdo da estrutura do complexo via analise de monocristal pelo método de
difratometria de raios X.

6. Avaliar as propriedades antimicrobianas (CIM/CBM), antitumorais (TGI), eletroquimicas e

espectroscopicas (absortividade molar, fluorescéncia).
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. A Quimica Bioinorganica

A quimica bioinoganica é um campo de estudos que engloba a interseccdo entre a
quimica inorganica e a bioquimica. E um campo interdisciplinar que se mostra como uma das
areas mais relevantes da ciéncia dos dias atuais (JASTRZAB & TYLKOWSKI, 2017). As
moléculas inorganicas sdo de total importancia para a vida de muitos organismos seja para o
transporte de diversas moléculas, ou, um componente chave para ativacdo de diversas
enzimas. Os ions metélicos podem estar presentes em uma grande gama de compostos
presentes no corpo humano, tais como metaloenzimas, metaloproteinas, coenzimas ou
vitaminas, &cidos nucleicos e hormoénios (HOSMANE, 2017).

Embora atualmente os ions metalicos sejam reconhecidos em sistemas bioldgicos e
essenciais para o crescimento e metabolismo, o reconhecimento da importancia desses
compostos s6 comegou com o inicio da década de 1960, mesmo que ja houvesse 0
conhecimento da presenca de alguns ions metélicos desde a década de 1930, como na
hemoglobina, nos citocromos e na uréase de enzimas cristalizadas. Historicamente o
conhecimento do ferro como crucial ja fora conhecido ha séculos, entretanto outros elementos
como iodo, cobalto, cobre, manganés, magnésio, célcio e zinco s6 vieram a ser conhecidos no
altimo século (REEDIJK, 2013; GOMEZ, et al., 2015). Mesmo com o avanco dos estudos nas
ultimas décadas, somente recentemente tem aumentado o nimero de pesquisas com foco nos
mecanismos através dos quais os sitios ativos das metaloproteinas sdo formados (KUCHAR
& HAUSINGER, 2004).

Um bom exemplo de uma biomolécula que possui em seu centro um ion metalico é a
cobalamina (Figura 1), conhecida como vitamina B12. Este composto contém um grupo de
moléculas corrinoide, que € estruturado por um sistema ciclico formado por quatro anéis
pirrole, muito semelhante a molécula de porfirina. No centro dessa molécula esta coordenado
um fon Co™
na formacdo de hemacias (HOSMANE, 2017).

. Esta molécula é um cofator importante para diversas reagdes biologicas, como

BISCOLI, 2018 4




UEMS Universidade Estadual de Mato Grosso do Sul
— & Unidade Universitaria de Dourados

) Programa de Pos-Graduacdo em Recursos Naturais

Figura 1. Representacado estrutural da vitamina B12.
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FONTE: BISCOLI, 2018.

Com o entendimento das funcdes dos ions metalicos nos sistemas bioldgicos ficou
evidente a necessidade de um controle da concentragdo desses elementos no organismo
(Tabela 1). Ter o equilibrio nas quantidades de cada elemento, leva a um desenvolvimento
otimizado dos processos metabdlicos e fisioldgicos do corpo. Atualmente ja sdo conhecidas
diversas doencas correlacionadas a deficiéncia ou excesso de certos ions metalicos (BARAN,
2004), como a hipocalcemia causada pela falta de calcio (ARIOLI & CORREA, 1999) ou a
hemocromatose causada pelo excesso de ferro (AYMORE, et al., 2003). No caso de uma
sobrecarga de um metal essencial ou uma intoxicacdo gerada pelo excesso de um metal
toxico, foram desenvolvidos agentes quelantes e drogas para eliminar esses excessos. Caso
haja deficiéncia de um elemento essencial propde-se diferentes formas de suplementacdo para
normalizar os niveis bioquimicos normais (BARAN, 2004).
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Tabela 1. Quantidade média dos principais ions metalicos presentes no corpo de um humano
adulto normal de 70 Kg.

Elementos g/70Kg
Elementos majoritarios Ca 1050

K 140

Na 105

Mg 35
Elementos tracgo Fe 4,2

Zn 2,3

Cu 0,1
Elementos micro-trago V, Mn, Ni, Cr, Co, Mo

FONTE: Adaptado de BARAN, 2004.
--- ndo determinado.

3.2. Ligantes Naturais e as Quinonas

A descoberta de drogas ativas contra diversas doengas necessita de um esforgo
interdisciplinar. Existe uma infinidade de produtos quimicos que podem ser preparados para
acOes biologicas especificas. Neste sentido surgem os produtos naturais, muitas reacdes
qguimicas necessarias para producdo desses medicamentos j& sdo feitos pela natureza.
Atualmente muitos farmacos sdo produtos naturais ou derivacdes
(CHATZILONSTANTINOU, et al., 2018). Um bom exemplo é a area do tratamento do
cancer, onde mais de 49% dos produtos aprovados como drogas sdo produtos naturais ou
diretamente derivados deles (NEWMAN & CRAGG, 2016). Quando ampliado para outras
areas, a terapia utilizando-se produtos naturais ou similares chega a ser superior a dois tercos
das drogas encontradas no mercado (GOMES, et al., 2018).

O uso de produtos naturais para tratamento das mais diversas enfermidades data dos
primoérdios da humanidade, quando ervas eram consumidas para alivio dos sintomas dessas
doencas. Mesmo nos dias atuais é bastante comum em algumas comunidades utilizarem
apenas folhas e ervas para producdo de chas ou Oleos que possam ser utilizados como
medicamento. Um dos maiores marcos da utilizagdo de produtos naturais para fins medicinais
foi o 6pio, preparado dos bulbos de papoula (Papaver somniferum), utilizada a mais de 4000

anos a/C, pois essa planta tem alto poder analgésico e narcético. Atualmente sdo extraidos
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desta planta vérios metabodlicos, entre eles a morfina (potente analgésico), a codeina
(antitussigeno), a narcotina (antitussigeno e espasmolitico) e a papaverina (espasmolitico)
(VIEGAS Jr, BOLZANI & BARREIRO, 2006).

As quinonas sdo uma classe de produtos naturais que tem despertado o interesse ha muito
tempo devido as suas atividades bioldgicas. Estes compostos sdo metabolitos secundarios
presentes em diversas plantas, fungos, liquens e células animais. Devido a sua biodinamicidade,
e, por possuir diversas propriedades biologicas, podem ser usadas na farmacologia e na
medicina, se destacando suas atividades antibidticas e antitumorais (SACAU et al., 2003;
ROYO et al., 2013). Quimicamente elas podem ser classificadas em trés principais classes
(Figura 2), de acordo com o sistema aromatico que sustenta o anel quinonoidico:
benzoquinonas (um anel aromético), naftoquinonas (dois anéis aromaticos) e antraquinonas
(trés anéis aromaticos) (AHMED & KHAN, 2013; SILVA et al., 2014).

Figura 2. Representagdo estrutural das diferentes classes de quinonas.

0 0 0 0 0

y O

| | H

O 0 o
p-benzoquinona  0-benzoquinona p-naftoquinona o-naftoquinona antraquinona

FONTE: BISCOLI, 2018.

Dentre as quinonas, as naftoquinonas tém grande destaque devido a sua férmula
estrutural privilegiada. Esses compostos apresentam diversas atividades bioldgicas como
viruscidas, antitumoral, anti-inflamatério, leishmanicida, antimicrobiana (SACAU et al.,
2003). Algumas naftoquinonas mais conhecidas sdo as diversas variaveis da vitamina K,
componente essencial para o sistema bioquimico humano, que pode ser encontrada em
diversas hortalicas, leguminosas e em menor quantidade em alguns animais (KAMADO, et al.,
2007).

Outra naftoquinona muito estudada € o lapachol (2-hidroxi-3(3-metil-2-butenil)-1,4-
naftoquinona) (Figura 3), de formula estrutural C15H1,05 € massa molecular 242,26 g mol™,
descrito pela primeira vez por Paterno, em 1821, tendo sua estrutura quimica estabelecida
desde 1896, por Hooker (MORRISON, et al., 1970; MOLINA, et al., 2007; CARUSO, et al.,
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2009; GAWALLI, et al., 2017). Este composto pode ser extraido de diversas plantas das
familias  Leguminosae, = Malvaceae, = Plumbaginaceae, Lamiaceae,  Arecaceae,
Scrophulariaceae, Verbenaceae, Celastraceae, Avicenniaceae, Caesalpiniaceae, Rubiaceae e
Proteaceae, mas as principais fontes para extracdo desta naftoquinona sdo as plantas da
familia Bignoneaceae, especialmente da Handroanthus impetiginosus (Ipé roxo) (EPIFANO,
etal., 2014; NGAMENI et al., 2000)

A Handroanthus impetiginosus e outras subespécies sdo muito cultivadas como
plantas ornamentais devido a sua beleza, podem ser encontradas em partes da Ameérica
Central e do Sul, estando presente em boa parte do territério brasileiro. Existem relatos do uso
destas plantas h& séculos pelos povos incas e astecas como plantas de poder curativo. Sao
tratadas ainda pelos xamés da floresta amazonica como plantas mestras para serem utilizadas
para o tratamento de diversas doencas. Alguns povos utilizam, nos dias atuais, da casca do Ipé
roxo para tratamentos alternativos ou complementares aos tratamentos convencionais de
doencas neoplésicas (JANUARIO & LOPES, 2014).

Muitas dessas atividades apresentadas pelas plantas da familia Binoneaceae podem
estar diretamente atreladas ao lapachol, visto que este composto possui um amplo espectro de
atividades terapéuticas comprovadas, tais como bactericida, antisséptico, anti-inflamatorio,
antimalarico, antitumoral, antiviral, fungicida, esquistossomicida, tripanossomicida e
leishmanicida (HUSSAIN, et al., 2007; OLIVEIRA, et al., 2011).

O lapachol representa-se de forma muito interessante para a quimica de coordenacao
devido a presenca de dois potenciais &tomos coordenantes, que sdo 0s oxigénios carbonilico e
fendlico na posicdo orto (nos carbonos 1 e 2), possuindo a capacidade de se ligar a ions
metélicos formando quelatos com a funcdo ceto-endlica. Entretanto outros estudos
demonstraram a coordenacao também via oxigénio carbonilico do carbono 4. A coordenacgédo
de ions metalicos biologicamente ativos ao lapachol apresenta-se como uma boa alternativa
para potencializar suas atividades, e, diminuir a sua toxicidade ao corpo humano (SAWHNEY
et al., 1982; CARUSO, et al., 2009).
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Figura 3. Representacdo esquemaética do lapachol.
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FONTE: BISCOLI, 2018.
3.3. A Quimica Biolégica do fon Magnésio(l1)

O magnésio em sua forma metalica tem a cor prata esbranquicada, € um metal pouco
denso e quando puro é muito mole. Porém, as ligas que contém esse metal geralmente
apresentam alta resisténcia e leveza, 0 que as tornam essenciais para a aviacdo, onde essas
duas caracteristicas sdo importantes, mas também poderiam ser muito Uteis para automoveis
em geral se ndo fosse seu custo elevado. E o oitavo elemento mais abundante na crosta
terrestre, podendo ser encontrado na forma de variados minerais, sendo ainda o terceiro
elemento mais comum na agua do mar, onde em um litro de 4gua pode ser encontrado mais de
1 g de ions de magnésio (SHRIVER & ATKINS, 2008; ATKINS & JONES, 2006).

Sabendo-se da importancia e das possiveis aplicacbes do magnésio em ligas metalicas,
é na sua forma do cation Mg'" onde ele mais se destaca, sendo um dos elementos mais
importantes para a vida no planeta terra, pois, ele estd presente no sitio ativo da clorofila
(Figura 4), permitindo a realizacdo da fotossintese para diversos organismos (ATKINS &
JONES, 2006).
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Figura 4. Representagdo estrutural da clorofila.

FONTE: BISCOLI, 2018.

No corpo humano o magnésio atua como cofator em mais de 300 reagcdes metabolicas,
apresentando atuacdo fundamental no metabolismo da glicose, na homeostase insulinica,
homeostase glicémica, na sintese de adenosina trifosfato (ATP), em proteinas e &cidos
nucleicos (LIMA, et al., 2005). Ainda tem papel importante na estabilidade da membrana
neuromuscular e cardiovascular, na manutencdo do ténus vasomotor e como regulador
fisiolégico da funcdo hormonal e imunoldgica (ELIN, 2010; SEVERO, et al., 2015).

Quando regulado em quantidades adequadas 0 Mg?* é o quarto cation mais abundante
presente no organismo de um humano, ficando atras apenas do Ca®*, K* e Na'* (WOLF &
CITTADINI, 2003) e o segundo no meio intracelular (BARBAGALLO, et al., 2003).
Bioguimicamente o magnésio, assim como demais metais alcalinos e alcalinos terrosos, foi
negligenciado a favor de estudos com metais de transi¢cdo. No entanto, atualmente é visto
como um elemento essencial para a manutencdo da vida, tal é sua abundancia e importancia,
podendo ser caracterizado como elemento majoritario no corpo humano. A ingestdo diaria
desse elemento pode ser de aproximadamente 0,5 g por dia, o que resulta em um
armazenamento em estado estacionario cerca de 25 g. O magnésio € encontrado
majoritariamente mineralizado nos 0ssos com 65% aproximadamente, outros 32% é

encontrado complexado com &cidos nucleicos e proteinas e o restante (3%) pode ser
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encontrado no plasma e outras formas menores de armazenamento (WOLF & CITTADINI,
2003).

A absorcdo do magnésio pelo organismo ocorre principalmente no intestino delgado,
podendo absorver até 65% do total ingerido. Sua circulacdo é feita pela interagdo com a
albumina. Os rins sdo reguladores eficientes da quantidade de magnésio no organismo,
quando a ingestdo é baixa ele armazena, e, quando a ingestdo for excessiva ele é capaz de
eliminar 100% do magnesio filtrado (BARBAGALLO, et al., 2003; BASSO, UBBINK &
DELPORT, 2000).

Vaérios estudos indicam que o déficit de magnésio pode levar a diversas doencas,
principalmente cardiovascular, e, tratamentos pela ingestdo de magnésio podem reverter, ou,
melhorarem o quadro dessas doencas. A infusdo de magnésio no pré-operatorio pode prevenir
a disfuncao endotelial (BARBAGALLDO, et al., 2003). A falta do magnésio pode produzir a
deterioracdo hemodinamica e arritmias ventriculares, o que pode levar a um quadro de
cardiopatia isquémica e levar a pessoa a ter um infarto agudo do miocérdio. Em alguns
pacientes a administracdo de doses suplementares de magnésio reverteu os efeitos adversos
destas complicacdes (RAMIREZ, 2016). O magnésio pode diminuir as arritmias e regular o
ritmo cardiaco (REINHARD, 1991). A insuficiéncia cardiaca congestiva esta diretamente
relacionada a queda do magnésio sérico e eritrocitario (GOTTLIEB, 1990). A caréncia de
magnésio pode estar ligada ao prolapso da vélvula mitral (RAMIREZ, 2016). O magnésio
pode ser associado ao tratamento da hipertensdo (HATZISTAVRI, 2009).

3.4. As A¢bes Farmacoldgicas de Complexos Metalicos

Um dos maiores desafios da medicina moderna é o de encontrar drogas que possam
ser utilizadas de forma satisfatoria contra doengas em estagio avancado ou que nao podem ser
completamente curadas. A resisténcia de diversas patologias tem se tornado cada vez mais um
problema mundial, pois, o ritmo do advento de novas drogas desacelerou, enquanto o uso de
farmacos rotineiros tem aumentado constantemente (FUTYRA, et al., 2017).

Varios centros metalicos sdo carregados positivamente, portanto, tem facilidade para
se ligar a biomoléculas carregadas negativamente, sendo que esta caracteristica € inerente aos

constituintes de proteinas e acidos nucleicos, os quais oferecem ligantes excelentes para
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interacdo a ions metalicos. Desta forma, uma ampla gama de aplicacdes medicinais de
complexos metélicos tem sido investigada tanto para diagnéstico como para tratamento
clinico. Estes complexos exibem uma variedade de propriedades distintas, que os tornam
alternativas viaveis as moléculas organicas isoladas como agentes terapéuticos. Entretanto, o
desenvolvimento de drogas baseadas em complexos metélicos ndo é uma tarefa facil, pois a
acumulacdo de ions metalicos no corpo pode levar a efeitos deletérios. A biodistribuicdo, a
depuracdo do complexo nos tecidos, a especificidade farmacoldgica, as respostas fisioldgicas
e a compreensdo do mecanismo de acdo sdo algumas das caracteristicas que devem ser
consideradas na concepcdo de um farmaco a partir de um complexo metélico (ZHANG &
LIPPARD, 2003; LEUNG, et al., 2016).

Embora compostos inorganicos sejam utilizados para o tratamento de diversas
doencas, 0 marco histérico para a quimica inorganica medicinal foi a descoberta da cisplatina
em 1965 [Pt(NHs).Cl,] por Rosenberg e colaboradores (NAJJIAR, 1992). Apds a descoberta
da agdo antitumoral da cisplatina e de sua introducdo no mercado em 1978, diversos
compostos contendo platina foram largamente sintetizados e estudados com a intenséo de
melhorar as atividades antitumorais do composto original, principalmente frente a tumores
resistentes a este composto, bem como diminuir a sua toxicidade frente ao corpo humano.
Estes estudos levaram ao advento de ao menos cinco novos quimioterapicos, que ja estdo em
uso, sendo dois deles utilizados globalmente, a carboplatina (combatendo principalmente
cancer de pulmao e ovario) e a oxaliplatina (no tratamento do cancer de colon retal); outros
trés foram aprovados para usos em apenas alguns paises, a nedaplatina (usada no Japdo para
tratamento de cancer de pulmao, cabeca, pescoco e esdfago), a lobaplatina (usada na China
para tratamento de cancer de mama metastatico, leucemia mielogénica e pulmédo) e a
heptaplatina (usada na Coréia do Sul para tratamento de cancer gastrico) (Figura 5) (BAI, et
al., 2017; RODRIGUES, RUGGIERO & GUERRA, 2009; JOHNSTONE,
SUNTHARALINGAM & LIPPARD, 2016; WANI, et al., 2016).
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Figura 5. Representacdo estrutural de quimioterapicos: (a) Cisplatina; (b) Heptaplatina; (c)
Carboplatina; (d) Nedaplatina; (e) Oxaliplatina; (f) Lobaplatina.
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FONTE: BISCOLI, 2018.

Diversos outros farmacos a base de metais ja séo utilizados na medicina moderna, em
variados campos, sendo que alguns dos mais conhecidos sdo: complexo de gadolinio(lll)
(Dotarem®), o qual ¢ utilizado como agente de contraste em exames de ressonancia magnética
(CARAVAN, et al., 1999); o is6topo de *™Tecnécio (Cardiolite®), que é empregado para
obtengdo de imagens cardiovasculares (JURISSON & LYDON, 1999); a auranofina
(complexo de ouro), usada no tratamento de artrite reumatoide (OTT, 2009); salicilato de
bismuto, uso para tratamento de Ulceras pépticas (BAXTER, 1994); o nitroprussiato de sédio
(complexo de ferro), utilizado para o tratamento da hipertensédo (CLARK & GAUL, 1993);
sal de lantanio (Fosforenol®), disponibilizado para pacientes com faléncia renal cronica
(RODRIGUES, RUGGIERO & GUERRA, 2009); a sulfadiazina de prata, complexo que
combina as propriedades bactericidas do antibiotico sufadiazina com a prata, produzindo um
novo antibiotico ainda mais potente (ROCHA, et al., 2011); o sulfato de bério, utilizado como
agente de contraste em procedimentos de raios-X; o carbonato de litio, usado no tratamento da
perturbacdo bipolar; carbonato de célcio e hidréxido de magnésio, empregados como
antiacidos (RODRIGUES, RUGGIERO & GUERRA, 2009), entre outros.
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Além de todos os complexos j& reconhecidos, e, comprovados com eficacia no
tratamento clinico, existem muitos outros compostos que ainda estdo sendo investigados.
Entre alguns dos agentes tumorais mais promissores estdo os complexos de ruténio, galio,
ouro, titanio e platina (LEUNG, et al., 2016; SHARMA, 2016; ZHANG & LIPPARD, 2003),
enquanto, complexos de vanadio estdo relacionados com o tratamento de diabetes (SAKURAI
et al., 2002) e complexos de paladio avaliados como agentes antimicrobianos (GAROUFIS,
HADJIKAKOU & HADJILIADIS, 2009).

3.5. Rede Metalorganica ou MOF

Uma nova &rea da quimica de coordenagdo que vem chamando a atencdo de varios
grupos de pesquisa é a sintese e o estudo da estrutura e propriedades de polimeros de
coordenacdo, que sdo os compostos formados por extensas redes de ions ou agrupamentos
metalicos coordenados a moléculas organicas multidentadas, chamadas rede metalorganicas
ou entdo metal organic framework (MOF) (LI, et al., 1999; YAGHI, et al., 2003; CORMA,
GARCIA & XAMENA, 2010). Estes hibridos organico-inorgénico podem ter topologia
estrutural unidimensional, bidimensional ou tridimensional (1D, 2D ou 3D) (LIU, et al.,
2016). Desde a década 90 essa area de estudos vem crescendo de forma exponencial, fatos
esses que ficam evidenciados ndo apenas pelo aumento nas quantidades de trabalhos e
pesquisas publicadas, mas também pelo alcance crescente das pesquisas (ZHOU, LONG &
YAGHI, 2012).

Estes polimeros de coordenacdo podem combinar funcionalidade e seletividade com
diversas propriedades provenientes dos organometalicos, apresentando trés caracteristicas
bem definidas: cristalinidade, alta porosidade e existéncia de forte interagdo ligante-metal.
Pequenas modificacdes nos ligantes podem alterar os tamanhos dos poros, enquanto a escolha
de ions metalicos adequados, podem mudar drasticamente as funcionalidades eletrdnicas dos
sitios ativos, fatores os quais tornam esses compostos de total interesse para a industria,
especialmente para a quimica fina (RAMOS, TANASE & TOTHENBERG, 2014; PAZ &
ROCHA, 2014).

Quando comparados com zedlitos (grupo de minerais que possuem estrutura porosa),
0s MOFs apresentam uma maior versatilidade quimica, podendo ter formas e tamanhos de

poros diferenciadas, muitas vezes flexiveis, as quais permite a adaptacdo reversivel do
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adsorvente (FERREY & SERRE, 2009; KITAGAWA, KITAURA & NORO, 2004). A
funcionalizacdo do ligante organico também representa uma vantagem aos MOFs, podendo o
mesmo sofrer alteragdes durante ou apds a sintese, o que altera suas propriedades fisico-
quimicas (HORCAJADA, et al., 2012).

Quando se pensa em utilizar esses compostos em aplicagcGes farmacoldgicas séo
necessarias algumas precaugdes, pois ainda sdo escassos 0s resultados relacionados a
toxicidade dos MOFs. Para se levar em consideracdo a aplicacdo dessas moléculas em
biomedicina é necessario avaliar diversos parametros, como a aplicacdo, o equilibrio entre o
risco e o beneficio, a cinética de degradacdo, a biodistribuicdo, a acumulacdo em tecidos ou
0rgdos e a excrecdo do corpo. Com base nesses parametros, estudos com todos os ions
metalicos podem ser considerados, dependendo de aplicacfes e doses de interesse, porém,
acredita-se que o0s metais mais adequados sdo o calcio, magnésio, zinco, ferro, titanio e
zirconio, pois a toxicidade desses ions é relativamente baixa frente ao corpo humano
(HORCAJADA, et al., 2012). Outro ponto relevante na escolha de um ligante é a presenca de
grupos funcionais que possam interagir com biomoléculas, podendo melhorar o seu transporte
e o destino de acdo (HUXFORD, ROCCA & LIN, 2010).

Ao considerar os MOFs como um material nanotransportador € necessario que
contemple alguns requisitos para garantir uma terapia de alta eficiéncia: 1° aprisionar com
eficiéncia drogas com cargas elevadas; 2° controlar a liberagdo e evitar o “efeito de ruptura”
(liberacdo excessiva nos primeiros minutos); 3° degradacdo da matriz de controle; 4° oferecer
a possibilidade de conduzir facilmente in vivo o destino do composto e; 5° ser facilmente
detectdvel por técnicas de imagem, como a ressonancia magnética ou tomografia
computadorizada. Um novo passo para a medicina molecular pretende utilizar-se dos
nanotransportadores para poder fazer uma associacdo terapéutica e diagndstica, tornando o
tratamento personalizado; para tal funcionalidade é necessario que o nanotransportador seja
eficiente ao transportar a droga desejada, e, possa vir a ser um eficiente agente de diagnostico
podendo avaliar a distribuicdo do medicamento e a eficiéncia do tratamento (HORCAJADA,
et al., 2009).

Se for bem-sucedida a encapsulacdo em nanoescala, estes compostos poderéo oferecer
inimeras vantagens, como 0 aumento da acumula¢do de farmacos no local de destino,
reducdo da toxicidade sistémica e capacidade de funcionalizacdo das superficies com

segmentagdo ou moléculas com propriedades adicionais (NOVIO, et al., 2012).
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Reagentes e Solventes

Os reagentes e solventes utilizados na extracdo do ligante, sintese do complexo e nas
andlises sdo de fonte comercial e foram utilizados sem purificacdo prévia: acetato de
magnésio Il (Aldrich), acetona (P.A. — Vetec), acetonitrila (grau espectroscopico e P.A. —
Dinamica), agua destilada, alcool etilico (P.A. — Dinamica), alcool isopropilico (P.A. —
Cineética), alcool metilico (grau espectroscopico e P.A. — Vetec), cepas bacterianas
(Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Bacillus cereus, Pseudomonas aeruginosa e
Staphylococcus aureus — BAC-FAR), cloreto de sddio (P.A. — Dindmica), cloroférmio (P.A. —
Dindmica), diclorometano (P.A. — Vetec), dimetilformamida (P.A. — Vetec), dimetilsulfoxido
(P.A. — Vetec), éter etilico (P.A. — Vetec), ferroceno (P.A. — Aldrich), hexafluorfosfato de
tetrabutilamonio 98% (Fluka), hexano (P.A. — Vetec), hidroxido de aménio (Dindmica), meio
de cultura Luria-Bertani (Kasv), meio de cultura Mueller-Hinton Agar (Kasv), nitrato de prata
(P.A. — Synth), sulfato de sddio anidro (P.A. — Cinética), trietilamina (P.A. — Dindmica).

4.2. Métodos e Instrumentacéo

4.2.1. Extracéo do Lapachol

A extracdo da naftoquinona natural lapachol foi realizada partindo-se de 100 g de
serragem de ipé roxo (Handroanthus impetiginosus) em béquer contendo diclorometano
(quantidade suficiente para cobrir a serragem), mantendo-se em constante agitacdo e
aquecimento por 30 minutos. Ap6s o término da primeira etapa, utilizando-se um funil de
blchner, filtrou-se a serragem em sistema de vécuo, sendo que a solucdo resultante da
filtragem foi evaporada em um evaporador rotativo. Recristalizou-se o extrato obtido em
etanol repetidamente para purificacdo, e, para induzir a precipitacdo, adicionou-se agua
destilada (FARFAN, et al., 2012).
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4.2.2. Sintese do Complexo

O composto de coordenacéo foi obtido adicionando-se o ligante (lapachol: 0,242 g, 1,0
mmol) em hidroxido de aménio, sendo a solucdo a mistura agitada, sob leve aquecimento, até
a total solubilizacdo do composto; paralelamente, o sal acetato de magnésio (Mg(CH3;COO),:
0,072 g, 0,5 mmol) foi previamente solubilizado em agua e posteriormente adicionado a
solugéo contendo o ligante. A reacéo foi realizada sob agitacéo e aquecimento (70 °C) por 40
minutos (Figura 6). Da solucdo resultante, forma-se um precipitado de coloracdo purpura,
microcristalino, o qual foi filtrado e lavado com éter etilico gelado. O complexo foi
recristalizado em uma solucdo de metanol e éter etilico, obtendo-se cristais adequados a
resolucdo da estrutura por difratometria de raios X. O solido foi seco e armazenado. Obteve-
se um rendimento de 80% (0,203 g), baseado no ligante.

Figura 6. Rota de sintese do complexo [Mg" (lapachol),],.
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FONTE: BISCOLI, 2018.

4.2.3. Ponto de Fusao

O ponto de fusé@o foi determinado em um aparelho Tecnopon modelo PFM-II, com
capacidade de trés amostras simultaneas por aguecimento a seco, utilizando-se capilar de
vidro fechado e term6metro com maximo de temperatura em 360°C, sendo o procedimento
realizado no Centro de Desenvolvimento de Tecnologias Quimicas da Unidade Universitaria
de Navirai/lUEMS (CDTEQ/UEMS).
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4.2.4. Teste de Solubilidade

A avaliacdo foi realizada pesando-se 1,0 mg de amostra (ligante e complexo) e
adicionando 2,0 mL de solvente. Utilizou-se agua destilada e solventes (P.A.) de diferentes
polaridades (acetona, acetonitrila, cloroférmio, diclorometano, dimetilformamida,
dimetilsulfoxido, etanol, éter etilico, hexano, isopropanol e metanol), sendo os procedimentos
desenvolvidos no CDTEQ/UEMS.

4.2.5. Espectroscopia no Infravermelho

Os espectros na regido do infravermelho das amostras foram obtidos em um
espectrofotdbmetro FTIR Perkin Elmer, modelo Frontier. As amostras foram preparadas por
dispersdo em KBr de grau espectroscopico e prensadas (aproximadamente 8 toneladas). Os
espectros foram adquiridos na regido de 4000-450 cm™ com resolugéo de 4,0 cm™ e 64 scans.
As anélises foram realizadas no Instituto de Quimica (INQUI) da Universidade Federal de
Mato Grosso do Sul (UFMS), Campus de Campo Grande, em colaboracdo com o professor

Dr. Gleison Ant6nio Casagrande.

4.2.6. Analise Térmica (TG/DTG)

As curvas de TG/DTG foram obtidas em equipamento TGA Q50 da TA Instrument,
em razdo de aquecimento de 10 °C min®, partindo da temperatura ambiente
(aproximadamente 25 °C) até 900 °C, em atmosfera oxidante de ar sintético com fluxo de
60 mL min™, utilizando cadinho de aluminio como suporte (massa inicial das amostras:
6 mg). O software Universal Analysis 2000, verséo 4,5 A (TA Instrument) foi utilizado para
determinar as curvas de DTG. As analises foram realizadas no Instituto de Quimica (INQUI)
da Universidade Federal do Mato Grosso do Sul (UFMS), com a colaboragao do professor Dr.

Lincoln Carlos Silva de Oliveira.
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4.2.7. Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC)

As curvas DSC foram obtidas em equipamento DSD Q20 da TA Instrument, em razdo de
aquecimento de 10 °C min™, partindo da temperatura ambiente (aproximadamente 25 °C) até
500 °C, em atmosfera oxidante de ar sintético com fluxo de 60 mL min™, utilizando cadinho de
aluminio padrdo (Tzr) como suporte (massa inicial das amostras: 6 mg). O software Universal
Analysis foi utilizado para determinar a pureza da amostra. As andlises foram realizadas no
Instituto de Quimica da Universidade Federal do Mato Grosso do Sul, com a colaboragdo do

professor Dr. Lincoln Carlos Silva de Oliveira.

4.2.8. Difratometria de Raios X em Monocristais

Coletaram-se os dados de raios X por meio de um aparelho Bruker D8 Venture Photon
100 equipado com uma microfonte de alto brilho Ka Mom, sendo que empregou-se a radiacao
monocromética de Mo, com Ko de 0,71073 A, obtida por meio de um monocromador de
grafite na temperatura de 296K.

A estrutura foi solucionada empregando-se metodos diretos utilizando o programa
SHELXS-2014, e os refinamentos foram realizados com o pacote de programas SHELXL-
2014 através do método de matriz completa/minimos quadrados dos fatores estruturais F?,
com os parametros de deslocamento térmico anisotropico para todos o0s atomos nao
hidrogendides. Os &tomos ndo hidrogenodides foram localizados através de sucessivas
diferencas de Fourier e refinamentos com parametros anisotrépicos. J& os atomos de
hidrogénio foram refinados isotropicamente na forma de grupos vinculados geometricamente
aos respectivos atomos nao hidrogendides. As projecdes graficas das estruturas cristalinas
foram executadas através dos programas DIAMOND e ORTEP. A coleta de dados e a
resolugdo das estruturas foram realizadas no Departamento de Quimica da Universidade
Federal de Santa Maria, em colaboracdo com o Prof. Dr. Davi Fernando Back.

4.2.9. Espectroscopia Eletronica de Absor¢do no UV-Vis

Os espectros eletronicos de absorcdo nas regides do ultravioleta e visivel (200 a 800
nm) foram obtidos em um espectrofotdmetro Varian, modelo Cary 50, no CDTEQ/UEMS. As

analises foram realizadas em uma concentracéo de 5,0x10° mol L™ (ligante e complexo)
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utilizando-se como solventes metanol e DMSO (grau espectroscopico) em celas de quartzo
com capacidade para 4,0 mL com 1,0 cm de caminho Optico.

4.2.9.1. Absortividade Molar ()

A analise foi realizada com o preparo das amostras, ligante e complexo, a uma
concentracdo de 5,0x10™* mol L™ e diluidas em série de 1,0; 2,0; 3,0; 4,0; 50 e
6,0x10° mol L™, em metanol (grau espectroscopico). Posteriormente, fez-se a leitura das
amostras em cela de quartzo com capacidade para 4,0 mL e 1,0 cm de caminho éptico no
espectrofotdbmetro Varian, modelo Cary 50, na regido do UV-Vis (200 a 800 nm), sendo 0s
procedimentos realizados no CDTEQ/UEMS.

4.2.10. Estudos Eletroquimicos

O comportamento redox do complexo foi investigado via voltametria de onda
quadrada em um potenciostato/galvanostato Metrohm Autolab, modelo PGSTAT 302,
interfaceado a um microcomputador e gerenciado pelo software GPES (Versdo 4.9) para
aquisicdo dos dados. O solvente empregado na analise foi DMSO (grau espectroscépico),
sendo que as leituras foram feitas em atmosfera ambiente no Laboratério de Quimica
Ambiental do CINAN/UEMS, Unidade de Dourados, em colaboragdo com o Prof. Dr.
Antonio Rogério Fiorucci.

Usou-se um sistema convencional de trés eletrodos: eletrodo de trabalho de carbono
vitreo (diametro de 2,0 mm), eletrodo de Ag/Ag* como referéncia e um fio de platina usado
como eletrodo auxiliar (contra-eletrodo). O eletrodo de trabalho foi cuidadosamente polido
antes de cada medida com alumina, lavado com agua destilada e posteriormente seco. Neste
sistema, uma célula convencional com capacidade maxima de 20,0 mL foi usada nas medidas.
Uma solucdo de hexafluorofosfato de tetrabutilaménio (0,1 mol L™) foi utilizada como
eletrolito suporte. Para calibrar o eletrodo de referéncia utilizou-se o par redox
ferroceno/ferrocinio (Fc/Fc*) (Figura 7) como padrdo interno, com Ei,= 0,168 V versus
Ag/Ag* (GAGNE, KOVAL & LISENSKY, 1980).
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Figura 7. Voltamograma via onda quadrada do padréo interno ferroceno em DMSO (grau
espectroscopico).
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FONTE: BISCOLI, 2018.

4.2.11. Espectroscopia de Fluorescéncia

4.2.11.1. Espectroscopia de Fluorescéncia em Solucéo

As medidas de fluorescéncia foram realizadas em um espectrofotébmetro Cary Eclipse
(Varian). O espectrofluorimetro possui: como fonte de excitacdo uma lampada pulsada de
Xenonio (80 Hz), com a largura a meia altura do pulso de aproximadamente 2 us e poténcia
de pico equivalente a 75 KW; dois monocromadores, um para a selecdo do comprimento de
onda de excitagdo e outro para a selecdo do comprimento de onda emitido pela amostra. A
deteccdo da fluorescéncia € feita por um tubo fotomultiplicador (R928). Todas as medidas
foram realizadas a temperatura controlada, utilizando-se cubeta de quartzo com quatro faces
polidas (caminho 6ptico de 10 mm) e volume de 3,5 mL. As andlises foram realizadas
utilizando-se dimetilsufoxido (grau espectroscopico) tanto para o ligante quando para o

complexo, nas concentracdes de 6,0x10° mol L™ As analises foram realizadas na
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Universidade Federal da Grande Dourados em parceria com o Prof. Dr. Eriton Rodrigo

Botero.

4.2.11.2. Espectroscopia de Fluorescéncia em Estado Sélido

As medidas de fluorescéncia no estado solido foram obtidas utilizando-se 0 mesmo
equipamento descrito no item anterior, entretanto com algumas modificacbes nos
procedimentos. Os espectros foram obtidos a partir de uma camada fina e uniforme dos
compostos sélidos (lapachol e complexo [Mg'"(lapachol);],) em cubetas de quartzo,
utilizando-se para a medida uma fibra dptica tipo Y com uma janela espectral de 200-800 nm,
As analises foram realizadas na Universidade Federal da Grande Dourados em parceria com 0

Prof. Dr. Eriton Rodrigo Botero.

4.2.12. Ensaios Antimicrobianos

4.2.12.1. Determinacdo da Concentracéo Inibitoria Minima (CIM)

Para a realizacdo dos ensaios microbioldgicos foram utilizados os seguintes aparelhos:
Autoclave vertical (Prismatec, modelo CS); Banho-maria (Warmnest, modelo HH-Sy,) para
preparacdo e solubilizacdo dos meios de cultura; Estufa para secagem e esterilizacdo
(MARCONI, modelo MA 033); Estufa de cultura bacterioldgica (Deleo); Agitador de tubos
tipo vortex (PHOENIX, modelo AP56); Refrigerador vertical (CONSUL, modelo biplex
CRM45 frost free); Capela de fluxo laminar (BSTEC). Todos os procedimentos foram
realizados no CDTEQ/UEMS.

Utilizou-se cinco cepas bacterianas diferentes para realizacdo da anélise, sendo trés
delas do tipo Gram-positivas (Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis e Bacillus
cereus) e duas do tipo Gram-negativas (Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa) (Tabela
2). Para uso nos bioensaios as bactérias liofilizadas foram replicadas em agua salina estéril
(0,8% de NaCl), semeadas em placas de Petri contendo meio de cultura Mueller-Hinton Agar
(36%) e incubadas a 36°C por 24 horas.

BISCOLI, 2018 22




UEMS Universidade Estadual de Mato Grosso do Sul
— & Unidade Universitaria de Dourados

- Programa de Pos-Graduacdo em Recursos Naturais

Tabela 2. Cepas bacterianas utilizadas na avaliacdo da atividade antimicrobiana.

CEPA BACTERIANA CODIGO MARCA/LOTE

BAC-FAR (CCCD-S007) / BF-H 341
Staphylococcus aureus ATCC SP 238.651 Ago/2020

BAC-FAR (CCCD-E006) / BF-G 934

Enterococcus faecalis ATCC SP 224.150 Jul/2018

BAC-FAR (CCCD-E009) / BF-A 275

Escherichia coli ATCC SP 224.360 Jan/2020

BAC-FAR (CCCD-P003) / BF-1 146

Pseudomonas aeruginosa ATCC SP 235.451 Set/2018

Bacillus cereus ATCC SP 11.778 BAC-FAR (CCCD-B001) / BF-J 835
Ago/2019

As cepas bacterianas foram replicadas conforme o fabricante, sendo utilizadas nos bioensaios ap6s a terceira
incubacéo, de acordo com a norma M7-A7 da CLSI (2006).
FONTE: BISCOLLI, 2018.

Para a determinacdo da concentracdo inibitéria minima (CIM) utilizou-se o método de
microdiluicdo em caldo utilizando-se de microplacas de 96 pogos em formatos de “U” (Figura
8), seguindo a metodologia determinada pela ANVISA para Teste de Suscetibilidade aos
Antimicrobianos (TSA) e descrita segundo a norma M7-A6 do Manual 38 Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI, 2006). Para efeito comparativo, os testes foram
realizados para o complexo, ligante e com um antibiotico reconhecido de amplo espectro — o
cloranfenicol. Em todos os pocos, para microdiluicdo, foram adicionados 100 pL do meio de
cultura Luria-Bertani. Os compostos foram solubilizados em DMSO em concentracdo de
100 ug mL™ e posteriormente diluidos nos pocos. No primeiro poco (linha A da placa)
adicionou-se 100 pL dos compostos na concentracdo inicial, seguidamente foram retirados
100 pL do primeiro poco e passado para 0 segundo poco, sendo que as dilui¢cdes foram feitas
repetidamente até chegar a linha H da placa chegando a uma concentracdo final de 0,39
pg/mL. Nas ultimas trés colunas da placa foram realizados os controles negativo (para
averiguar possivel contaminacdo no meio) positivo (para ter certeza do crescimento
bacteriano) e controle do solvente (para investigar se o solvente esta influenciando na

analise).
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Figura 8. Microplaca de 96 pogos utilizada para realizacéo da CIM.

FONTE: BISCOLLI, 2018.

O ino6culo produzido foi ajustado, em agua salina, a solucdo padrdo de 0,5 McFarland,
que corresponde ao padréo de turvacdo da bactéria Escherichia coli a uma concentracao de
1,5x10® UFC mL™. Quando o inéculo ndo alcancava a turvacio padrdo eram acrescentadas
coldnias bacterianas, e quando superava a escala nefelométrica era adicionada agua salina.
Esta solucdo foi entdo diluida em caldo Luria-Bertani para obter um in6culo com
concentragdo de 5x10° UFC mL™.

Do inéculo ajustado (5x10° UFC mL™), retirou-se 10 pL e adicionados em cada um
dos pocos para investigacao, excluindo-se o controle negativo. Posteriormente as microplacas

foram levadas para estufa bacterioldgica por 20 horas a uma temperatura de 36° C.

4.2.12.2. Determinacéo da Concentracéo Bactericida Minima (CBM)

Em continuacdo aos procedimentos para determinacdo da CIM, foram iniciados as
analises para determinacdo da CBM pelo método de plaqueamento em meio de cultura,
adaptado de SANTOS et al. (2014).

Ap0s o periodo de incubagdo para determinagdo da CIM foi retirada uma aliquota de
100 pL de cada pogo, inclusive do controle positivo, negativo e solvente. Os indculos foram
distribuidos sobre a superficie do meio de cultura Mueller-Hinton Agar em placas de Petri,
com o auxilio de uma alca de drigalski em cabine de seguranca biolégica.
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As placas de Petri inoculadas foram incubadas a temperatura de 36°C por 20 horas.
Apos este periodo observou-se se houve o crescimento de coldnias bacterianas em cada placa.
A CBM foi determinada como sendo a menor concentracdo do composto capaz de impedir o

crescimento microbiano em meio de cultura (formacéo de col6nias bacterianas).

4.2.13. Ensaio Antitumoral

Para analise antitumoral in vitro utilizou-se o método de TGI (Total Growth
Inhibition) que é a concentragdo necessaria para que ocorra 0% de crescimento celular.

Foram utilizadas 10 linhagens tumorais humanas sendo elas: U251 (glioma); UACC-
62 (melanoma); MCF-7 (mama); NCI-ADR/RES (ovério com fenétipo de resisténcia a
multiplos farmacos); 786-O (rim); NCI-H460 (pulmdo, tipo ndo pequenas células); PC-03
(prostata); OVCAR-03 (ovério); HT-29 (co6lon); K562 (leucemia). E uma linhagem néo
tumoral humana: HaCaT (queratindcito, ndo tumoral). Todas as linhagens foram mantidas em
laboratdrio de cultura de células em frascos de 25 cm® (Nunc®), com 5 mL de meio RPMI
1640 (Gibco®) suplementado com 5% de soro fetal bovino (SFB) (Gibco®) e incubadas a
37 °C em atmosfera umida com 5% de CO,.

As células inoculadas 100 pL/compartimento, em placas de 96 compartimentos
(Nunc®), de cada suspensdo celular, em meio RPMI/5% SFB, acrescido de penicilina:
estreptomicina (1000 U mL™: 1000 pg mL™; 1,0 mL L™ RPMI). Apés 24h de incubacio, a
37 °C em atmosfera umida com 5% de CO,, foram adicionados 100uL/compartimento da
amostra a ser testada em quatro concentragdes distintas (0,25; 2,5; 25 e 250 pg mL'l).

Para preparacdo das amostras, uma aliquota de 10 mg de cada amostra foi dissolvida
em 100 pL de dimetilsulfoxido (DMSO). Em seguida, 50 puL dessa solugdo mée foram
dispersos em 950 puL. de meio RPM1/5% SFB, para preparacao da solucao de trabalho. Esta foi
entdo diluida sucessivamente, em meio de cultura, para preparacdo das concentragdes finais
de 0,25; 2,5; 25 ¢ 250 pg mLt A concentracéo final de DMSO ndo interfere no crescimento
celular.

Como controle positivo utilizou-se o quimioterapico doxorrubicina, nas concentracfes
de 0,025; 0,25; 2,5 e 25 pg mL™*. No momento da adicdo das amostras, foi realizada a fixagao,
com 4&cido tricloroacético (TCA) a 50%, da placa controle chamada TO, o que permitiu

determinar qual a quantidade de células no momento da adicdo das amostras.
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Ao final de 48h de incubacdo, as células foram fixadas com 50uL/compartimento de
TCA a 50% e as placas incubadas por 1h a 4 °C; a seguir, as placas foram lavadas quatro
vezes consecutivas com agua destilada para remocdo de residuos de TCA, meio, SFB e
metabolitos secundarios. Depois de secas completamente, a temperatura ambiente, as células
foram coradas com 50uL/compartimento de SRB 0,4% (p/v), dissolvido em &cido acético 1%,
e, mantidas por 20 min a temperatura ambiente; em seguida, lavadas quatro vezes com &cido
acetico 1% e secas a temperatura ambiente. Finalmente o corante ligado as proteinas celulares
foi solubilizado com Trizma Base (Sigma®), 10 mM e pH 10,5. A leitura espectrofotométrica
da absorbéancia foi realizada em 540 nm em leitor de microplacas.

Com os valores médios de absorbéncia para cada concentracdo de cada amostra, 0
crescimento celular expresso em porcentagem foi calculado segundo as seguintes formulas:

Se T > T1 — estimulo de crescimento celular;

Se T1 > T > TO — atividade citostatica: %C = 100 x [(T-T0)/( T1-TO)];

Se T< TO — atividade citocida: %C = 100 x [(T-T0)/ TO].

Onde:

T = média da absorbéncia da célula tratada — absorbancia amostra sem célula;
T1 = absorbéancia do branco de células;

TO = absorbéncia do controle de células na placa TO.

Foram gerados graficos de porcentagem de crescimento em funcdo da concentracéo da
amostra testada, para cada uma das linhagens testadas. Uma concentracéo efetiva denominada
TGI (do inglés total growth inhibition, concentracdo necessaria para que ocorra 0% de
crescimento celular) foi calculada em fungdo do tipo de gréafico obtido, por regressao nao
linear, tipo sigmoidal, utilizando-se software Origin, versédo 8.0. Os testes de capacidade
antiproliferativa foram realizados na FCF/UNICAMP, sob a supervisdo da prof. Dra. Ana

Lucia Tasca Gois Ruiz.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Ponto de Fusao e Teste de Solubilidade

O ponto de fusdo determinado para o lapachol livre € de 140°C valor que estd de
acordo com a literatura (ARAUJO et al., 2002), demonstrando que o processo de extracio foi
realizado com éxito, enquanto o ponto de fusdo do complexo [Mg'(Lapahol)], esta acima de
360°C, sendo que este significativo aumento da temperatura de fusdo do complexo ja era
esperado, e, esta diretamente relacionado ao processo de coordenacdo do ion metélico ao
lapachol.

Na andlise de solubilidade h& grandes distin¢cdes entre o perfil do ligante e do
complexo, com o ligante apresentando solubilidade na maioria das solventes, excetuando-se a
agua; ja o complexo se mostrou insoluvel na maioria dos solventes testados, sendo
completamente sollvel apenas em dimetilsulfoxido, dimetilformamida e metanol, e
parcialmente soltivel em etanol e 4gua, como pode ser observado na Tabela 3. Tais mudangas
reforcaram a formacéo do novo composto de coordenacao.

Tabela 3. Perfil de solubilidade do ligante e complexo.

Solventes Lapachol Complexo
Acetona Soluvel Insoluvel
Acetonitrila Soluvel Insolavel
Agua Insoluvel Parcialmente
Cloroférmio Soluavel Insoluavel
Diclorometano Solavel Insolavel
Dimetilformamida Soluvel Soluavel
Dimetilsulfoxido Solavel Soluavel
Etanol Soluvel Parcialmente
Eter etilico Soltivel Insoluvel
Hexano Solavel Insolavel
Isopropanol Soluvel Insolavel
Metanol Soluvel Soluvel

FONTE: BISCOLI, 2018.

5.2. Espectroscopia no Infravermelho

O espectro vibracional do complexo quando comparado ao do ligante “livre” (Figura

9) apresenta visiveis distin¢des entre ambos (ligante e complexo). A principal diferenca entre
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eles é o desaparecimento de uma intensa banda em 3353 cm™, presente no ligante e referente
ao grupamento OH de fenol. Este fato, que ja era esperado, permite prever que o ion metalico
se coordenou via oxigénio fenolico, assim como encontrado em outros complexos descritos
na literatura ([Ni"(Lapachol)2(DMF)(H,0)], [Co"(Lapachol),(DMF)],
[Cu"(Lapachol),(DMF),], [Zn"(Lapachol),(EtOH),] e [Mn"(Lapachol),],) (FARFAN et al.,
2009; FARFAN, et al., 2012, MARTINEZ, et al., 2003; CARUSO, et al., 2009).

Outros indicativos da complexacdo s@o observados em menor nimero de onda, o que
pode ser melhor visualizado no espectro ampliado na Figura 10 e com valores expostos na
Tabela 4.

O deslocamento da banda em 1664 cm™ (ligante) para 1650 cm™ (complexo) referente
ao estiramento C=0 do C10, indica outra posi¢do de coordenacdo, sendo que esta alteracéo
para menor nimero de onda estd de acordo com o apresentado para um complexo de
[Mn"(Lapachol),], (1660 cm™ para 1639 cm™) (CARUSO, et al., 2009). Outro importante
deslocamento esté relacionado ao estiramento da carbonila do C3, cuja banda observada em
1638 cm™ (ligante) passa para 1586 cm™ (complexo); posteriormente, com a realizacdo da
analise por difratometria de raios X, provou-se que este deslocamento esta relacionado a
formacédo de um polimero, pois, ocorre a coordenacio desta carbonila a outro fon de Mg",
presente na estrutura; esta alteracdo para menor nimero de onda também é encontrado em
outro complexo polimérico [Mn"(Lapachol),], (1646 cm™ para 1583 cm™) (CARUSO, et al.,
2009; FARFAN, et al., 2015). Também é possivel observar outros descolamentos: de 1048
cm™ (ligante) para 1092 cm™ (complexo), atribuido ao estiramento da ligagdo C-O de fenol e;
1272 cm™ (ligante) para 1284 cm™ (complexo) referente & deformacéo angular da ligagdo
C=C-0 de fenol. Uma grande diferenciacdo ainda pode ser observada na regido de 1600-1500
cm™, onde aparece apenas uma banda para o lapachol (1593 cm™) e trés bandas para o
complexo, sendo a mais intensa em 1510 cm™. Esta regi&o é comum para deformacdes nas
ligagdes do tipo C-C dos anéis aromaticos, sendo que a modificacdo espectral pode estar
relacionada a formacéo da rede polimérica, informacdo esta que € confirmada por mudancas
similares  ocorridas em outras complexos descritos na literatura, como
[Co'"(Lapachol)2(DMF),] e [Cu"(Lapachol),(DMF),] com bandas em 1542 cm™ e 1545 cm™,
respectivamente (FARFAN, et al., 2012). No complexo polimérico [Mn"(Lapachol),], a
semelhanca é ainda maior, pois 0 mesmo também apresenta trés bandas nessa regido (1530
cm™, 1505 cm™ e 1475 cm™) (CARUSO, et al., 2009).
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Figura 9. Espectro vibracional comparativo entre o ligante (preto) e o complexo (vermelho).
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FONTE: BISCOLLI, 2018.

Figura 10. Ampliacdo da faixa de 1700-400 cm™: ligante (preto) e complexo (vermelho).
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Tabela 4. Principais bandas e atribuicdes, em cm™, dos espectros no infravermelho para o
ligante e complexo.

Atribuicdes Ligante Complexo
v(O-H fenol) 3353
v(C=0) 1664 1650
v(C=0) 1638 1586
v(C=C/C-C) 1593 1510
6(C=C-O fenol) 1272 1284
v(C-O fenol) 1048 1092

-~ No atribuido.
FONTE: BISCOLLI, 2018.

5.3. Analise Térmica

5.3.1. Termogravimetria e Termogravimetria Derivada (TG/DTG)

Para as analises dos perfis de termo decomposicdo do ligante (lapachol) e do
complexo metalico [Mg" (Lapachol)], utilizou-se, como um dos métodos, a termogravimetria
(TG). As curvas TG/DTG obtidas a partir das analises sdo apresentadas nas Figuras 11 e 12,
revelando a quantidade real de eventos e perdas de massa, onde nota-se que ambos 0S
compostos apresentam consideraveis distin¢des nas temperaturas de decomposicao.

Os resultados obtidos para o ligante lapachol ocorrem em duas etapas principais: a
primeira comega em 137 °C e vai até 230 °C, com uma perda de massa de 92,36%, enquanto
a segunda se iniciando em 230 °C e indo até 520 °C, com uma perda de 7,48%, temperatura
na qual o composto organico é totalmente carbonizado. O baixo residuo final (0,13%)
demonstra que o composto foi isolado com alta pureza. O resultado encontrado para
decomposicdo do lapachol esta de acordo com dados da literatura (KATAWATE, et al., 2014;
FARFAN et al., 2009).
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Figura 11. Termograma em atmosfera de ar sintético do lapachol.
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FONTE: BISCOLI, 2018.

A decomposicdo térmica do complexo ocorre em trés etapas principais, todas
relacionadas a perda de massa do ligante organico. Todos os processos podem ser observados
com maior clareza quando comparados a derivada do mesmo. Tendo a primeira perda de
massa um intervalo de temperatura de 255 a 385°C, e com um valor experimental de 27,13%
e um valor tedrico de 27,28%, esta perda de massa, possivelmente, esta relacionada a
decomposi¢cdo do grupamento 3-metil-2-butenil. A segunda perda tem um intervalo de
temperatura de 385 a 455°C, e com um valor experimental de 29,20% e um valor tedrico de
30,03%, referente a perda do primeiro anel de 6 membros do ligante. A terceira perda tem um
intervalo de temperatura de 455 a 545°C, com um valor experimental de 34,41% e um valor
tedrico de 34,74% relacionada ao restante do ligante (C403). O residuo experimental
encontrado representa 8,6%, enquanto o tedrico é de 7,7%, sendo referente a formacdo de
Oxido de magnésio (MgO). Os valores de decomposicdo do envoltorio organico sdo
semelhantes a de outros complexos de lapachol, [Zn'"(Lapachol)2(DMF)(H,0)],
[Mn''(Lapachol)2], e [Cd"(Lapachol),], , respectivamente, com total de perda de massa de
87,11%, 78,42% e 85,31%; entretanto, estes compostos iniciam a decomposicao entre 290 e
310°C (FARFAN, et al., 2015).
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Os resultados encontrados foram satisfatdrios, visto que os valores experimentais estdo
proximos aos valores teoricos, o que demonstra um alto grau de pureza do composto isolado.
A técnica também confirma a estequiometria de reacdo, na qual se previa a formacdo do
complexo contendo duas moléculas de lapachol para um fon metalico Mg", corroborando as
demais técnicas empregadas neste trabalho.

Figura 12. Termograma em atmosfera de ar sintético do complexo [Mg"(Lapachol),]..
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FONTE: BISCOLI, 2018.

5.3.2. Calorimetria Exploratoria Diferencial

Os termogramas contendo as curvas de DSC para o ligante e complexo estdo
apresentados nas Figuras 13 e 14, assim como os principais dados obtidos estdo expostos na
Tabela 5, os quais evidenciam uma grande distin¢éo entre o perfil de decomposi¢éo de ambos
0S compostos.

Ao se analisar os fendmenos fisico-quimicos envolvidos na decomposi¢éo do ligante e
apresentados na curva de DSC (Figura 13), observam-se trés processos endotérmicos. O
primeiro evento endotérmico apresenta uma temperatura onset (Tonset) de 138,73 °C, que € a
temperatura inicial extrapolada do evento, tendo uma valor para AH de 142,8 J g™, 0 qual é

relacionado a uma temperatura pico (Tpico) de 140,36 °C, constituindo 0 maximo consumo de

BISCOLI, 2018 32




UEMS Universidade Estadual de Mato Grosso do Sul
— & Unidade Universitaria de Dourados

) Programa de Pos-Graduacdo em Recursos Naturais

energia no perfil do ligante; esta temperatura estd diretamente relacionada ao ponto de fuséo
encontrado para o ligante, que é de 140 °C, o que também estda em concordancia ao que é
descrito na literatura (ARAUJO et al., 2002). Os outros dois processos endotérmicos
observados apresentam 0s seguintes parametros: Tonset de 165,41 °C (com AH de 54,20 J g™ e
Thico de 197,81 °C) e Tonser de 218,68 °C (com AH de 11,26 J gle Tpico de 221,89 °C), os
quais estdo relacionados a decomposicéo final do ligante. Os dados encontrados para DSC

corroboram com valores encontrados paraa TG/DTG.

Figura 13. Curva de DSC do lapachol em atmosfera de ar sintético.
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FONTE: BISCOLI, 2018.

O perfil da curva de DSC do complexo é completamente diferente do ligante, uma vez
que todos os processos que ocorrem sdo de natureza exotérmica, apresentando valores de
entalpia muito maiores. O primeiro fendmeno exotérmico foi o maior encontrado para a
decomposic¢do do complexo, apresentando uma Tonset de 297,45 °C, o qual libera uma grande
quantidade de energia (AH de -2576 J g™*) com uma Tpico de 334,50 °C. O segundo processo é
observado em uma Tonset de 412,28 °C, apresentando uma variacdo de entalpia de -1645 J g'l e
Tpico de 440,80 °C. O ultimo processo também apresenta uma elevada liberagdo energética
(AH = -2507 J g%), com Tonset de 500,95 °C e Tpico de 509,56 °C. Os trés processos estdao
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relacionados a combustdo do lapachol coordenado ao ion metalico, ocorrendo com grande

perda de energia, 0 que mostra que o complexo é mais estavel termodinamicamente que o

ligante livre. Os dados ainda estdo de acordo com os encontrados para TG/DTG, o que

reafirma a formacao e estequiometria do complexo.

Figura 14. Curva de DSC do complexo [Mg"(Lapachol),], em atmosfera de ar sintético.
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Tabela 5. Dados termodinamicos obtidos a partir da analise das curvas de DSC do ligante e

complexo.
Composto Processos Temperatura °C Entalpia J g'1
Tonset Tpico
Ligante Endotérmico 138,73 140,36 142,8
Endotérmico 165,41 197,81 54,20
Endotérmico 218,68 221,89 11,26
Complexo Exotérmico 297,45 334,50 -2576
Exotérmico 412,28 440,80 -1645
Exotérmico 500,95 509,56 -2507

FONTE: BISCOLI, 2018.
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5.4. Difratometria de raios X em monocristal

A estrutura do complexo foi obtida a partir de monocristais de coloragdo magenta,
pertencentes ao sistema cristalino tetragonal e grupo espacial P43;2;2. Os dados revelam que o
complexo se organizou na forma de uma rede polimérica, na qual o mondémero é formado por
unidades [Mg"(Lapachol),],.. A projecdo do complexo pode ser observada na Figura 15,
enquanto a unidade assimétrica e um desenho esquemaético do ambiente de coordenacéo,
podem ser visualizados nas Figura 16 e Figura 17, respectivamente. Os dados cristalograficos
e principais comprimentos e angulos de ligacdo estdo listados nas Tabelas 6 e 7,
respectivamente. Os demais dados cristalogréaficos (coordenadas atdmicas e equivalentes
isotropicos, todos os comprimentos e angulos de ligagdo, pardmetros de deslocamento
térmicos anisotropicos, coordenadas dos atomos de hidrogénio e seus respectivos parametros

de deslocamento isotropicos) estdo descritos nos anexos deste trabalho.
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Figura 15. Projecdo DIAMONT da estrutura molecular do complexo polimérico
[Mg"(Lapachol)],; &tomos de hidrogénio omitidos para melhor clareza.
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FONTE: BISCOLI, 2018.

Figura 16. Projecdo ORTEP da unidade assimétrica cristalogréfica de [Mg"(Lapachol),],.
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FONTE: BISCOLI, 2018.
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Figura 17. Desenho esquemético da estrutura do complexo polimérico [Mg" (Lapachol)].

FONTE: BISCOLI, 2018.

Tabela 6. Pardmetros cristalograficos e de refinamento da estrutura do complexo

[Mg"(Lapachol)].

Formula molecular MgC3oH2606
Massa molar (g mol™) 506,82
2 (A) 0,71073
Sistema cristalino Tetragonal
Grupo espacial P432,2

Dimensoes da cela unitaria

a=13,077(3) A
b=13,077(3) A
c=14,965(3) A

a=90°
B=90°
y =90°
Volume (A% 2559,3(4)
Z | peatc. (Mg m®) 411,315
w (mm™) 0,113
F(000) 1064
Dimensdo do cristal (mm) 0,179 x 0,113 x 0,045
Intervalo de 6 (°) 2,20-26,39
Intervalo dos indices h, k, | -15<h<16
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-13<k<16
-18<1<18
N - 18661 / 2625
Reflexdes coletadas / Gnicas [Rin = 0,2060]
Transm. (Max./Min.) 0,9054 e 0,8399
Meétodo de refinamento Quadrados minimos de matriz completa em F*
Restri¢bes / Parametros 0/168
GOOF (F?) 0,986
Indice final de R[I1>25(1)] R =0,0681, Ry, = 0,1016
Indice de R (todos os dados) R =0,1964, Ry, = 0,1324
Densidade eletronica residual (e.A%) 0,226 e -0,218

FONTE: BISCOLI, 2018.

Tabela 7. Principais comprimentos (A) e angulos (°) de ligacéo para o complexo
[Mg"(Lapachol),],.

Mg-O(2)#2 2,021(3) Mg-O(3) 2,189(3)
Mg-O(2)#3 2,021(3) 0(3)-C(10) 1,239(5)
Mg-O(1)# 2,037(3) 0(2)-C(3) 1,256(4)
Mg-O(1) 2,037(3) 0(1)-C(1) 1,278(5)
Mg-O(3)# 2,189(3)
0(2)#2-Mg-O(2)#3 94,27(17) O(1)-Mg-O(3)# 95,79(12)
0(2)#2-Mg-O(1)# 95,47(12) 0(2)#2-Mg-0(3) 165,71(12)
0(2)#3-Mg-O(1)# 91,58(12) 0(2)#3-Mg-0(3) 94,18(11)
0(2)#2-Mg-O(1) 91,58(12) O(1)#-Mg-0(3) 95,79(12)
0(2)#3-Mg-O(1) 95,47(12) 0(1)-Mg-O(3) 76,15(11)
O(1)#-Mg-O(1) 169,63(19) O(3)#-Mg-0(3) 80,05(16)
0(2)#2-Mg-O(3)# 94,18(11) C(3)-0(2)-Mg#4 149,8(3)
0(2)#3-Mg-O(3)# 165,71(12) C(1)-0(1)-Mg 118,2(3)
O(1)#-Mg-O(3)# 76,15(11) C(10)-0(3)-Mg 113,3(3)

FONTE: BISCOLI, 2018.
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Para melhor clareza os oxigénios do segundo lapachol foram rotulados como O1#,
O2# e O3#, enquanto o terceiro e quarto lapachol presentes no primeiro ambiente de
coordenacdo sdo rotulados como O2#2 e O2#3, respectivamente. O complexo
[Mg"(Lapachol),], apresenta uma geometria octaédrica distorcida ao redor do fon Mg",
havendo grande similaridade ao complexo isomorfo apresentado por Caruso e colaboradores
(2009), [Mn"(Lapachol),], , complexo que também apresenta uma rede polimérica formada
pelo ligante lapachol, porém, como centro metalico tém-se o fon metalico Mn".

O fon Mg" esta ligado ao ligante lapachol via dois oxigénios carbonilicos do C10 (O3
e O3#, do primeiro e segundo lapachol, respectivamente, nas posi¢fes equatoriais e cis entre
si), dois oxigénios carbonilicos do C3 (O2#2 e O2#3, do terceiro e quarto lapachol,
respectivamente, nas posicdes equatoriais e cis entre si) e dois oxigénios fenolicos (O1 e O1#
nas posicdes axiais e trans entre si).

Ao comparar 0os comprimentos de ligacdes entre o complexo estudado e o complexo
[Mn'(Lapachol),], verifica-se que as distancias das ligages Mg-O3 e Mg-O3# (2,189(3) A)
s&0 menores que as ligagdes entre Mn-O3 e MnO3# (2,321(12) A), da mesma forma que as
ligacBes entre Mg-O1 e Mg-O1# (2,037(3) A) sdo menores que as ligacdes entre Mn-O1 e
MnO1# (2,106 (10) A); as ligaces entre Mg-02#2 e Mg-02#3 (2,021(3) A) também sdo
menores do que as ligagdes entre Mn-02#2 e MnO2#3 (2,113(11) A) (CARUSO, et al.,
2009). Esses menores comprimentos de ligagOes estdo diretamente relacionados com o0s
diferentes tamanhos dos fons metélicos envolvidos (Mg" e Mn").

Quando se faz um comparativo entre todas as ligagdes carbono-oxigénio, a ligacdo
C10-03 tem o comprimento de ligagio mais curto (1,239(5) A frente a C1-01 (1,278(5) A) e
C3-02 (1,256(4) A), sugerindo um carater de dupla ligacdo mais forte e com uma doagéo
eletrobnica mais fraca ao metal. Este dado ganha maior consisténcia quando associado o
comprimento da ligacdo Mg-O3 (2,189(3) A), que é maior do que os das ligacbes Mg-O1
(2,037(3) A) e Mg-02 (2,021(3) A). Essas caracteristicas sd0 as mesmas demonstradas pelo
complexo [Mn'"(Lapachol)], que apresenta o comprimento da ligacio entre C10-O3 (1,224
(17) A) mais curto que para as ligagdes C1-O1 (1,273 (18) A) e C3-02 (1,256 (16) A),
enquanto o comprimento da ligacdo entre Mn-03 (2,321 (12) A) é maior do que para Mn-O1
(2,106 (10) A) e Mn-02 (2,113 (11) A) (CARUSO, et al., 2009).

Na estrutura do complexo [Mg"(Lapachol),], formam-se dois anéis quelatos de cinco

membros, sendo um com o primeiro lapachol e o outro com o segundo lapachol, envolvendo
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0s seguintes atomos: Mg-01-C1-C10-0O3. O complexo ainda apresenta ainda o angulos trans
envolvendo os atomos O1#-Mg-O1, O2#3-Mg-O3# e 0O2#2-Mg-O3 com valor medio
167,02(14)°, valor que difere de um angulo de 180° de um octaedro perfeito, tendo um maior
desvio de linearidade para O2#3-Mg-O3# e O2#2-Mg-03 (165,71(12)°). Os angulos cis
formados nos dois anéis quelatos (O1-Mg-O3 e O1#-MgO3#) formam um angulo de
76,15(11)° sendo esse 0 menor angulo presente na esfera de coordenacdo. Entre os dois anéis
formam-se um angulo de 80,05(16)° (O3#-Mg-03) e outros dois angulos de 95,79(12)° (O1-
Mg-03# e O1#-Mg-03), sendo este tltimo o maior valor de angulo cis presente no complexo.
Por fim o complexo tem um angulo entre os oxigénios carbonilicos do terceiro e quarto
lapachol (O2#2-Mg-O2#3) de 94,27(17)°.

Por meio da estrutura cristalina do complexo, comprova-se que o mesmo se forma
como um MOF, de tal forma que cada ligante organico se liga a dois centros metalicos
diferentes, e cada centro metélico esta diretamente ligado a quatro ligantes diferentes,
formando assim uma rede polimérica, onde cada monémero é formado por um centro

metélico de magnésio e duas moléculas de lapachol.

5.5. Espectroscopia Eletrénica de Absor¢do no UV-Vis

No comparativo dos espectros eletronicos de absor¢do do lapachol e complexo
metalico na regido do ultravioleta visivel em DMSO (Figura 18) e metanol (Figura 19) é
possivel notar uma grande distingdo no perfil espectral.

Para o espectro em DMSO do ligante é possivel observar uma primeira banda com
maximo de absor¢cdo em 279 nm, a qual pode estar relacionada a transi¢cdes intraligantes do
tipo m=—n* dos anéis aromaticos, sendo que essa banda aparece no mesmo comprimento de
onda para o complexo, porém com maior intensidade de absorcdo. No ligante observam-se
também duas bandas na forma de “ombro” centradas em 305 ¢ 335 nm, as quais
possivelmente estdo relacionadas a transi¢des intraligantes do tipo n—n* das carbonilas das
quinonas, sendo que ambas aparecem no complexo centradas em 295 e 335 nm. Uma banda
larga ainda pode ser observada no espectro do complexo, na regido do visivel com maximo de

absorcdo em 515 nm, a qual pode ser relacionada a cor do complexo (magenta em solucdo de
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DMSQO) e ao sistema mesomério conjugado: O1=C1-C2=C3-02+-01-C1=C2-C3=02
(BODINI & ARANCIBIA, 1989; MARTINEZ, et al., 2003; FARFAN, et al., 2012).

Figura 18. Espectros eletrénicos do lapachol (preto) e complexo (vermelho) nas
concentracdes de 6,0x10™° mol L™ em DMSO (grau espectroscopico).
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FONTE: BISCOLI, 2018.

No comparativo espectral entre o lapachol e o complexo, em alcool metilico, é
possivel observar uma primeira banda presente no espectro do ligante em 205 nm, que se
desloca batocromicamente para 210 nm no espectro do complexo. Uma segunda banda
presente no espectro do ligante é observada em 250 nm, deslocando-se hipsocromicamente
para 235 nm no complexo. A terceira banda presente no ligante tem maximo de intensidade
em 275 nm, sendo que € observada no mesmo comprimento de onda para o complexo. Estas
trés primeiras bandas estdo relacionadas a transi¢fes do tipo m—n* dos anéis aromaticos.
Uma quarta banda na forma de “ombro”, presente tanto no ligante quanto no complexo, é
centrada em 335 nm, e possivelmente esti relacionada a transicbes do tipo n—zn* das

carbonilas. Uma quinta banda larga é encontrada no complexo em 495 nm, sendo que pode
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estar relacionada a cor do complexo (vermelho em metanol) e ao sistema mesomério
conjugado: O1=C1-C2=C3—-02-01-C1=C2—-C3=02 (CARUSO, et al., 2009; MARTINEZ,
etal., 2003; FARFAN, et al., 2012).

Figura 19. Espectros eletrénicos do lapachol (preto) e complexo (vermelho) nas
concentracdes de 6,0x10™ mol L™ em alcool metilico (grau espectroscopico).
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FONTE: BISCOLI, 2018.

5.5.1. Absortividade Molar ()

A absortividade molar (g) € uma grandeza caracteristica da espécie absorvente, cuja
magnitude depende do comprimento de onda da radiacdo incidente e do tipo de transicdo
eletronica envolvida (ROCHA & TEIXEIRA, 2004), sendo ela calculada a partir da equacgao
de Lambert-Beer (equagéo 1):

€= A E ao 1
= be (Equacéo 1)
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Onde € é a absortividade molar (L mol™® cm™), A a absorbancia, b a concentracéo
molar da amostra (mol L™) e ¢ o caminho éptico (cm™).

Para tanto, realizou-se experimentos para calcular o valor desta grandeza para o
lapachol (Figura 20) e o complexo (Figura 21), com o intuito de confirmar as diferencas na
intensidade de absorgdo e por consequéncia demonstrar a efetividade do processo de
coordenacao do ion metélico ao ligante. Os resultados estdo descritos na Tabela 8. Utilizou-se

como solvente alcool metilico (grau espectroscopico).

Tabela 8. Valores de absortividade molar para o ligante e complexo (¢ = L mol™ cm™).

Banda | Banda Il Banda I11 Banda IV Banda V
Lapachol 9.892 8.087 11.114 1.095 1.014
Complexo 38.039 29.837 49.088 3.848 4.754

FONTE: BISCOLI, 2018.

Com base nos valores de absortividade molar expressos na Tabela 8, pode-se
confirmar os resultados ja demonstrados nos espectros eletrénicos comparativos entre ligante
e complexo (Figuras 18 e 19), de que a complexacdo potencializou de forma significativa a
intensidade de absorcdo apresentada pelo ligante, o que reflete nas alteracbes da estrutura
eletronica do lapachol. Todas as bandas presentes no lapachol (Bandas I, I, I, IV e V)
podem ser observadas no complexo com aumento de suas absorbancias, de forma que este
efeito € conhecido como hipercrémico. Outro dado relevante, é que a banda V, observada no
ligante (Figura 20), possivelmente esta relacionada a tautomerizacdo da funcdo ceto-endlica
do lapachol, enquanto a banda do complexo, na mesma regido, provavelmente esta
relacionada ao efeito da mesomerizacdo (MARTINEZ, et al., 2003; FARFAN, et al., 2012;
SINGH, et al., 1968).
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Figura 20. Espectros eletrénicos do lapachol em alcool metilico (grau espectroscopico) em

concentracdes seriadas de 1,0; 2,0; 3,0; 4,0; 5,0 e 6,0x10™> mol L™. Insercéo: gréfico de

concentragdo versus absorvancia mostrando a regresséo linear (R% 0,9967 (Banda 1), 0,9979
(Banda I1), 0,9976 (Banda I11), 0,9976 (Banda 1V) e 0,9817 (Banda V)); Desvio Padréo: +
0,01 (Banda ), £ 0,01 (Banda 1), £ 0,01 (Banda IlI), + 0,003 (Banda IV) e + 0,0008 (Banda
V); Equacdo da reta: y = a + bx.
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FONTE: BISCOLLI, 2018.
BISCOLLI, 2018 44




UEMS Universidade Estadual de Mato Grosso do Sul
— & Unidade Universitaria de Dourados

) Programa de Pos-Graduacdo em Recursos Naturais

Figura 21. Espectros eletrénicos do complexo em alcool metilico (grau espectroscopico) em
concentracdes seriadas de 1,0; 2,0; 3,0; 4,0; 5,0 e 6,0x10™> mol L™. Insercéo: gréafico de
concentragdo versus absorvancia mostrando a regresséo linear (R% 0,9986 (Banda 1), 0,9992
(Banda I1), 0,9961 (Banda I11), 0,9997 (Banda 1V) e 0,9995 (Banda V)); Desvio Padrao: +
0,03 (Banda I), + 0,02 (Banda Il), £ 0,06 (Banda I1l), + 0,004 (Banda IV) e + 0,007 (Banda
V); Equacdo da reta: y = a + bx.
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FONTE: BISCOLLI, 2018.

5.6. Estudos Eletroquimicos

Para a analise eletroquimica, via voltametria de onda quadrada, os valores dos
potenciais foram referenciados vs. Fc/F¢*, onde Ejjp(Fc/Fc™) = 0,168 V vs. Ag/Ag” (GAGNE
etal., 1980).

Diversas formas redox das quinonas sdo amplamente reconhecidas (Figura 22),
entretanto, ainda ha muita controvérsia na literatura quanto a correta atribuicdo dos processos
eletroquimicos obtidos por esses compostos, visto que variados fatores, tais como a
tautomerizacdo, protonacdo/desprotonacdo, formacdo de ligagcBes de hidrogénio, formacdo de
espécies radicalares, entre outros, podem influenciar no seu mecanismo de oxirredugéo,

originando espécies simultaneas, que consequentemente dificultam a interpretagdo. Ao
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considerar-se apenas 0 ponto de vista redutivo, ocorre primeiramente uma etapa de
transferéncia eletronica, seguida por uma etapa de protonacdo, formando como produto uma
semiquinona radicalar (Q-OH/Q-OH-). Esta espécie radicalar tem alta reatividade, influindo
de forma consideravel na formacdo de varias outras espécies, dentre elas, propde-se a
formagéo de anions radicalares (Q-OH/Q-0O-, Q-OH/QO~), que seguidamente auxiliam na
constituicdo de formas catecolatos ((O-Q-O-); a partir dos catecolatos é possivel a formacéo
das formas hidroquinonas (HO-Q-OH), obtidas por mais de um ganho eletrénico e
protonacdo. Simultaneamente, podem estar ocorrendo equilibrios ceto-endlicos com a
formacdo de uma estrutura dimérica da quinona, bem com a formacéo de bases conjugadas 2-
hidroxinaftoquinonas, entre outras (LUCAS, FERREIRA & FERREIRA 2015;
KATHAWATE, et al.,, 2013; BUSTAMANTE, et al., 2012; GUIN & MANDAL, 2011,
KATHAWATE, et al., 2014).

Figura 22. Representacéo estrutural de algumas formas redox das quinonas.
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FONTE: BISCOLI, 2018.

No intervalo de potencial de -1,5 & 1,0 V vs. Fc'/Fc, o voltamograma de onda
quadrada do ligante lapachol (Figura 23) mostra um par quase-reversivel (Epa = -1,123 V vs.
Fc/Fc*; Eper = -1,120 V vs. Fc/Fc') que possivelmente esta relacionado ao equilibrio
envolvendo a formas hidroguinonoidicas. O par (Eps2 = -0,606 V vs. Fc/Fc*; Eper = -0,725 V
vs. Fc/Fc™) pode ser atribuido a formagio das espécies catecolatos, enquanto o par quase-
reversivel (Epasa = 0,897 V vs. Fc/Fc™: Epes = 0,843 V vs. Fc/Fc*) pode ser relacionado a
formacdo da semiquinona radicalar, que devido a sua alta reatividade, formam outras espécies
reativas, as quais podem ser responsaveis pelas pequenas respostas redutivas irreversiveis
encontradas em -0,477 (Epes) € -0,212 (Epes) V vs. Fc/Fc'. Outro processo que pode ser

verificado em Epss = -0,227 V vs. Fc/Fc”, é de dificil atribuicdo, devido a diversas reacdes

BISCOLI, 2018 46




UEMS Universidade Estadual de Mato Grosso do Sul
— & Unidade Universitaria de Dourados

) Programa de Pos-Graduacdo em Recursos Naturais

quimicas acopladas, que geram simultaneamente diferentes espécies, dentre as quais algumas
citadas anteriormente (KATHAWATE, et al., 2013).

Figura 23. VVoltamograma via onda quadrada do ligante. Analise realizada tendo DMSO
(grau espectroscopico) como solvente.
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FONTE: BISCOLI, 2018.

No voltamograma do complexo (Figura 24) é possivel observar significativas
diferencas nos valores dos potenciais quando comparados aos do lapachol, sendo que estas
alteracOes estdo relacionadas a ligacdo do centro metalico ao composto organico, a qual
influencia na disponibilidade eletronica. Diferentemente do lapachol, que apresenta quatro
processos anddicos e cinco processos catddicos, o complexo apresenta quatro processos
anodicos e quatro processos catddicos, porém com grande deslocamento. Ocorrem as
seguintes alteracBes nos valores dos potenciais anodicos: Epa = -1,123 V vs. Fc/Fc™ (lapachol)
para -1,400 V vs. Fc/Fc™ (complexo); Epap = -0,606 V vs. Fc/Fc” (lapachol) para -1,278 V vs.
Fc/Fc" (complexo); Epas = -0,227 V vs. Fc/Fc™ (lapachol) para 0,233 V vs. Fc/Fc* (complexo);
e Epas = 0,897 V vs. Fc/Fc”™ (lapachol) para 0,846 V vs. Fc/Fc* (complexo). Ja para os
processos catddicos: Eper = -1,120 V vs. Fc/Fc* no lapachol para -1,306 V vs. Fc/Fc' no
complexo; Epez = -0,725 V vs. Fc/Fc™ no lapachol para -1,085 V no complexo; Epes = -0,477
no lapachol para -0,713 V vs. Fc/Fc* no complexo; e, por fim, Epes = 0,843 V vs. Fc/Fc' no

lapachol e Epes = 0,830 V vs. Fc/Fc™ no complexo. Vale ressaltar que todos os processos estdo
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relacionados ao lapachol, sob influéncia do fon metalico Mg®*, o qual, particularmente, ndo
apresentou processos redox nas condigdes utilizadas neste estudo.

Figura 24. Voltamograma via onda quadrada do complexo de Mg". Anélise realizada tendo
DMSO (grau espectroscdpico) como solvente.
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FONTE: BISCOLI, 2018.

5.7. Espectroscopia de Fluorescéncia

5.7.1. Espectroscopia de Fluorescéncia em Solucéo

Para avaliacdo do perfil de luminescéncia realizou-se, inicialmente, um mapa de
contorno 3D do ligante livre e do complexo [Mg"(Lapachol),], (Figura 25), para efeito de
comparacdo, e, observar a regido de maior intensidade de luminescéncia de ambos. As
analises foram realizadas em DMSO (grau espectroscOpico) na concentragdo de
6,0x10™ mol L. Investigou-se também as possiveis propriedades luminescentes do solvente
DMSO, estudo o qual indicou que o mesmo ndo apresenta perfil de emissdo que possa

interferir nas analises realizadas.
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Figura 25. Mapa de contorno 3D do lapachol (esquerda) e do complexo (direita)
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FONTE: BISCOLI, 2018.

Para a escolha do comprimento de excitacdo a ser utilizado para o lapachol
(A = 360 nm), baseou-se no perfil do mapa de contorno 3D obtido para 0 complexo metélico,
sendo que nesse comprimento obteve-se uma maior emissdo de luminescéncia para 0 mesmo.
Ao comparar ambos 0s compostos nesse comprimento de onda, é possivel uma melhor
comparacéo dos resultados alcangados.

O efeito de luminescéncia do lapachol pode estar atrelado tanto as transigdes
intraligantes 1 — 7©* dos anéis aromaticos quanto as transigdes intraligantes n — 7©* das
carbonilas do anel quinonoidico. Ao comparar 0s espectros de emissdo do complexo e do
ligante (Figura 26) é possivel observar que ndo ha o surgimento de novas bandas, porém, ha
uma clara influéncia do fon Mg" nas bandas que sdo referentes ao ligante “livre”, de forma
que houve uma clara potencializacdo do efeito de fluorescéncia no complexo, sendo que esse
efeito de aumento é denominado CHEF (Chelation Enhanced Fluorescence) (FORMICA, et
al., 2012; WANG, et al., 2014).
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Figura 26. Espectros de emissdo do lapachol (em vermelho) e do complexo (em preto) nas
concentracdes de 6,0x10™° mol L™ (DMSO grau espectroscopico)
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FONTE: BISCOLI, 2018.

5.7.2. Espectroscopia de Fluorescéncia em Estado Sélido

Para uma melhor avaliacdo dos resultados também foram realizados os estudos de
luminescéncia em estado sélido, com o intuito de averiguar uma possivel influéncia do
solvente nos dados finais. Os resultados para o ligante e complexo estdo expressos na Figura
27, sendo que ambos foram excitados no mesmo comprimento de onda (360 nm) empregado
para gerar 0s espectros de emissdo em solucéo.

Nos espectros em estado sélido, notam-se melhoras nas resolucdes espectrais, sendo
que no espectro do lapachol é possivel observar trés bandas distintas: a primeira apresenta um
méaximo de emissdo em 486 nm, sendo relacionada a transi¢Ges do tipo n — n* dos anéis
aromaticos; a segunda, com emissdo em 507 nm, pode ser atribuida a transi¢des 1 — 7* do
sistema quinonoidico; a terceira banda com maximo em 529 nm, possivelmente correlaciona-se
com as transi¢des n — ©* das carbonilas. Ja para o complexo, 0 espectro apresenta cinco bandas,
sendo trés delas j& presentes no ligante, entretanto, com pequenos deslocamentos (bandas com
maximos de emissdo em 488, 505 e 530 nm, respectivamente). Podem ser visualizadas ainda, uma
quarta banda, com Anaimo €M 565 Nnm (provavelmente sobreposta no ligante), e uma quinta banda

com emissdo maxima em 595 nm, a qual pode ser relacionada a mesomeria apresentada pelo
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composto. As alteracBes nos espectros de ambos os compostos em estado soélido indicam uma

possivel influéncia do solvente dimetilsulfoxido.

Figura 27. Espectros de emissdo no estado sélido do lapachol (em vermelho) e do complexo

(em preto).
450
—— Complexo

400 4 —— Lapachol
(4]
53501
8
S300 A
Neb]

250 -

N

o

o
L

100 4

Intensidade de Fluoresc
o o
o o
1 1

o-f/\/\

475 500 525 550 575 600 625 650 675 700 725 750
A de Emissao (nm)
FONTE: BISCOLLI, 2018.

5.8. Bioensaios Antimicrobianos

A avaliacdo das atividades antimicrobianas do lapachol e do complexo metélico, foi
realizada frente cinco cepas bacterianas, sendo trés do tipo Gram-positivas (Staphylococcus
aureus, Enterococcus faecalis e Bacillus cereus) e duas do tipo Gram-negativas (Escherichia
coli e Pseudomonas aeruginosa), utilizando-se como solvente o DMSO. Nesta avaliacdo
também foi utilizado, para fins de comparacdo e como padrao, o antibidtico reconhecido de
amplo espectro cloranfenicol.

Os resultados encontrados para concentracao inibitéria minima (CIM) e concentracéo

bactericida minima (CBM) estdo expressos nas Tabelas 9 e 10, respectivamente.
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Tabela 9. Valores da CIM, em pg mL™, para o ligante e complexo.

Composto Gram-positivas Gram-negativas
S.aureus E.faecalis B. cereus E. coli P. aeruginosa
Lapachol 50 50 50 >100 >100
[Mg" (Lapachol),], 25 12,5 25 >100 >100
Cloranfenicol 6,25 3,12 6,25

--- Néo atribuido.
FONTE: BISCOLLI, 2018.

Tabela 10. Valores da CBM, em pg mL™, para o ligante e complexo.

Composto Gram-positivas Gram-negativas
S.aureus E.faecalis B. cereus E. coli P. aeruginosa
Lapachol 100 50 100 >100 >100
[Mg" (Lapachol)], 50 25 25 >100 >100
Cloranfenicol 6,25 6,25 12,5

--- N&o atribuido.
FONTE: BISCOLLI, 2018.

Os resultados dos testes antimicrobianos se mostraram satisfatorios, visto que o
complexo foi mais ativo que o ligante livre frente as bactérias do tipo Gram-positivas, sendo
uma CIM quatro vezes mais ativa frente a bactéria Enterococcus faecalis (ligante 50 pg mL™
e complexo 12,5 ug mL™) e duas vezes mais ativa frente as bactérias Staphylococcus aureus
(ligante 50 pg mL™* e complexo 25 pg mL™) e Bacillus cereus (ligante 50 pg mL™ e complexo
25 ug mL™). J4 a CBM do complexo se mostrou quatro vezes mais ativa frente a bactéria
Bacillus cereus (ligante 100 pg mL™ e complexo 25 ug mL™) e duas vezes mais ativa frente
as bactérias Staphylococcus aureus (ligante 100 pg mL™ e complexo 50 pg mL™?) e
Enterococcus faecalis (ligante 50 pg mL™ e complexo 25 pg mL™). Esta potencializacdo nas
atividades microbioldgicas esta diretamente ligada a coordenacdo do ligante lapachol ao ion
metalico Mg". Entretanto, ambos os compostos (ligante e complexo) se mostraram inativos,
nas concentracdes estudadas, frente as bactérias Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa.

Quando comparado ao antibidtico padrao cloranfenicol, o complexo demonstrou ser
menos ativo diante das bactérias estudadas tanto para a CIM quanto para a CBM. Quanto a
CIM o complexo foi quatro vezes menos ativo frente as bactérias Staphylococcus aureus
(complexo 25 pg mL™ e cloranfenicol 6,25 pug mL™), Enterococcus faecalis (complexo
12,5 ug mL™* e cloranfenicol 3,12 pg mL™) e Bacillus cereus (complexo 25 pg mL™ e
cloranfenicol 6,25 pg mL™). Ja para a CBM apresentou-se 0ito vezes menos ativo para
bactéria Staphylococcus aureus (ligante 50 pg mL™ e complexo 6,25 pg mL™), quatro vezes
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menos ativo para bactéria Enterococcus faecalis (complexo 25 pg mL™ e cloranfenicol
6,25 ug mL™) e duas vezes menos ativo frente a bactéria Bacillus cereus (ligante 25 pg mL™ e
complexo 12,5 pg mL™Y), sendo esse Gltimo resultado para CBM, o mais expressivo, quando
comparado ao antibiotico.

Contudo, diante dos resultados encontrados, pode-se afirmar que, tanto o complexo
quanto o ligante, apresentaram uma concentracdo inibitoria minima (CIM) boa, considerando-
se que ambos expressaram uma atividade abaixo de 100 pg mL™, visto que quando os
resultados encontrados ficam entre 100 ug mL™ e 1000 ug mL™ sdo considerados como
moderados e quando sdo superiores a 1000 pg mL™ sdo considerados como inativos
(HOLETZ, et al., 2002; DALMARCO, 2010).

Os compostos estudados (lapachol e complexo) ainda podem ser caracterizados como
bactericidas, visto que a razdo CBM/CIM apresentada para o lapachol foi igual a 2,0 para as
bactérias Staphylococcus aureus e Bacillus cereus e 1,0 para a bactéria Enterococcus faecalis;
ja para o complexo foi de 2,0 para as bactérias Staphylococcus aureus e Enterococcus faecalis
e 1,0 para bactéria Bacillus cereus. Vale ressaltar que quando a razdo CBM/CIM é <4, o
composto em avaliacdo, pode ser considerado como bactericida, porém quando o valor é >4 é
categorizado como bacteriostatico (ABOU, et al., 2013; SANTOS, et al., 2014).

5.9. Bioensaios Antitumorais

Os estudos de atividade antitumoral foram realizados comparativamente entre o
lapachol e o complexo metalico, utilizando-se como quimioterapico de referéncia a
doxorrubicina. Foram utilizadas dez linhagens tumorais humanas (U251, glioma; UACC-62,
melanoma; MCF-7, mama; NCI-ADR/RES, ovario com fendtipo de resisténcia a maltiplos
farmacos; 786-O, rim; NCI-H460, pulméo, do tipo ndo pequenas células; PC-03, prostata;
OVCAR-03, ovario; HT-29, colon; K562, leucemia) e uma ndo tumoral humana HaCaT,
queratindcito). Para tal analise utilizou-se 0 método de TGI (Total Growth Inhibition) que é a
concentragdo necesséaria para que ocorra 0% de crescimento celular.

O perfil das atividades antiproliferativas em distintas culturas celulares para os
diferentes compostos, ap0s 48 horas de tratamento, estdo representadas nas seguintes figuras:
Figura 28 para doxorrubicina, Figura 29 para lapachol e Figura 30 para o complexo. Nestas

figuras sdo representados graficos que correlacionam as porcentagens de crescimento celular
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com as concentragdes dos compostos testados. E possivel notar nos graficos os valores de
mais destaque, sendo eles: o do controle negativo (CN), representado pelo valor de 100% de
crescimento ao final do experimento, quando as células ndo haviam sido expostas aos
compostos estudados, parametro este que permite afirmar que ndo houve interferéncia do
meio no resultado final; o ponto de 50% (Glsp), que mostra a concentracdo dos compostos
necessaria para que ocorra a inibicdo da metade do crescimento celular; e o tempo zero (To),
que € apresentado em 0%, o qual representa a concentracdo necessaria para a inibicdo total do
crescimento celular (FALGREEN, 2014). Os valores de TGI sé@o sumarizados na Tabela 11.
Os resultados encontrados para o TGl do padrdo quimioterapico mostraram que o
mesmo apresenta uma potente atividade na inibigdo do crescimento celular, sendo que o
mesmo se mostrou ativo frente a todas as culturas celulares estudadas. Verifica-se que 0s
valores mais relevantes, no qual o composto foi mais ativo, sdo frente as células U251
(glioma) com total inibicdo em <0,025 pg mL™*, UACC-62 (melanoma) com total inibicio em
0,12 pg mL™* e OVCAR-03 (ovério) com total inibicdo em 0,21 ug mL™. A linhagem menos
ativa foi a HT-29 (célon) com um valor de inibicdo de 16,1 pg mL™, sendo que acima dessa
concentracdo o quimioterapico foi citocida em todas as linhagens estudadas. Entretanto, nota-
se que a doxorrubicina é também muito ativa contra a célula ndo tumoral (HaCaT,
querandcito) usada nos testes, apresentando um valor para TGI de 0,54 pg mL™?, sendo que
este valor é superior ao encontrado para as linhagens tumorais U251, UACC-62 e OVCAR-
03. Esta informacdo é relevante, pois mostra que o composto atua sobre as linhagens
imortalizadas (ndo tumorais) de forma mais significativa que as demais células tumorais

estudadas, com excecéo das trés linhagens citadas anteriormente.
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Figura 28. Correlacdo entre a porcentagem de crescimento celular e a concentragéo para o
padrdo doxorrubicina.
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No grafico comparativo entre a porcentagem de crescimento celular e a concentragao
utilizada para o lapachol (Figura 29), demonstra-se que o ligante livre foi ativo contra as
culturas celulares estudadas, sendo trés delas células tumorais: UACC-62 (melanoma) com
TGI em 46,9 ug mL™?, K562 (leucemia) com TGl em 41,3 ug mL™ e, o melhor resultado,
frente a célula MCF-7 (mama) com um TGl em 28,0 pg mL™. A naftoquinona também
apresentou atividade na célula ndo tumoral HaCaT, com total inibicdo em 23,1 ug mL™. Os
resultados encontrados reafirmaram que o lapachol tem potencial antiproliferativo, porém, por

apresentar maior atividade contra uma linhagem ndo tumoral, seu uso pode ser considerado
quase inviavel.
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Figura 29. Correlacdo entre a porcentagem de crescimento celular e a concentragéo para o

lapachol.
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Os resultados observados para o complexo metalico de Mg" (Figura 30) demonstraram
gue 0 mesmo se mostrou ativo frente a seis das culturas celulares estudadas, sendo cinco delas
linhagens tumorais: UACC-62 (glioma) com TGI de 45,4 pg mL™, MCF-7 (mama) com TGl
de 38,5 pg mL*, NCI-H460 (pulmao) com TGl de 57,1 ug mL™,, PC-3 (préstata) com TGI de
68,1 ug mL™, sendo que o melhor resultado encontrado foi para a cultura celular K562

(leucemia) com uma TGI de 22,5 pg mL™. O composto apresentou uma TGl de 29,2 ug mL™
para a célula ndo tumoral HaCaT.
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Figura 30. Correlacdo entre a porcentagem de crescimento celular e a concentragéo para o

complexo.
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Avaliando-se detalhadamente os resultados encontrados (Tabela 11), é possivel
observar que o complexo foi mais ativo que o lapachol frente a quatro linhagens tumorais:
pulméo (NCI-H460), préstata (PC-03), melanoma (UACC-62) e leucemia (K562), sendo que
nesta Gltima linhagem foi consideravelmente mais ativo (45,5%). O composto de coordenacgéo
sO foi menos ativo frente a cultura celular de mama MCF-7 (27,3%). Com estes resultados, é
possivel afirmar que a coordenagdo do fon metalico Mg" ao lapachol, potencializou as
atividades antiproliferativas contra as células tumorais, diminuindo a toxicidade diante da
linhagem celular ndo tumoral HaCaT (21,0% menos ativo que o lapachol).

Outro fator relevante para se considerar o complexo [Mg"(Lapachol);], como
potencial quimioterapico, esta relacionado a comparacdo do mesmo com o padrdo
doxorrubicina: verifica-se que o complexo pode ser uma droga mais eficiente no combate a
leucemia, pois, o quimioterapico de referéncia se mostra 326% mais toxico contra as células
ndo tumorais (HaCaT) quando se compara com a linhagem tumoral de leucemia (K562); ja o

complexo apresentou-se 30% mais ativo contra a leucemia, comparativamente as células ndo
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tumorais, sendo que, dessa forma, o complexo poderia ser utilizado em maiores

concentragfes, sem prejuizo na questdo da toxicidade.

Tabela 11. Valores de TGI expressos em pg mL™.

Linhagem/Composto Doxorrubicina Lapachol Complexo
U251 <0,025 - -
UACC-62 0,12 46,9 45,4
MCF-7 3,3 28,0 38,5
NCI-ADR/RES 1,5 - -
786-0O 0,58 - -
NCI-H460 4,0 - 57,1
PC-3 5,4 - 68,1
OVCAR-03 0,21 - -
HT-29 16,1 - -
K562 2,3 41,3 22,5
HaCaT 0,54 23,1 29,2

Linhagens tumorais humanas: U251 (glioma); UACC-62 (melanoma); MCF-7 (mama); NCI-ADR/RES (ovario
com fenétipo de resisténcia a multiplos farmacos); 786-O (rim); NCI-H460 (pulmao, tipo ndo pequenas células);
PC-03 (prostata); OVCAR-03 (ovario); HT-29 (célon); K562 (leucemia). Linhagem ndo tumoral humana:

HaCaT (queratindcito, ndo tumoral) - TGl > 250 ng mL™.
FONTE: BISCOLLI, 2018.

Os resultados para os testes antitumorais se mostraram satisfatorios, demonstrando que
a complexacéo do fon Mg" ao lapachol potencializou as atividades do ligante e diminuiu, a
principio, sua toxicidade frente ao corpo humano. Os resultados ainda se mostraram
relevantes mesmo quando comparado a doxorrubicina e demonstraram que o complexo tem

potencial farmacoldgico.
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6. CONCLUSAO

A partir dos dados expostos neste trabalho é possivel afirmar que a sintese do
complexo [Mg"(Lapachol)], foi realizada com éxito. Ao realizar uma analise comparativa
entre 0 novo composto de coordenagdo e o ligante ndo coordenado é possivel observar que
ambos apresentam propriedades significativamente distintas.

Os dados das analises de pré-caracterizacdo (ponto de fusdo e teste de solubilidade),
andlises espectroscépicas (IV e UV-Vis) e térmicas (TG/DTG e DSC) confirmaram a
coordenacdo do fon metalico Mg" ao ligante lapachol, e confirmaram a estequiometria do
mesmo, bem como forneceram dados prévios das posicdes de coordenacao.

Através da técnica de difratometria de raios-X em monocristal obteve-se a elucidagédo
da estrutura do complexo [Mg"(Lapachol)],, a qual pertence ao sistema cristalino tetragonal,
apresentando o grupo espacial P432;2. O complexo possui uma férmula empirica
MgC3oH2606, massa molecular de 506,82 ¢ mol™?, e um ambiente de coordenacdo octaédrico
distorcido, onde o fon Mg" esta coordenado via quatro oxigénios carbonilicos do C10 (O3 e
O3#, nas posicOes equatoriais e cis entre si) e do C3 (O2#2 e O2#3, nas posi¢des equatoriais e
cis entre si), e dois oxigénios fendlicos do C1 (O1 e O1# nas posi¢des axiais e trans entre si).
Os dados cristalograficos revelaram ainda que o composto de coordenacdo apresenta uma
estrutura na forma polimérica, podendo assim ser caracterizado como MOF, abrindo novas
possibilidades de aplicagdo do mesmo.

O perfil eletroguimico mostrou uma grande distin¢do entre o lapachol e o complexo,
visto que todos os processos apresentados sdo atribuidos ao ligante, que sofre influéncia do
ion metalico apds a coordenacao.

Os estudos das propriedades Opticas (UV-Vis e absortividade molar) demonstram o
rearranjo eletrdnico por influéncia do centro metalico apés o processo de coordenacéo,
aumentando consideravelmente a intensidade de absorgdo (4 vezes aproximadamente) para o
complexo.

A avaliacdo do perfil luminescente também demonstrou que o complexo metélico teve
maior intensidade de emissdo que o ligante ndo coordenado, sendo este efeito conhecido
como CHEF. E possivel também observar uma grande diferenca entre o perfil de emisséo em
estado solido e em solugdo, sendo que, no estado solido a intensidade de emissdo foi

consideravelmente maior, e a diferenca entre o ligante e o complexo foi mais acentuada.
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Os ensaios antimicrobianos demonstraram que apos a coordenagdo do ligante ao ion
metalico Mg" houve uma consideravel potencializagdo das atividades antibiéticas para
bactérias do tipo Gram-positivas Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis e Bacillus
cereus. Pode-se caracterizar tanto o ligante quanto o complexo como tendo um resultado bom
para a Concentragdo Inibitéria Minima (CIM), sendo que ambos se mostram bactericidas,
uma vez que a razao CBM/CIM <4,0.

Os ensaios antitumorais comprovaram que o complexo foi mais ativo que o lapachol
frente a quatro linhagens tumorais estudadas (UACC-62, NCI-H460, PC-3 e K562), sendo
que o melhor resultado foi para a linhagem de leucemia (K562), na qual o composto impediu
o crescimento celular com uma concentracdo de 22,5 pg mL™, contra 41,3 pug mL™” do
lapachol. Quando se compara o complexo com o padrdo quimioterapico de referéncia,
verifica-se que 0 mesmo é menos tdxico contra as células ndo tumorais (HaCaT).

Levando-se em consideracdo a multirresisténcia das cepas bacterianas e das linhagens
tumorais aos medicamentos atuais, bem como a necessidade latente por drogas mais efetivas e
especificas, é reconhecivel a relevancia e o potencial de aplicacdo deste trabalho, visto que o
composto de coordenacdo obtido pode ser elencado como um possivel farmaco com diversas
aplicacdes, principalmente correlacionadas as suas boas atividades antimicrobianas e
antitumorais. Acrescenta-se a sua potencial aplicagdo como nanotransportador, devido a sua
organizagdo como MOF, como observada na difratometria de raios-X, e o perfil de

luminescéncia.
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Parametros Cristalograficos e de
Refinamento da Estrutura para o

Complexo [Mg" (Lapachol),],
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Tabela 12. Coordenadas atémicas (x 10%) e equivalente isotrépico (A? x 10%) para o complexo
(Ueq é definido como 1/3 do traco do tensor ortogonalizado Uij).

Atomo X y z U(eq)
Mg 3766(1) 3766(1) 5000 29(1)
o) 1944(2) 7988(2) 3489(2) 36(1)
o) 2769(2) 4962(2) 5006(2) 36(1)
0(3) 4467(2) 4877(2) 4094(2) 38(1)
C(9) 4332(3) 6580(3) 3542(2) 27(1)
c(1) 2945(3) 5714(3) 4482(3) 28(1)
C@3) 2563(3) 7309(3) 3733(3) 28(1)
C(10) 3970(3) 5679(4) 4023(3) 30(1)
C(4) 3653(3) 7408(3) 3426(3) 29(1)
C(2) 2260(3) 6489(3) 4293(3) 29(1)
C(11) 1173(3) 6422(3) 4626(3) 39(1)
C(7) 5666(4) 7537(4) 2849(3) 50(1)
C(8) 5326(3) 6656(4) 3241(3) 42(1)
C(6) 5002(4) 8353(4) 2739(3) 55(2)
C(5) 3992(4) 8283(4) 3018(3) 41(1)
C(13) 309(5) 7221(4) 5958(4) 63(2)
C(12) 1064(4) 6721(4) 5587(3) 59(2)
C(15) 283(5) 7464(5) 6934(4) 118(3)
C(14) -579(5) 7634(6) 5455(5) 140(3)

FONTE: BISCOLI, 2018.

Tabela 13. Comprimentos (A) e angulos (°) de ligacdo para o complexo.

Mg-O(2)#2 2,021(3)
Mg-O(2)#3 2,021(3)
MO 053
Mg-O(1 037
Mg-O(3)# 2,189(3)
Mg-O(3) 2,189(3)
0(2)-C(3) 1,256(4)
0(2)-Mg#4 2,021(3)
0(1)-C(1) 1,278(5)
0(3)-C(10) 1,239(5)
C(9)-C(8) 1,380(5)
C(9)-C(4) 1,411(5)
C(9)-C(10) 1,458(6)
C(1)-C(2) 1,382(6)
C(1)-C(10) 1,507(6)
C(3)-C(2) 1,418(6)
C(3)-C(4) 1,503(6)
C(4)-C(5) 1,371(5)
C(2)-C(11) 1,509(6)
C(11)-C(12) 1,497(6)
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C(7)-C(8) 1,368(6)
C(7)-C(6) 1,385(6)
C(6)-C(5) 1,389(6)
C(13)-C(12) 1,309(6)
C(13)-C(14) 1,485(8)
C(13)-C(15) 1,494(7)

O(2)#2-Mg-O(2)#3 94,27(17)
O(2)#2-Mg-O(1)# 95,47(12)
O(2)#3-Mg-O(L)# 91,58(12)
O(2)#2-Mg-0O(1) 91,58(12)
O(2)#3-Mg-O(1) 95,47(12)

O(1)#-Mg-0(2) 169,63(19)

O(2)#2-Mg-O(3)# 94,18(11)
O(2)#3-Mg-O(3)# 165,71(12)
O(1)#-Mg-O(3)# 76,15(11)

O(1)-Mg-O(3)# 95,79(12)
O(2)#2-Mg-0O(3) 165,71(12)
O(2)#3-Mg-0O(3) 94,18(11)
O(1)#-Mg-0(3) 95,79(12)
0O(1)-Mg-0(3) 76,15(11)
O(3)#-Mg-0(3) 80,05(16)
C(3)-0(2)-Mgt4 149,8(3)
C(1)-0(1)-Mg 118,2(3)
C(10)-0O(3)-Mg 113,3(3)
C(8)-C(9)-C(4) 119,8(4)
C(8)-C(9)-C(10) 121,7(4)
C(4)-C(9)-C(10) 118,5(4)
O(1)-C(1)-C(2) 124,9(4)
0O(1)-C(1)-C(10) 114,7(4)
C(2)-C(1)-C(10) 120,3(4)
0(2)-C(3)-C(2) 121,8(4)
0(2)-C(3)-C(4) 117,5(4)
C(2)-C(3)-C(4) 120,7(4)
0O(3)-C(10)-C(9) 123,8(4)
0O(3)-C(10)-C(2) 116,9(4)
C(9)-C(10)-C(1) 119,3(4)
C(5)-C(4)-C(9) 119,5(4)
C(5)-C(4)-C(3) 120,9(4)
C(9)-C(4)-C(3) 119,5(4)
C(1)-C(2)-C(3) 119,7(4)
C(1)-C(2)-C(11) 120,1(4)
C(3)-C(2)-C(11) 120,1(4)
C(12)-C(11)-C(2) 113,0(4)
C(8)-C(7)-C(6) 119,8(5)
C(7)-C(8)-C(9) 120,5(4)
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C(7)-C(6)-C(5) 120,7(5)

C(4)-C(5)-C(6) 119,7(5)
C(12)-C(13)-C(14) 123,8(5)
C(12)-C(13)-C(15) 122,6(6)
C(14)-C(13)-C(15) 113,6(5)
C(13)-C(12)-C(11) 127,6(5)

FONTE: BISCOLI, 2018.

Tabela 14. Parametros de deslocamento anisotrépicos (A% x 10°).

Atomo U1l U22 U33 U23 U13 U12
Mg 24(1) 24(1) 39(1) 2(1) -2(1) 0(1)
0(2) 36(2) 30(2) 43(2) 4(2) -8(2) 5(2)
0(1) 32(2) 32(2) 43(2) 2(2) 7(2) 0(2)
0(3) 34(2) 32(2) 48(2) 0(2) 2(2) 7(2)
C(9) 24(3) 38(3) 21(2) -2(2) 0(2) -3(2)
C(1) 29(3) 27(3) 28(3) -4(2) 2(2) 1(2)
C(3) 30(3) 28(3) 25(2) -9(2) 7(2) 1(2)
C(10) 32(3) 32(3) 26(3) -2(2) 5(2) 2(2)
C(4) 31(3) 33(3) 24(2) -1(2) -8(2) -3(2)
C2) 27(3) 29(3) 31(3) -5(2) 0(2) 1(2)
C(11) 33(3) 29(3) 54(3) 6(2) 7(3) 5(2)
C(7) 32(3) 61(4) 57(4) 7(3) 12(3) -5(3)
C(8) 36(3) 44(3) 45(3) 1(3) 6(3) 2(2)
C(6) 51(4) 55(4) 58(4) 15(3) 6(3) -13(3)
C(5) 36(3) 37(3) 48(3) 13(3) -6(3) 1(2)
C(13) 62(4) 55(4) 71(4) -9(3) 32(4) -8(3)
C(12) 59(4) 66(4) 54(4) 4(3) 15(3) 18(3)
C(15) 136(7) 125(7) 92(5) -19(5) 68(5) -18(5)
C(14) 59(5) 202(9) 158(7) -70(6) -7(5) 40(6)

FONTE: BISCOLI, 2018.
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Tabela 15. Coordenadas dos 4&tomos de hidrogénio (x 10*) e seus respectivos parametros de
deslocamento isotrépicos (A% x 10%) no complexo.

Atomo X y z U(eq)
H(11A) 745 6865 4264 46
H(11B) 929 5727 4550 46
H(7) 6341 7589 2657 60
H(8) 5768 6103 3305 50
H(6) 5235 8953 2475 66
H(5) 3546 8828 2928 49
H(12) 1596 6529 5964 71
H(15A) -331 7837 7070 177
H(15B) 868 7872 7087 177
H(15C) 294 6840 7272 177
H(14A) -1035 7975 5860 209
H(14B) -934 7083 5166 209
H(14C) -343 8111 5013 209

FONTE: BISCOLI, 2018.
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