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Sumario

Este estudo incide sobre as caracteristicas que a presenca do ido flior em moléculas
concede. Mais concretamente em fluoroquinolonas, antibidticos que cada vez sdao mais
utilizados. Fez-se uma analise de varios parametros para obtermos informacao sobre a
interagdo farmaco-receptor nas fluoroguinolonas. Sendo para isso utilizadas técnicas de
caracterizacdo quimica computacional para conseguirmos caracterizar eletronicamente e
estruturalmente (3D) as fluoroquinolonas em complemento aos métodos semi-empiricos
utilizados inicialmente.

Como € sabido, a especificidade e a afinidade para o sitio alvo, é essencial para eficacia
de um farmaco. As fluoroquinolonas sofreram um grande desenvolvimento desde a
primeira quinolona sintetizada em 1958, sendo que desde ai foram sintetizadas
inimeros derivados da mesma. Este facto deve-se a serem facilmente manipuladas,
derivando farmacos altamente potentes, espectro alargado, factores farmacocinéticos
optimizados e efeitos adversos reduzidos.

A grande alteracdo farmacologica para o aumento do interesse neste grupo, foi a
substituicdo em Cg de um atomo de flior em vez de um de hidrogénio.

Para obtermos as informacdes sobre a influéncia do ido flior sobre as propriedades
estruturais e electronicas das fluoroquinolonas, foi feita uma comparacdo entre a
fluoroquinolona com flior em Cg € com hidrogénio em Cg. As quatro fluoroquinolonas
presentes neste estudo foram: ciprofloxacina, moxiflocacina, sparfloxacina e
pefloxacina. As informacgdes foram obtidas por programas informéaticos de mecénica
quéantica e molecular.

Concluiu-se que a presenca de substituinte flior ndo modificava de forma significativa a
geometria das moléculas mas sim a distribuicdo da carga no carbono vicinal e nos
atomos em posicdo alfa, beta e gama relativamente a este. Esta modificacdo da
distribuicéo electronica pode condicionar a ligagdo do farmaco ao receptor, modificando

a sua actividade farmacologica.

Palavras chave: flaor, fluoroquinolonas, quinolonas, quimica computacional, mecéanica
quantica, mecanica molecular, optimizacdo geométrica, optimizacdo electronica,

ciprofloxacina, moxifloxacina, sparfloxacina e pefloxacina.



Abstract

This study focuses on the characteristics that the presence of fluoride ion in molecules
grants. More specifically in fluoroquinolone antibiotics that are increasingly being used.
The analysis of various parameters allowed getting information on the interaction
pharmacological receptor on fluoroquinolones. For this characterization were used
techniques of computational chemistry to get electronically and structurally
characterized (3D) fluoroquinolones in addition to semi-empirical methods used
initially.

As is known, specificity and affinity for the target site, is essential to the effectiveness
of a drug. Fluoroquinolones have suffered a great development since the first quinolone
synthesized in 1958, and since then numerous derivatives were synthesized in the same.
This is due to be easily manipulated by deriving drugs that are highly potent, broad
spectrum, optimized pharmacokinetic factors and adverse effects reduced.

The pharmacologically significant change to the increased interest in this group was the
substitution of Cg of a fluorine atom instead of hydrogen.

To get information about the influence of fluoride ion on the electronic and structural
properties of the fluoroquinolones, a comparison was made between the
fluoroquinolone fluorine with hydrogen at Cg and Cs. The four fluoroquinolones in this
study were: ciprofloxacin, moxiflocacin, sparfloxacin and pefloxacin. Information has
been obtained by computer programs of quantum mechanics and molecular.

It was concluded that the presence of substituent fluorine did not change significantly
the geometry of the molecules but the load distribution on vicinal carbon atoms and the
alpha, beta and gamma regarding this. This modification of the electronic distribution
may affect the binding of the drug to the receptor, changing its pharmacological

activity.

Keywords: fluoride, fluoroquinolones, quinolones, computational chemistry, quantum
mechanics, molecular mechanics, geometric optimization, electronic optimization,

ciprofloxacin, moxifloxacin, sparfloxacin and pefloxacin.
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1.Introducdo

As fluorogquinolonas sdo um grupo farmacoldgico pertencente aos antibioticos
(quinolonas) sintéticos. As primeiras foram utilizadas como antimicrobianos de acc¢éo
limitada, de uso oral, com espectro predominantemente para as bactérias Gram-
negativas e com indicacOes relativamente restritas, embora pudessem, em alguns casos,
ser usadas por via intravenosa com indicagles extensivas, por exemplo para o
tratamento de infeccdes causadas por agentes patogéneos alocados na maior parte do
tecidos e fluidos do corpo. Todavia, as quinolonas evoluiram substancialmente nas
ultimas décadas. Esta evolucdo aconteceu fundamentalmente devido ao investimento
feito, conducente ao desenvolvimento de novas moléculas com diferentes substituintes
na estrutura mae, criando-se farmacos com maior actividade, com uma farmacocinética
melhorada, com menos efeitos secundarios e maior tolerancia. (Ball, 2000). Até a ultima
década, as fluorogquinolonas foram consideradas o grupo antimicrobiano com maior
potencial terapéutico devido a serem antibi6ticos sintéticos e consequentemente, serem
facilmente manipulaveis. As suas propriedades em termos da relacdo
estrutura/actividade podiam ser estudadas de modo a gerarem farmacos mais eficazes e
com menos efeitos secundarios. Actualmente a pesquisa sobre estes farmacos tem vindo
a diminuir, principalmente devido ao risco de ocorréncia de alguns efeitos secundarios.
Assim estas substancias sdo actualmente farmacos de segunda linha em tratamento do

ambulatorio (Domagala, 1994).

1.1. Breve resenha historia

Em 1958 foi descoberta acidentalmente um produto secundario da sintese da cloroquina,
a 7-cloroquinolona, que possuia propriedades bactericidas (Applebaum e Hunter, 2000).
Em 1962 foi langado a primeira quinolona, o &cido nalixidico, Figura 1. O &cido
nalixidico € um derivado do nucleo da naftaridona que possui dois heteroatomos
(azotos) nas posicdes C; e Cg. O nome quinolona reserva-se para compostos que

possuam um so 4&tomo de azoto na posicdo 1, como o explicitado na Figura 2.

O écido nalixidico possui um espectro de accdo estreito, baixas concentraces nos
tecidos e soro, falta de actividade contra coccus spp. gram-positivo, Pseudomonas

aeruginosa e bactérias anaerdbias, portanto o seu uso era limitado as infec¢des do tracto
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urinario ndo complicadas e nunca foi um agente Util para infecgdes sistémicas (Bakken,
2004).

X=N; naftaridona
X= CH; quinolona

Figura 2, Estrutura quimica geral para as naftaridonas e quinolonas.

Na década seguinte (1970) foram sintetizados diversos derivados das quinolonas como
0 é&cido oxolinico, a cinoxacina, o &cido piromidico, entre outros. Estes agentes
demonstraram uma melhoria na actividade contra bactérias Gram-negativas mas
possuiam pouca actividade contra bactérias Gram-positivas. O avanco seguinte
aconteceu em 1980, com a sintese da norfloxacina, a primeira fluoroquinolona, Figura
n°3. Este avanco passou pela inser¢do de um atomo de fluor na posi¢cdo 6 do anel
ciclico, o que levou a um aumento drastico da actividade anti bacteriana. Estima-se que
durante as duas seguintes décadas tenham sido sintetizados mais de 10,000 analogos do

acido nalixidico.

Esta grande descoberta levou a que as fluoroquinolonas sejam o maior grupo de
antibidticos sintéticos com actividade para Enterobacteriaceae e bactérias oportunistas
tais como Pseudomonas aeruginosa, patogéneos Gram-positivos, incluindo

streptoccocus sp. e staphylococcus sp.(Bakken, 2004); Figura 4.
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Figura 3- Norfloxacina. Primeira fluoroguinolona sintetizada

As quinolonas podem ser classificadas com base na sua estrutura quimica, nas suas
propriedades ou geracdes. Geralmente, as quinolonas estdo divididas em 4 geracbes
como mostra a Tabela 1. A primeira geracdo possui compostos com actividade
moderada contra bactérias Gram-negativas, ndo possui practicamente accdo contra
bactérias Gram-positivas, patogeneos atipicos e anaerobios. Apresenta uma distribuicdo
sistémica pobre. O seu uso destina-se ao tratamento de infec¢bes urindrias néo
complicadas. Esta geracdo possui um tempo de semi-vida curto, entre 6 a 7 horas, 0 que

obriga a quatro tomas diarias e consequente maior desenvolvimento de resisténcia.

A segunda geragdo conta com a primeira fluoroquinolona, a norfloxacina, e possui
maior actividade antibacteriana.. Os compostos pertencentes a este grupo apresentam
actividade aumentada contra bacilos Gram-negativos como Enterobacteriaceae e P.
aeruginosa e actividade moderada contra espécies de Staphylococcus. O seu uso no
tratamento de infecgdes urinarias ndo complicadas esta limitado devido a fraca
penetracdo nos tecidos por parte dos compostos pertencentes a classe I. Por outro lado a
ciprofloxacina e a ofloxacina também pertencentes a segunda classe, possuem boa
penetracdo tecidual, excelente penetracdo intracelular tanto em macréfagos como em
leucocitos polimorfonucleares. Devido a este facto, gerou-se um aumento na actividade
destes compostos contra Legionella pneumophila, Chlamydia pneumoniae e
Mycoplasma pneumoniae. A ciprofloxacina é uma das fluoroguinolonas com maior
actividade contra Pseudomonas aeruginosa e a Unica neste grupo com actividade para
esta bactéria, além de possuir excelente actividade contra bactérias Gram-negativas,
com actividade antimicrobiana igual ou superior a ofloxacina. Embora este grupo de
farmacos possua um espectro alargado contra bactérias Gram-negativas, possuem uma
activadade inferior contra Streptococcus pneumoniae e Enterococcus faecalis,
Enterococcus faecium, pelo que n&do devem ser empregues em casos de pneumonia

adquirida na comunidade quando a suspeita de S.pneumoniae € alta. A ciprofloxacina e
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ofloxacina sdo eficazes no tratamento de infec¢fes complicadas do tracto urinario por
microorganismo susceptiveis, infeccbes do tracto respiratorio por bactérias Gram-
negativas, infeccbes da pele ou de tecidos moles. Na osteomielite o tratamento é

exclusivo por ciprofloxacina.

A grande diferenca das flouroquinolonas de terceira geracdo para as anteriores reside na
existéncia de fluoroquinolonas com accdo para bactérias Gram-positivas, surgindo
assim a sparfloxacina, levofloxacina e a grepafloxacina. Estas fluoroguinolonas
apresentam actividade contra bactérias Gram-positivas tais como Streptococcus
pneumoniae, incluindo a estirpes penicilina resistentes e contra 0s patogéneos atipicos
mais comuns como L. pneumophila, C. pneumoniae, M. pneumoniae. Este aumento do
espectro de accdo levou ao melhoramento do uso clinico das fluoroguinolonas no
tratamento da pneumonia adquirida na comunidade, sendo esta geracdo e a quarta, em
conjunto com os macrolidos e doxiciclina, pertencente ao guia para o tratamento de
doencas infecciosas da Sociedade Americana (IDSA) para pacientes ndo hospitalizados
no controle de pneumonia adquirida na comunidade. Estes agentes sdo a primeira
escolha para casos de S. pneumoniae resistentes a penicilina. Esta geracdo também
possui grande actividade contra H. influenza e M. catarrhalis mas geralmente sdo
menos activos contra outras espécies Gram-negativas, especialmente P. aeruginosa
qguando comparadas com a ciprofloxacina. Todas as fluoroguinolonas de 3?2 geracdo tém
uma dose Unica diaria, devido aos seus tempos de semi-vida longos. A grepafloxacina e
sparfloxacina sdo usadas no tratamento de pneumonia adquirida na comunidade e
bronquite cronica bacteriana. A levofloxacina é usada em infecgdes respiratrias,

urinarias e da pele.

As fluoroquinolonas de 4?2 geracdo como a trovafloxacina possuem a actividade das
fluoroquinolonas primordiais mais actividade significativa contra microorganismos
anaerobios. A trovafloxacina possui uma actividade maior contra S.pneumoniae e S.
aureus e organismos anaerobios tal como B. fragilis, Provotella sp, Peptostreptococcus
sp do que a ciprofloxacina. A trovafloxacina é geralmente menos activa do que a
ciprofloxacina contra bactérias Gram-negativas. Possui um tempo de semi-vida longo,
cerca de 12 horas e portanto sO € necessario uma toma diaria. As indicagdes terapéuticas
sdo: infeccdes séricas associadas a S .pneumoniae penicilina e cefalosporina resistentes,
pneumonia nosocomial incluindo pneumonia aspirativa quando a terapia antimicrobial

for comprometida e 0 mesmo acontece para infecgdes intra-abdominais (Lee and
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Kanatani, 1999). As principais Fluoroquinolonas actualmente existentes no mercado

encontram-se resumidas na Tabela 2.

Tabela 1 — Classificacdo das quinolonas com base nas geragoes

Geragao

Fluoroquinolonas

Caracteristicas

1a

Acido nalidixico
Acido oxolinico

Cinoxacina

Moderada actividade contra espécies gram-negativas, incluindo
Enterobacteriaceae; Distribuigao sistémica baixa; Accéo
predominantemente em infecgdes no aparelho urindrio ndo complicadas,

bactérias atipicas (Legionella spp) e contra anaerobios.

22 Classe |

Norfloxacina
Lomefloxacina

Enoxacina

Actividade contra Enterobacteriaceae; Melhoramento da actividade contra
espécies Gram-negativas; alguma acg¢do contra gram-positivas mas muito
limitada; Acgdo predominantemente em infecgdes no aparelho urinario ndo

complicadas;

22 Classe
1

Ciprofloxacina

Ofloxacina

Concentracdes altas no soro, tecidos e intracelular comparando com
agentes da 1% geracdo; Actividade contra patogeneos atipicos; Acgdo em
infeccdes do tracto urindrio complicadas, infec¢Oes gastrointestinais como

gastroenterites severas, doengas sexualmente transmissiveis.

3a

Levofloxacina

Sparfloxacina

Orbifloxacina
Grepafloxacina

Moxifloxacina

Actividade contra espécies Gram-negativas igual a 22 geracédo, excepto
contra P. aureginosa que € inferior; Boa actividade contra espécies Gram-
positivas e espécies anaerdbias; Actividade contra estirpes resistentes a 22
geracao; Accdes similares as da 22 geragdo, com maior destaque nas
infeccOes do aparelho respiratorio como pneumonia adquirida na

comunidade em pacientes com factores de risco

4a

Trovafloxacina
Gemifloxacina
Sitofloxacina

Sarafloxacina

Actividade contra espécies Gram-negativas igual a 22 geracéo;

Excelente actividade contra espécies Gram-positivas, espécies anaerdbias e
estirpes resistentes. Accdo similar as da 22 geragdo, com excelentes
resultados nas infec¢Bes do aparelho respiratério; Accdo em infecgdes

intra-abdominal.
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Figura 4 - Evolucdo das quinolonas desde o acido nalixidico

Este estudo incidird sobre quatro fluoroquinolonas, nomeadamente a moxifloxacina, a

ciprofloxacina, a sparfloxacina, e a pefloxacina, Figura 5.
1.2 Compostos em estudo

Neste projecto procedeu-se a utilizacdo das ferramentas baseadas em mecénica quantica
a nivel molecular para efectuar a analise diferencial entre as estruturas fluoro-
substituidas e hidrogéno-substituidas, em estado gasoso, de modo a e avaliar o efeito do
substituinte “~F” no anel quinolonico, nomeadamente no carbono Cg, tanto a nivel
electronico (distribuicdo da densidade de carga, momentos dipolares) como estrutural

(mudanca de conformacéo da quinolona).

O objetivo é, fundamentalmente, analisar os efeitos do ido fluor nas propriedades
electronicas das fluoroquinolonas, pois a alteracdo de polaridade que este confere a

molécula, conjuntamente com a mudanca de lipofilia, contribuem para melhorar as
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propriedades farmacocinéticas desta classe de antimicrobianos. Assim efecturam-se

optimizacdo geométricas das estruturas em fase gasosa, procedeu-se a analise e

identificacdo de diferencas conformacionais entre as quinolonas e fluoroquinolonas.

Executou-se ainda uma comparacdo das superficies de potencial isoelectronicas com

base nas estruturas optimizadas.

Por fim, fez-se uma analise em termos de frequéncias vibratorias de alguns grupos

funcionais.

Tabela 2 — Fluoroquinolonas existentes no mercado Portugués, sem nome comercial por

principio activo e titulo de autorizacéo

o ) Dosagem ) Data de
Substancia Activa Nome Titular L
(mg) ) autorizacao(AlIM)
comercial
Ciprofloxacina 250/500/750  Ciplox® Laboratorios Atral,S.A. 08 de Fevereiro de
1995
Ciproxina® Bayer PortugalS.A. 23 de AgOStO de 1988
Levofloxacina 250/500 Seltrix® Well Pharma 30 de Marco de 2010
Tavanic® S.A.Sanofi - Produtos
Farmacéuticos, Lda.
Lomefloxacina 400 Maxaquin®  Laboratérios Pfizer, 13 de Dezembro de
Lda. 1990
Moxifloxacina 400 Proflox® Bialfar - Produtos 25 de Fevereiro de 2000
Farmacéuticos, S.A.
Avelox® BayHealth, Lda
Norfloxacina 400 Uroflox® Bialfar — Produtos 09 de Dezembro de
Farmacéuticos, S.A. 1985
Ofloxacina 200/400 Bioquil® Laboratdrios Atral, 27 de Outubro de
S.A 2003
Prulifloxacina 600 Keraflox® Angelini 23 de Maio de 2005

Farmacéutica, Lda.
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Figura 5- Estrutura quimica das quinolonas estudadas neste trabalho.
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I.CARACTERISTICAS FARMACOLOGICAS DAS FLUOROQUINOLONAS
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2.1 Accéo farmacologica e eficacia terapéutica

A acc¢do farmacolodgica pode ser discutida de acordo com o local onde ocorre a infecgao
ou de acordo com o agente infecioso. Nesta apresentacdo optou-se pela primeira.

Tracto genitourinario. As infeccdes do tracto genitourinario, podem ser tratadas por
fluoroguinolonas devido ao seu largo espectro de accéo sobre bactérias Gram-negativas
e as elevadas concentracbes de composto activo que sdo atingidas nos aparelhos

urinarios e genital.

Nas infec¢bes urinarias ndo complicadas causadas por Escherichia coli, o tratamento é
feito em regimes posoldgicos de trés a dez dias. As fluoroquinolonas conseguem atingir
a mesma eficicia terapéutica que co-trimoxazol. Em caso de infecgdes do tracto
urinarias complicadas, como uropatias obstrutivas, ou em pacientes que possuam
calculos biliares, microorganismos resistentes Gram-negativos e Gram-positivos,
infeccOes relacionadas com cateter, as fluoroquinolonas que estdo indicadas sdo a
ciprofloxacina, a oflloxacina, a levofloxacina pois apresentam elevadas concentragdes
renais e clearance renal elevada. No caso da ciprofloxacina ficou provado que é mais
eficaz que o co-trimoxazol e do que os aminoglicosideos no tratamento de infeccdes
urinarias complicadas (Ball, 2000). Em infec¢es ndo complicadas de pielonefrite, a
norfloxacina ou a ofloxacina séo tdo eficazes no seu tratamento como co-trimaxazol,
numa posologia oral por um periodo de sete a dez dias. Em infeccGes da mesma origem
mais complicadas, a levofloxacina e a ciprofloxacina mostraram eficacia semelhante no

tratamento de mulheres ndo gravidas.

As quinolonas séo eficazes no tratamento de prostatite devido a sua facil penetracdo no
tecido prostatico. A taxa de eficacia da ciprofloxacina, norfloxacina, levofloxacina e
ofloxacina neste tipo de infeccGes varia entre 67 a 91 por cento num regime de 4 a 6
semanas. Quando ha falha desta, esta geralmente associado a regimes de tratamento
mais curtos e a microorganismos menos susceptives como P. aureginosa e espécies de
Enterococcus sp. A levofloxacina € um excelente agente de primeira linha para o
tratamento de prostatite, a ciprofloxacina deve ser reservada para pacientes com
microorganismos Gram-negativoa resistentes, devido a sua actividade superior contra P.

aeruginosa e Enterococcus sp.
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Aparelho respiratério. Nas doengas respiratorias, como sinusite bacteriana ficou
provado que a gatifloxacina, moxifloxacina, sparfloxacina e levofloxacina sao eficazes
no seu tratamento em comparacdo com a amoxicilina mais &cido clavulanico e
claritromicina. No entanto, acredita-se que as fluoroquinolnas ndo devem ser usadas
como agente primarios no tratamento de sinusite bacteriana devido ao potencial

desenvolvimento de resisténcias bacterianas.

O uso da ciprofloxacina para bronquite provocada por S. pneumoniae e P. aeruginosa
resultou em tratamento clinico falhado e no desenvolvimento de resisténcias
bacterianas. Em geral, a levofloxacina, a sprafloxacina, a ofloxacina, a gatifloxacina e a

moxifloxacina sdo comparados com amoxiclina em termos de eficécia terapéutica.

A pneumonia adquirida na comunidade é uma das doencas com maior incidéncia.
Mesmo com a terapia ideal, as taxas de mortalidade aproximam-se de 14 por cento em
doentes hospitalizados e menos de 1 por cento em pacientes ndo hospitalizados. Os
patogéneos mais comuns que provocam esta infeccdo sdo S. pneumoniae e M.
pneumoniae. A escolha do antibidtico em pacientes ndo hospitalizados sdo o0s
macrélidos, doxiciclina e as fluoroguinolonas; nos pacientes hospitalizados 0s
aconselhados sdo fluoroquinolonas e penicillinas de espectro alargado, macrdlidos,
aminoglicosideos, metronidazole entre outros. Em casos de pacientes hospitalizados nos
cuidados intensivos aconselha-se o uso de uma fluoroquinolona ou de um macroélido
uma cefaloesporina de espectro alargado._No tratamento de pneumonia atipica 0s
macrélidos sdo equivalentes as fluoroquinolonas e possuem um custo menor. As
quinolonas sdo Optimos agentes contra patogéneos atipicos quando ha suspeita de

pneumonia adquirida na comunidade.

As fluoroquinolonas mais atractivas em termos de eficacia contra pneumococci séo a
moxifloxacina e a gatifloxacina mas devem ser reservadas para o tratamento de

infeccOes por patogéneos atipicos ou pneumonias que pde em risco a vida dos doentes.

DST. Nas doencas sexualmente transmissiveis, a ciprofloxacina ou ofloxacina séo uma
alternativa para a terapia em casos de alergia a penicilina. A ofloxacina ou sparfloxacina

séo téo eficazes como doxiciclina no tratamento de infec¢des por C.trachomatis.

Tracto gastro-intestinal. Nas gastroenterites, a ciprofloxacina e a ofloxacina sdo agentes
de elei¢do no tratamento da febre tifoide.

12
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A norfloxacina e a ciprofloxicina sdo comparaveis ao co-trimoxazol no tratamento da
diarreia do viajante, causada por espécies de Shigella, Campylobacter jejuni ou E.coli
(Ball, 2000), (Van Bambeke et al., 2005)

2.2. Efeitos Secundarios

Em geral as quinolonas sdo bem toleradas e séo relativamente seguras. Os efeitos
adversos mais frequentes sdo a nivel gastrointestinal e a nivel do sistema nervoso
central. Estes efeitos que ocorrem entre, 2 a 20 %, dependendo da quinolona (Ball,
1999).

Na pele e anexos podem ser observadas erupcdes cutdneas tipo ("rash”) com uma

incidéncia de frequéncia que varia entre > 0,1% < 1%.

No sistema cardiovascular podem ocorrer flebites e tromboflebites. Em algumas
quinolonas tem sido registado alteragdes no intervalo QT do ECG. No caso de agentes
como sparfloxacina e grepofloxacina, estas alteracbes sdo dose independente e para a
sparfloxacina, este efeito é dose-dependente. Estes agentes ndo podem ser usados em
doentes com alteracBes no espaco QT ou em doentes com terapéutica que prolongue o
intervalo QT (Osswald e Guimardes, 2001).

A nivel do sistema digestivo podem ocorrer vomitos, dispepsia, bem com alteracdo dos
parametros bioquimicos das provas da funcdo hepatica como o aumento da fosfatase
alcalina e bilirrubinémia. A anorexia e flatuléncia, podem estar associadas aos efeitos da

utilizacdo das fluorquinolonas também.
No sistema sanguineo e linfatico pode ser observado eosinofilia e leucopenia.

AlteracGes metabdlicas e nutricionais como o0 aumento da creatinina e aumento da ureia,

também podem ser devidas ao uso das fluoroquinolonas.

No sistema musculo-esquelético podem ocorrer artralgias (dores nas articulagfes). As
quinolonas poderdo produzir erosfes cartilaginosas nas articulacbes que suportam a
maior parte do peso. Este efeito secundario € raro mas devido a sua gravidade ndo é

recomendado o uso de quinolonas me criangas, adultos jovens (até aos 16 anos),

13
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gravidas e lactentes. Também € importante constatar que este efeito € reversivel
(Osswald e Guimarées, 2001)

No Sistema nervoso podem ser observadas cefaleias, tonturas, insénia, agitacdo e

confusao.

Dos pacientes tratados com quinolonas, apenas 1 a 3% fazem interrupgéo do tratamento
devido aos efeitos secundarios. A fototoxicidade também esta ligada a todas as
quinolonas sendo a sparfloxacina a mais fototdxicica, podendo surgir também prurido,

eritema, urticaria e rash cutaneo (Lee and Kanatani, 1999).
2.3. Interacgdes Medicamentosas

A principal interaccdo medicamentosa que existe neste grupo de farmacos € a ma
abosorcdo por parte da quinolonas quando administradas concomitantemente com um
catido metalico multivalente, como magnésio, aluminio e anti-acidos contendo célcio e
sucralfato, podendo reduzir biodisponibilidade entre 25 a 85% no caso da

ciprofloxacina. A Tabela 3 resume as interagdes medicamentosas principais.

Tabela 3 — Principais interacdes medicamentosas das fluoroquinolonas. (Aminimanizani

et al., 2001)
Fluoro-quinolona Al* Mg Fet™ Sucralfato Ca*™  Probenecid Teofilina  Varfarina
Anti-acidos
Ciprofloxacina+ - 77-85%° -AUC57%° -96%F° -40%F° -CLr -CL30- +PT
-17%F* 113%
Moxifloxacina -45%F* -39%AUC - SEC SE SE SE
Gatifloxacina - 64%AUC*® -35%0AUC*  ---mee- Ne9 SE SE
-42%AUC' +429%AUC
-18%AUC?
Moxifloxacina -45%F* -39%AUC - SE® SE SE SE
Sparfloxacina -23%AUCT e -A4%F e SE SE SE
-179%AUCY
-5%AUC"

a-2h antes ou depois da dose; b- biodisponibilidade relativa; d- com produtos diarios; e-
administracdo em conjunto; f- 2h antes da dose; g- 2h ap6s a dose; h- mais de duas horas
ap6s a dose. AUC- Area sobre a curva tempo-concentracio; CLg — Clearance Renal; CL-

Clearance Total; F- Biodisponibilidade; PT- Tempo de Protrombina; SE — Sem efeito.

14



Efeito do substituinte “-F” nas propriedades electronicas e estruturais de fluoroquinolonas

Administracdo de preparagbes orais de ferro e multivitaminicos com zinco
demonstraram interacdo similar na diminuicdo da biodisponibilidade na ciprofloxacina e
outros agentes novos como levofloxacina e gatifloxacina. A morfina reduz o tempo de
absorcdo da troxafloxacina e a ciprofloxacina inibe o metabolismo da teofilina ou
cafeina ao contrério das fluoroquinolonas de 32 e 42 geracéo.

Todas as fluoroquinolonas podem causar convulsdes quando administrada com anti
inflamatdérios ndo esteroides. Quando tomadas conjuntamente com Diazepam,
aumentam as concentragdes plasmaticas do anterior. A toma em conjunto com
pentoxifilina, diminui a sua taxa de metabolizagdo, aumentando os riscos de efeitos

secundérios da pentoxifilina (Aminimanizani et al., 2001).

2.4. Farmacocinética
2.4.1. Absorcao.

Tal como os aminoglicosideos, as quinolonas possuem uma actividade antibacteriana

dependente da dosagem.

As fluoroquinolonas possuem absorcao gastrointestinal 6ptima, razdo para o aumento de
novas formulacbes por via oral. Existem fluoroquinolonas para uso intravenoso em
meio hospitalar. As fluoroquinolonas possuem uma absorcdo oral e biodisponibilidade
de excelente a moderada. A absorcéo é, na maior parte das ocasides, rapida. Atingem
concentragdes maximas no plasma entre uma a duas horas. Como ja referido
anteriormente, a absorcédo é reduzida por catides bivalentes, usualmente encontrados em
anti-acidos e outros medicamentos, bem como na ingestdo diaria de alimentos. A
absorcéo destes farmacos na sua forma oral € excelente e os niveis sanguineos atingidos
por estes farmacos na sua forma oral também sdo excelentes e similares aos niveis
atingidos pela vida intravenosa. Este factor possibilita a conversdo para a terapia oral
rapidamente, mesmo em pacientes com infecgdes graves, desde que a nutricdo enterica
aconteca. As fluoroquinolonas mais recentes possuem biodisponibilidade igual ou maior
que a ciprofloxacina (que varia entre 55 a 88%). Por exemplo a sparfloxacina, a
levofloxacina e a gatifloxacina possuem uma biodisponibilidade superior a 90%
(Aminimanizani et al, 2001), (Cunha, 2001).
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2.4.2. Distribuicéo

A maior parte das fluoroquinolonas tem uma clearance moderada e um tempo de semi-
vida entre 4 a 10 horas, enquanto o volume de distribuicao varia entre 1,5L/kg a 4L/Kg,

contribuindo para uma distribuicao nos tecidos e nas células (Turnidge, 1999).

A maior parte das fluroguinolonas possuem uma excelente biodisponibilidade e
penetracdo tecidual. Por esta razdo sdo farmacos ideais para pacientes de ambulatério e
para pacientes hospitalizados que trocam entre terapia oral e a intravenosa (Cunha,
2001).

Nos rins, pulmdes, préstata, amigdalas, musculos, endométrio, miométrio e
ovarios as concentracdes sao mais elevadas do que as concentracBes séricas. Os
locais onde as concentracdes sdo mais baixas do que as concentracdes séricas, Sao
no tecido 6sseo, no tecido celular subcutaneo e nas secrecdes bronquicas. Estes

agentes conseguem penetrar as células fagocitarias.

No liquido cefaloraquidiano, quando ndo existe inflamacdo da meningea, as
concentracfes sdo normalmente inferiores as plasmaticas, no entanto, quando a
meningea se encontra inflamada as concentracbes aumentam drasticamente
(Osswald e Guimardes, 2001). A ligacdo as proteinas plasmaticas varia muito
entre os agentes, sendo que 0s agentes mais recentes ligam-se pouco as proteinas

plasmaticas com excepcdo da trovafloxacina (70%) (Walker, 1999).

2.4.3. Metabolizagéo e Eliminagéo

As duas principais vias de eliminagdo das fluoroquinolonas séo a renal e a hepatica. A

maior parte destes agentes possui uma eliminagdo conjunta por estas duas vias.

O écido glucordnico pode conjugar as quinolonas na posicdo 3 ou ser o0 substracto nas
reacgdes no carbono 7 ou do proprio anel piperazinico. As reaccles efectuadas sdo

hidroxilagdes e uma carboxilag&o.

As flouroquinolonas sdo metabolizadas pelas enzimas do citocromo P450, no figado. Os
metabolitos formados geralmente tém pouca ou nenhuma actividade antibacteriana e sao
eliminados por via hepatobiliar no intestino, sendo depois reabsorvidos, entrando na
circulacdo entero-hepética. Metabolitos e farmacos ndo-metabolizados sdo encontrados

na urina, bilis e fezes (Oliveira e Pereira, 2010).
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As quinolonas e 0s seus metabolitos séo na sua maiores excretados pela urina (Osswald
e Guimaraes, 2001).

No caso da ofloxacina e da levofloxacina a via predominante é a excregdo renal e no

caso da sparfloxacina a via principal € a hepatica.

O tempo de semi-vida ¢ suficientemente longo para dosagem diaria e bi-dirias. E
necessario ajustar a dosagem em casos de insuficiéncia hepatica ou renal dependendo do
agente usado e a sua via predominante. A tabela 4 resume os principais parametros

farmacocinéticos de algumas fluoroquinolonas.

Tabela 4 — Principais parametros farmacocinéticos para algumas fluroquinolonas
(Oliveira e Pereira, 2010).

Flouroquinolona Dose oral ty,(h) Biodisponibilidade Distribuicdo Excrecéo
(mg) Oral Tecidular

Norfloxacina 400 3.5-5 40 Fraca Renal
Ofloxacina 400 5-7 95 Boa Renal
Ciprofloxacina 500 3-5 70 Boa Renal
Moxifloxacina 400 9-10 >85 Boa Hepatica
Levofloxacina 500 5-7 95 Boa Renal
Sparfloxacina 200 16-22 90 Boa —
Pefloxacina - 10 90 Boa —

2.4.4. Farmacocinética dos compostos em estudo

2.4.4.1.CIPROFLOXACINA

E uma quinolona de 22 geragdo, possui um espectro de acgdo preferencial para Gram
negativa, incluindo contra P. aeruginosa, N. gonorrhoeae, N. meningitidis, H.
influenzae, Chlamydia spp., Mucoplasma spp. Brucella spp. E Legionella spp. Como as

quinolonas de 22 geracdo ndo possui grande actividade contra bactérias Gram positiva
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A absorcéo por via oral possui uma biodisponibilidade entre o 70 e os 85%, podendo
também ser administrada por via intravascular. Os picos de concentragdo no sangue sao
atingidos apds 1 a 3 horas. Possui altas concentracdes em varios 6rgédos tal como pele,
préstata, figado e pulméo. Penetra bem nos fagocitos estando por isso indicada nas
infecgbes de parasitas intracelulares. E eliminada por via renal inalterada (50%) e
também por via fecal (25%). Esta fluorquinolona também sofre metabolizacdo hepatica
parcial. A ligacdo as proteinas plasmaticas é¢ de 30% e possui um tempo de semi vida de
3-7 horas (Sousa, 2006). (Infarmed, 2013 a).

2.4.4.2. MOXIFLOXACINA

A moxifloxacina € absorvida rapida e quase completamente apds administracédo oral. A

biodisponibilidade absoluta é de aproximadamente 91%. A farmacocinética é linear no
intervalo 50 — 800 mg de dose Unica e até 600 mg na posologia de uma vez por dia
durante 10 dias. Para uma dose oral de 400 mg a concentracdo maxima de 3,1 mg/l é
atingida ao fim de 0,5 — 4 h ap6s a administracdo. As concentraces pico e vale no
estado estacionario (400 mg uma vez ao dia) foram de 3,2 e 0,6 mg/l, respectivamente.
No estado estacionario a exposi¢do dentro do intervalo posolégico é aproximadamente

30% mais elevada que apds a primeira administracao.

A moxifloxacina é distribuida muito rapidamente aos espagos extravasculares; apos a
administracdo de uma dose de 400 mg observa-se uma AUC de 35 mg.h/I. O volume de
distribuicdo (Vd) no estado estacionério é de aproximadamente 2 I/kg. A taxa de ligagcdo
as proteinas de aproximadamente 40 — 42% independente da concentracdo do farmaco.
A moxifloxacina liga-se principalmente a albumina sérica.

A moxifloxacina sofre biotransformacdo de Fase Il e é excretada por via renal,
biliar/fecal na forma de farmaco inalterado e na forma de composto sulfoconjugado
(M1) e glucoronido (M2). M1 e M2 sdo os Unicos metabolitos relevantes na espécie
humana, e ambos sdo microbiologicamente inactivos. Nos estudos clinicos de Fase | e
in vitro ndo foram observadas interacdes farmacocinéticas com outros farmacos sujeitos
a biotransformacdo de Fase | envolvendo enzimas do citocromo P450. Ndo existem

indicagdes de metabolismo oxidativo.
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A moxifloxacina é eliminada do plasma com uma semi-vida terminal média de

aproximadamente 12 horas. O indice médio total aparente de depuracdo corporal apds
uma dose de 400 mg varia de 179 a 246 ml/min. O indice de depuracéo renal situou-se
em cerca de 24 — 53 ml/min sugerindo uma reabsorcao tubular parcial do farmaco a
partir dos rins. Apo6s a administracdo de uma dose de 400 mg a recuperacdo da urina
(aproximadamente 19% para o farmaco inalterado, aproximadamente 2,5% para o M1 e
aproximadamente 14% para 0 M2) e fezes (aproximadamente 25% para o farmaco
inalterado, aproximadamente 36% para 0 M1 e auséncia de recuperacdo para 0 M2)

totalizaram aproximadamente 96% (Sousa, 2006). (Infarmed, 2013 b).

2.4..4.3. Pefloxacina e Sparfloxacina

Relativamente a pefloxacina e a sparfloxacina, muito pouca literatura existente devido

ainda ndo possuirem autorizacgdo de introducdo no mercado.
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2.5. Relagéo Estrutura-Actividade

Fundamentalmente a actividade antibacteriana das quinolonas depende da sua
penetracdo na célula e a inibigdo da actividade da DNA girase.

Vaérios estudos concluiram que tanto a penetracdo na célula como a inibicdo da DNA
girase aumentam com a presenca do atomo de flior na posicéo Cg das quinolonas.

O acido nalixidico € a estrutura protétipa para a sintese de quinolonas. AlteracGes feitas
neste composto resultaram em compostos com poténcia aumentada e espectro,
aumentando significamente as aplicacOes terapéuticas das quinolonas.

O esquema da Figura 5 tém o resumo das principais relacdes estrutura-actividade até
agora estudadas.

Os estudos indicam que a substituicdo na posicdo 1 aumentam a actividade anti-
bacteriana. Num primeiro estudo através dos parametros que caracterizam o tamanho e
a forma do substituinte, chegou-se a conclusdo que o tamanho do substituinte ideal
nesta posicdo € o correspondente a um grupo etilo como é o caso da norfloxacina,
pefloxacina.

Estudos mais recentes concluiram que, para além do volume e forma do substituinte
existem outros factores como a capacidade de doacdo-n electronica, que também
possuem grande influéncia na actvidade. O substituinte ciclopropil é de longe o
substituinte 6ptimo devido a combinacdo estérea, espacial e interacBes electronicas,
como acontece com a levofloxacina e a ofloxacina: Este substituinte aumenta a
actividade contra bactérias Gram negativas.

Na posicdo C, muitas poucas alteracfes foram benéficas relativamente ao farmacoforo
inicial. AlteracBes usando grupo metilo, hidroxilo resultaram em moléculas com perda
de bioactividade.

A Cinoxacina, que possui um atomo de nitrogénio nesta posicdo possui propriedades
farmacocinéticas aumentadas. “A posi¢do C; ndo tém sido usados muitos substituintes
devido a sua proximidade com a ligacdo na enzima” (Emami et al., 2005) portanto o
substituinte H, é o ideal.

A posicédo C; esté ligada a posicao C, através do grupo do &cido carboxilico e o grupo
ceto, que séo considerados necessarios para a ligacao da quinolona a DNA girase.
Nenhuma alteragdo nesta posi¢do criou compostos activos com excepgdo a compostos
em que o grupo carboxilico é formado in vitro. Como por exemplo a substituicdo na

Norfloxacina do grupo carboxilico por um grupo formil que produz um composto com
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actividade antibacteriana devido a sua répida conversdo em 4&cido carboxilico
produzindo o dobro da concentracdo no soro de norfloxacina.

Na posicdo C,4 ainda nao foi muito explorada e a substituicdo do grupo 4-ceto por outros
grupos tém levado a criagdo de compostos inactivos.

Para as fluorquinolonas manterem as suas propriedades antibiose, é necessario nédo
alterar o &cido carboxilico na posi¢do C; e também manter a ligacdo dupla do anel
naftiridinico com o oxigénio na posicdo C,4 (Sousa, 2006).

Na posicdo Cs as alteracBes que tém sido feitas sdo essencialmente de substituintes
pequenos tais como, nitro, amino, alquilo. A substituicdo do substituinte amino nesta
posicdo parece aumentar a absorcdo e a distribuicdo pelos tecidos, embora alguns
estudos tém afirmado que a substituicdo nesta posicdo diminui a actividade
antibacteriana. As quinolonas amino substituidas possuem actividade antibacteriana in
vitro superior a ciprofloxacina, portanto esta substituicdo pode aumentar a poténcia das
quinolonas in vitro.

Na posicdo Cg foram testados varios substituintes como o hidrogénio, fluor, cloro,
bromo, entre outros, mas a substituicdo do atomo de fldor resultou num aumento
dramético do efeito antibacteriano. O grupo flior na posicdo Cs melhorou
exceptionalmente a ligacdo do complexo-enzima como também aumentou a penetragdo
celular comparativamente aos compostos idénticos que ndo sdo Ce-flior substituidos.
Devido ao aumento da actividade nestes compostos por incorporacdo do flior na
posicdo Cs a maior parte das quinolonas sintetizadas recentemente possuem esta
substituicdo, embora nem todas elas mostraram aumento de actividade (Domagala et al.,
1986). A posicdo C; das quinolonas ja foi amplamente estudada. SubstituicGes nesta
posicdo estdo associadas ao seu espectro antibacteriano, biodisponibilidade, e efeitos
secundarios. As quinolonas com pento- ou hexo- aneis heterociclicos com ou sem
substituicdo na posicdo C7 sdo os substituintes mais comuns e conferem poténcia contra
bactérias Gram-negativas. A insercdo da pirolidina neste posi¢ao confere boa actividade
contra bactérias Gram positivo. Em geral a adicdo de um metilo na posi¢do C4- do anel
piperazina aumenta actividade antibacteriana contra Gram-positivos, com uma ligeira
diminuicdo da actividade antibacteriana contra Gram-negativos especialmente contra
P.aeruginosa. A 3-metilpiperazina ndo causa 0 mesmo aumento no LogP mas por outro
lado obtém-se compostos com boa absorcdo oral. As quinolonas com o substituinte 3-
etilaminometilpiolidina-1-il na posicdo C; aumentaram a actividade contra Gram-

positivas. O substituinte 3-aminopyrrolindin-1-yl na posi¢cdo C; geralmente aumenta o
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espectro da acgdo da quinolona mas possui a desvantagem de ter a possibilidade de
diminuir a solubilidade da molécula em &gua a pH 7,4 e podendo haver problemas na
absorcao.

A posicdo Cg desempenha um papel importante nos parametros orais farmacocinéticos e
no aumento do espectro de actividade. A adicdo de grupos como fldor, cloro, metilo e
metoxi aumenta a actividade antibacteriana, especialmente contra organismos Gram-
positivos. A introducdo de atomos halogenados, metoxi e grupos metilos aumenta a
poténcia contra anaerdbios estritas (Chu e Fernandes, 1989), (Domaga et al 1986),
(Domagala, 1994), (Sousa, 2006), (Emami et al., 2005)

Controle da Poténcia
Afinidade para bactérias
gram-positivas

zona essencial para a
ligacdo ao complexo
DNA-girase

COQCH
/ 7

Penetracio celular
afinidade paraa F
enzima DNA-
girase

N
H ¢ o substituinte

A optimo
Espectro TN N Ry
. . Z [P T— : A
anti-bacterial N

[ actividade J Ri

. . Poténcia
anti-anaerdbia

geral

R; = Ciclopropil, anel aromatico halo substituido, etilo, etc.

R, =H, Ry e Ry podem-se ligar para formar um anel,

Rs =H, -NH,, OMe.

X =N, CH, CF, C-OMe, ou X e R podem-se ligar para formar um anel
Z = grupo ligado ao anel cicloaquilamina.

Figura 6 — Relacdo estrutura-actividade para as fluoroquinolonas (Bakken, 2004)

22



Efeito do substituinte “-F” nas propriedades electronicas e estruturais de fluoroquinolonas

2.6. Mecanismo de Acgéo

O DNA é descrito como um par de filamentos helicoidais fechados. Para haver troca de
informagdes dos codigos, é necessario a separacdo da hélice. Consequentemente, a
separacdo e reencaixe dos filamentos helicoidais sdo mecanismos essenciais para a

replicacdo bacterial celular.

As quinolonas sdo 0s Unicos agentes antimicrobianos que tém como alvo as
topoisomerases bacterianas. A funcdo das topoisomerases na células bacterianas, é a
manutencdo do DNA celular no estado apropriado de enrolamento tanto nas regides nao
replicaveis como nas replicaveis do cromossoma bacteriano. Existem 4 tipos de enzimas
tipoisomerases, das quais duas, sdo alvo das fluoroquinolonas. As enzimas alvo sdo

DNA girase ou topoisomerase tipo 11 e topoisomerase IV (Walker, 1999).

Dentro destas duas, a enzima para qual a fluoroquinolona tém preferéncia é designada

como alvo primario (Fukuda e Hiramatsu, 1999).

"Stacking” com outra Ligagdo de hidrogénio Ouelatacio com
moléeula fluoreguinoelona com as hases de DINA forsfatos TYN A

=

Mg

=
=
(=)

s

Dominio
de interacglo
enzimatica

R "Stacking" com bases
Ao associagia do DTN A

Figura 7 - Possiveis modelos de ligacdo ao receptor

As Fluoroquinolonas véo inibir a replicacdo do DNA bacteriano ligando-se a estas
enzimas alvo e ao DNA bacteriano formando um complexo ternario [Enzima-DNA-
Farmaco], ndo deixando as topoisomerases exercer as suas fungdes (Oliveira e Pereira,
2010). Em geral, o alvo primario para fluoroquinolonas em bactérias Gram-negativas é
a DNA girase. Por outro lado a topoisomerase 1V é o alvo primario das bactérias Gram-
positivas. A DNA girase remove 0 excesso do super-enrolamento que é formado a
frente da haste de replicacdo. Sem esta accdo da DNA girase, 0 excesso de enrolamento
acabava por prender a replicacdo do DNA e paré-la. Assim inibindo a accdo desta
enzima, inibe-se a replicagdo do DNA bacteriano. A enzima topoisomerase IV
envolvida na separagdo e relaxamento das moléculas de DNA, tém como acgdo a

abertura da molécula do DNA antes da haste de replicacdo. A funcdo conjunta destas

23



Efeito do substituinte “-F” nas propriedades electronicas e estruturais de fluoroquinolonas

duas enzimas permite o desdobramento do DNA & medida que se da a replicacdo e a
segregacdo do DNA. Embora os Humanos possuam estas enzimas a afinidades das
quinolonas para as enzimas bacterianas em comparagdo com as dos Humanos e cerca de

1000 vezes superior (Sousa, 2006).

As fluoroquinolonas estabilizam e prendem o complexo através da ligacdo a tirosina-
122 no terminal-N da porcdo da subunidade Girase A. Este fendbmeno provoca
alteracbes conformacionais no complexo clivado que vai inibir a sua ac¢do catalitica. A
Figura 7 mostra o esquema geral das fluoroquinolonas com dois possiveis modelos de

ligacdo aos receptores de modo a formar o complexo [Enzima-DNA-Farmaco].

A topoisomerase IV tém como funcgdes catalizar a separacdo DNA para figura formacao

de celulas filhas e manter o DNA num estado de super enrolamento.

O complexo formado pela fluoroquinolona com a topoisomerase 1V € 0 DNA, provoca
uma distorcdo num outro complexo [DNA-topoisomerase IV], que vai reduzir a
actividade.

Este mecanismo € reversivel, visto que o complexo ternario pode dissociar-se e reverter
ao complexo original. Embora este mecanismo ndo seja um evento letal, pensa-se que a
sua ac¢do bactericida resulta numa série de eventos posteriores que ndo sdo conhecidos

até ao momento (Bakken, 2004).
2.7. Resisténcias Bacterianas

O principal factor que podera limitar o uso de antibidticos sdo as mutacdes bacterianas
rapidas, que podem ser feitas através de um unico plasmideo que confere resisténcia a

toda a classe de antibiotico (Oliveira e Pereira, 2010).

A resisténcia das bacterianas as fluoroquinolonas pode acontecer por 3 mecanismos
diferentes ou pela soma dos anteriores. Modicacdes na enzima DNA girase resultante de
mutacBes no cromossomas genomicos, que podem acontecer facilmente durante o
tratamento com estes antibiotico (Sousa, 2006). Diminuicdo da capacidade de
penetracdo através da membrana externa das bactérias gram-negativas em forma de
bastonete. Aumento da remocao intracelular das fluoroquinolonas por bomba de efluxo
responsaveis pelo movimento de substancias de dentro para fora das bactérias (Lee e
Kanatani, 1999).
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I11. OBJECTIVOS E METODOS
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3. Consideracdes gerais

Na realizacdo deste trabalho avalia-se os efeitos electrénicos e estruturais da
substituicdo de um ido de hidrogénio por um ido de fluor na posicdo 6 em quatro
moléculas de fluoroquinolonas: moxafloxacina, ciprofloxacina, sparfloxacina e
pefloxacina Figura 9.

O fluor é um atomo muito electronegativo, que ocupa um volume menor que um grupo
metilo, hidroxilo ou amina, mas maior do que um atomo de hidrogénio (Almeida e
Machado, 1994). Um dos primeiros farmacos organofluorados a ser sintetizado foi o 5-
fluoruracilo um agente anti-neoplésico, em 1957. A partir dai, o flior comecou a ser
alvo de atencdo na quimica medicinal, por melhorar a estabilidade metabdlica, a
biodisponibilidade e as ligacdes farmaco-proteina alvo. Um dos farmacos sobejamente
conhecido hoje em dia que assenta no uso de fltor é a fluoxetina (Prozac®), um
antidepressivo aprovado pela FDA em Dezembro de 1987. Outro farmaco, anélogo da
eritromicina é a fluritromicina, usada para o tratamento de infeccGes provocadas pela
bactéria Helicobacter pylori, farmaco lancado no mercado em 1997.

O &tomo de fldor pode apresentar um rol de vantagens ao ser incluido nas moléculas
farmacologicamente activas, como por exemplo a modelacdo do pK,, que pode ter um
impacto significativo na alteracdo da biodisponibilidade do farmaco. Por ser
extremamente electronegativo pode condicionar a distribuicdo de cargas na molécula e
portanto o equilibrio de acido-base da molécula. Todavia a correspondente alteragdo do
pKa deve ser olhada com algum cuidado pois poderéa ter um efeito significativo tanto nas
propriedades farmacocinéticas (por variacdo do valor do equilibrio hidrofilo-lipofilo)
como na sua capacidade de ligacdo ao receptor. Sendo o &tomo de fluor muito
electronegativo vai, obviamente, retirar densidade electrénica aos atomos adjacentes,
colocando-os com maior basicidade. Um grupo com basicidade aumentada podera,
teoricamente, ter maior ac¢do “in vitro” por se poder ligar com mais facilidade a um
receptor. Todavia, a sua accdo farmacoldgica “in vivo” poderd diminuir devido a
diminuicdo, por exemplo, da sua biodisponibilidade. De facto, uma molécula mais
basica pode apresentar mais dificuldade em atravessar as membranas e, portanto, atingir
o local de accdo. Assim é crucial que se tenha em conta a existéncia de um equilibrio
Optimo entre estes pardmetros (pK,, polaridade, natureza e conformagdo da molécula,
interacbes farmaco-receptor, entre outros) (Bohm et al., 2004) Outra caracteristica

inerente a existéncia de flor na molécula € a capacidade de alteracdo da lipofilia da
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molécula, definida pelo coeficiente de particdo de uma substancia entre a fase aquosa e
a fase organica. Esta caracteristica associada a alta polaridade que o atomo de flGor
confere, promovem um equilibrio entre a lipofilia pretendida e a quantidade certa de
polaridade da molécula, de modo a que a afinidade para com os receptores ndo seja
comprometida por excesso de lipofilia e por sua vez baixa solubilidade (Bohm et al.,
2004). Existe, no entanto, a ideia errada que a fluorinagdo aumenta sempre a lipofilia
das moléculas. Nas moléculas aromaticas, o que faz com que a molécula aumente a sua
lipofilia € a excelente sobreposicdo entre as orbitais 2s ou 2p do fldor com as orbitais
correspondentes do carbono, fazendo com que a ligacdo C-F nédo seja facilmente
polarizével, aumentando assim a sua lipofilia (Purser et al., 2008).
Este estudo foi efectuado selecionando cinco compostos que foram estudados de acordo
com 0S seguintes processos:
i) Optimizacdo geométrica das moléculas (em estado gasoso) utilizando o
programa Gaussian 03 que executa a optimizacdo da geometria da molécula por
métodos da teoria DFT (Density Functional Theory). A geometria optimizada
tem como critério a minimizacéo da energia da molécula, calculada por métodos
ab-initio. A optimizacdo geométrica permite inferir sobre aspectos estruturais,
nomeadamente os conformacionais.
i) Célculos das cargas atdmicas das moléculas optimizadas por analise NPA
(Natural Population Analysis). A analise das variacOes das cargas atomicas
permite discutir a polaridade relativa dos locais identificados como os
responsaveis pelas relacdes estrutura-actividade.
iii) Calculos das superficies de potencial isoelectrénicas que permitem
estabelecer quais as diferencgas de polaridade na superficie das moléculas, para o
mesmo afastamento do ndcleo atémico. Assim pode-se avaliar, para a mesma
distancia dos nucleos atémicos (mesmo volume), as diferencas entre as
polaridades.
3.1. Métodos computacionais: breve descricao
3.1.1. Calculo da energia molecular por ab-initio
Num sistema multi-particula utiliza-se a equacdo de Schroedinger independente do

tempo para executar o calculo da energia, E, do sistema em determinado instante:

HY (X, Vi1 Zyoeon X, Yo 20 ) = EP (X Yy Zyooo Xy Vi 2, 3.1
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onde a fungdo de onda molecular ¥ é dada pelo produto das fun¢des de onda atémicas e

0 hamiltoniano molecular H é tomado como a soma dos hamiltonianos atdmicos dos
atomos constituintes das molécula. Na aproximacao de Born-Oppenheimer consideram-
se 0s movimentos electrénicos separados dos nucleares de modo a simplificar o

hamiltoniano que passa a ser composto pelo hamiltoniano electronico e nuclear:

A

A=A +H 3.2

Total electrénico nuclear
procedendo-se, com base nestes e nas fungdes de onda electronicas, ao calculo das
energias electrdnicas, energias nucleares e funcdes de onda que descrevem a translacéo,
rotacdo e vibracdo das moléculas:

E E +E 3.3

Total — ™electrénico nuclear

onde

H ¥

electronio — E lP

electronio

3.4

electrénico electronio

e

lEeIectronim (rl1 rZ"'rn) + KnJLPnuclear = Enuclear\Pnuclear = Enuclear(\Protagéo>< \Ptranslaéox \Pvibragéo)

3.5

3.1.2. O método SCF
O método SCF (Self-Consistent-Field) ¢ um método que utiliza fundamentalmente 3
etapas para realizar o calculo das energias moleculares:

- A definicdo do hamiltoniano molecular pelo método de Born-Oppenheimer;

- A definigdo das fungdes de onda do sistema com base numa selecdo préevia de
funcbes ou funcionais com o objectivo de ser aplicada numa solugéo de triagem,
estas funcOes de onda que permitem descrever o estado fundamental das
moléculas séo representadas por determinantes (por exemplo os determinantes de
Slater).

- O estabelecimento de uma equacdo de onda de triagem semelhante a equacdo de

Schroedinger, denominada equacao de Hartree-Fock, HF:
|E¢i = Ei ¢i 3.6

que € resolvida iterativamente para se efectuar o calculo dos valores proprios.
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Na equagdo 3.6 , F, refere-se ao operador de Fock e ¢ as funcionais de onda

moleculares. O operador de Fock integra o operador para calculo da energia cinética, o
operador para célculo de energia potencial de repulsdo intranuclear, o operador para a
energia potencial de atracdo nuclear-electronica e de repulséo electronica e o operador
da energia de intercambio inter-electronica. Para escrever o operador de Fock é

necessario fazer um processo iterativo denominado “self-consistent-field” acronimo de
SCF, pois F, é também funcdo das funcionais ¢, que definem as orbitais moleculares,
ou seja, para definir F deve-se conhecer ¢, e para se definir ¢, deve-se conhecer F, de
acordo com 3.6.

Assim sendo, faz-se uma triagem com umas funcionais de onda moleculares obtidas por
um método semi-empirico que serdo utilizadas para a construcdo do operador. Este,
posteriormente, sera utilizado para efectuar o céalculo de novas funcionais, e assim
sucessivamente até que ndo se encontrem diferencas significativas entre os resultados
actuais e os prévios.

3.1.3. As energias obtidas

Os valores das energias obtidas apos a resolucéo da equagéo de HF , E, correspondem a
a energia de orbital ou energia uni-electrénica que se podera interpretar como sendo a
energia que um electrdo possuird na orbital molecular ¢ que resulta da sua energia

cinética, de atrac¢do nuclear, de repulsdo electrdnica e de intercdmbio, devida a todos o0s

~ . 2
outros electrdes presentes nas orbitas ‘¢J‘ .

A energia total HF é dada pela soma da energia dos electrdes E, que, ap6s alguns

factores corretivos da a energia electrénica, E,, , menos a energia potencial de repulsdo

ele ?

intra-nuclear Vv, .
E(HF)=E,, +V,, 3.7
A conformacdo nuclear que fornecer a E(HF) minima é tomada como sendo a

geometria molecular de equilibrio e portanto as energias electrénicas e as fungdes de
ondas descritoras das orbitais ai obtidas sdo as tomadas como as correspondentes ao
estado estacionario de energia minima.

Para que haja garantia de que a conformacdo obtida corresponde a um minimo pelo

menos local, executa-se um célculo posterior das frequéncia de vibragdo nucleares
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(definidoras da funcdo de onda de vibragdo nuclear) de modo a verificar a auséncia de

valores negativos correspondentes a frequéncias imaginarias.

3.1.4. As bases para as funcionais.

Como foi referido em 3.1. para executar os célculos HF ha que definir as fungdes de
onda do sistema com base numa selecdo prévia de fungbGes ou funcionais com o
objectivo de ser aplicada numa solucdo de triagem. No programa de célculo que foi
utilizado para executar este trabalho essas funcdes sdo do tipo gaussianas onde, a
densidade electronica em funcéo da distancia nuclear (r) é dada por uma exponencial:

R(r) = Ae ™" 3.8

Estas funcbes definem funcionais que descrevem orbitais atomicas. A base de
funcionais definidas para executar o célculo das geometrias de equilibrio e das
respectivas energias foi a 6-311G(d,p) que refere que cada orbital interna foi descrita

pela soma de 6 gaussianas sendo cada orbital de valéncia dividida entre parte externa e

interna, descrita por 3 e 1 gaussianas, respectivamente.

3.1.5. Teoria de DFT (Density Funtional Theory)
Na teoria de Hartree-Fock a energia, E(HF), é calculada pela seguinte expressao:
E(HF) =Eq +Vo, 3.9

E(HF) =Y {25—2(% —K”)}vnn 3.10
i=1 j=1
Onde V se refere a energia de repulsdo nuclear, E; a energia uni-electronica que engloba

a componente cinética e a potencial, J;; a energia de repulsdo de Coulomb classica entre
electroes e o termo K refere-se a energia de permuta resultante da natureza quantica

dos electrdes.
Na teoria de densidade funcional o determinante correspondente a permuta energética

K. , é substituido por uma funcional de permuta correlacional que inclui os termos para

ij !
a energia de permuta EX (funcional de permuta) e para a correlacdo electronica EC
(funcional de correlacéo electronica) originando EKS,

n

E(KS) =Y |26i- (3, - (EX +EC))|+V,, 3.11

i=1 j=1
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As funcionais utilizadas na teoria DFT s&o integrais de funcfes de densidade ou de
gradientes de densidade.

3.1.6. Superficies de energia

Para as estruturas optimizadas pode-se executar o calculo de superficies de energia
potencial que é a representagdo multidimensional da densidade electronica retirada da
densidade do SCF onde o potencial electronico (ESP) € mapeado nessa superficie.

As superficies mapeadas sdo as superficies onde uma propriedade é mapeada para uma
superficie criada por outra propriedade. Neste exemplo é mapeada o potencial
eletrostatico (ESP) sobre uma superficie de densidade electronica dada pela célculo de
SCF (Self Consisting Field). Numa superficie de densidade ESP-mapeada, a superficie
de densidade eletronica da a forma da superficie, enquanto o valor do potencial
electrostatico nesse ponto superficial (ESP) é dado por cores.

O potencial eletrostatico (ESP) corresponde a energia potencial teoricamente “sentida”
por uma “‘carga teste positiva” num determinado ponto no espaco. Se o ESP é negativo
entdo a regido é estavel ou favoravel a aproximacdo de uma carga teste positiva.
Inversamente, se 0 ESP é positivo em determinada regido é porque existe relativa
instabilidade da regido ao teste “positivo”. Assim, uma superficie de densidade mapeada
por ESP pode ser usada para mostrar as regifes de uma molécula que podem ser mais
favoraveis ao ataque nucleofilico ou eletrofilico, fazendo com que tais superficies sejam
Uteis para interpretacGes qualitativas da ligacdo farmaco-receptor. Outra maneira de
interpretar as superficies de densidade ESP mapeadas ¢ inferir que elas mostram, “onde"
¢ que a densidade electronica para a “molécula fronteira” (construida pelo valor de
distancia radial aos seus nucleos) é maior (ou menor) em relacdo ao nucleo.

3.2. Metodologia adoptada

Os célculos ab initio foram executados com o programa Gaussian 03 (2007) utilizando
o nivel de teoria B3LYP/6-311G++(d,p). B3LYP refere-se a combinacédo das funcionais
hibridas de permuta de Becke (Becke, 1997) com as funcionais de correlagdo de gradiente de

Lee & Yang (1998), 6-311G++(d,p) refere-se a um conjunto de bases de cisdo de valéncia

polarizadas.

Foram também calculadas as orbitais moleculares, assim como, as cargas atribuidas a cada
atomo por uma andlise de NPA (Natural Population Analysis Phase) das NBO (Natural Bond
Orbital Analysis) de acordo com Carpenter & Weinhold (1998). Para 0 mesmo nivel de teoria

foram feitos os célculos das frequéncias de vibragdo dos compostos de modo a se poder
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verificar que a estrutura convergiu para um minimo pelo critério de obtencdo de zero

frequéncias imaginarias.

O programa GaussView 3.0 (2007), foi utilizado para a visualizagdo grafica dos resultados e
para executar as imagens apresentadas para a optimizacdo geométrica, as superficies de
potencial e a distribuicdo de cargas.
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IV.RESULTADOS E DISCUSSAO
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4.Consideragdes Gerais

Neste trabalho foram estudadas as seguintes fluorquinolonas: ciprofloxacina,
moxifloxacina, sparfloxacina e pefloxacina. Uma vez que um dos objectivos é avaliar os
efeitos electronicos e estruturais do posicionamento do atomo de flior no anel da
quinolona, foram também estudadas os derivados das substancias referidas que resultam
de alteragBes do substituinte fldorado por hidrogénio. Esta abordagem permite,
estabelecer as diferencas entre os pares de compostos e inferir de algumas conclusoes

por comparacéo.

A discussao apresentada neste trabalho divide-se nos aspectos estruturais e electronicos.
Relativamente aos primeiros, realizar-se-a uma analise das estruturas resultante de
optimizacdo geometrica focando-se, fundamentalmente, em aspectos conformacionais,
dando-se especial relevancia a discussao relativa as diferencas de conformacgédo devida a
introducdo de diferentes substituintes nas diversas posi¢cdes do anel da quinolona. A
conformacdo da molécula assume especial relevancia na ligacdo ao receptor pois 0s
volumes alocados para os ligandos devem ser proximos dos complementares aos
volumes existentes nos locais activos. Ha ainda a referir para o caso da sparfloxacina,
que se procedeu a analise conformacional de duas conformacGes cuja diferenca reside

na posicao do &tomo de hidrogénio do grupo carboxilico em Cs,

Relativamente aos aspectos electrénicos, os resultados obtidos relativos as distribuicdes
das carga nas moléculas e as superficies de potencial isoelectronico, permitem fazer uma
andlise da assimetria de distribuicdo de densidade electrénica e portanto inferir sobre a
complementariedade de carga a nivel do ligando-receptor (local activo). A comparagao
das distribuicOes de carga dos compostos flurados com os ndo flurados na posi¢do Cg do
anel de quinolona permitira verificar a importancia inversdo da polaridade do carbono 6
na ligagdo a enzima, pois de acordo com o modelo para 0 mecanismo de acgdo destes
farmacos e as suas relagfes estrutura-actividade, esta posicdo insere-se no dominio de
interacdo com a enzima, nomeadamente com a topoisomerase Il que veicula para uma

accdo mais especifica contra bactérias Gram-negativas.

Este espaco sera usado para fazer uma apresentagdo e uma discussdo dos resultados
obtidos. Na figura 7 estdo as estrutura quimicas das moléculas estudadas. A
interpretacdo dos resultados comecam pela analise comparativa dos aspectos

conformacionais das moléculas e apresentam-se os valores de energias minimas para
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cada molécula, os respectivos momentos dipolares obtidos, através das optimizacoes
geométricas efectuadas. Faz-se uma comparacdo entre as principais diferencas

conformacionais nas moléculas estudadas.

Por fim faz-se uma andlise das superficies de densidade electrénicas que foram
mapeadas tendo em conta o seu potencial electrostatico para determinada distancia

nuclear.

35



Efeito do substituinte “-F” nas propriedades electronicas e estruturais de fluoroquinolonas

4.1. Optimizacdo Geométrica

L
\6/5\ ~
I
SN N

N— W

COOH

Figura 8 Farmacoforo das fluroguinolonas

Composto N1 C5 C6 C7 C8
Moxafloxacina -
(F)
Moxafloxacina -
(H)
Ciprofloxacina / \

H F N NH —H
(F) \ /
Ciprofloxacina / \

H H N NH —H
(H) N\ /

H5C,
Sparfloxacina ——NH, . N> \N—CH3 e
(F) >J
H3C

Sparfloxacina - N: N——CH,

NH H —F
(H)
Pefloxacina ——CH,Cl / \

H F N NH —H
(F) \ /
Pefloxacina —CH,Ct 7 \

H H N NH —H
(H) \ /

Figura 9 — Representacdo esquematica das fluoroquinolonas usadas neste estudo
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As quinolonas estudadas, cujo farmacoforo se apresente na figura 8, podem apresentar-
se com duas conformacdes diferentes no que concerne ao grupo carboxilico de Cg, como

esquematiza a Figura 10.

Na conformacdo A da Figura 10 o atomo de hidrogénio do grupo carboxilico encontra-
se posicionado de modo a permitir o estabelecimento de uma ligacdo de hidrogénio com
0 grupo ceto da posicdo 4 do anel da quinolona, enquanto na conformacdo B isto ndo

acontece.
0 0
H
o o
1 OH
0 ———
| N
N
Configuragio A Configuragio B
‘e’ 9 % ‘9 o
4 9 4 4
‘9%0%0 % I15%9%0 %
4 ‘ —_—
590 % ) Vo%9? e
@ 3
3 ? _}, J J‘f' 4 J
J I
-f'? S J% JJJ
I ’
4
Configuragdo A Configuragdo B

Figura 10 — Conformacdes que podem ser assumidas pelo grupo carboxilico na

fluoroguinolona.

Como o objectivo de verificar qual das conformacGes devera ser alvo das otimizagdes
geométricas das outras moléculas, executou-se um estudo prévio, utilizando a
sparfloxacina, para verificar qual das conformacfes seria a mais provavel para as

formulacGes antimicrobianas comercializadas. Para atingir o desidrato estudaram-se as
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optimizacbes geométricas das duas conformacGes da sparfloxacina (Salvador, 2012).
Verificou-se que a energia minima de convergéncia para as duas conformagbes foi
diferente: -1421,31162373 para a sparfloxacina da conformacdo A (com interacdo de H
interna) e -1381,98609196 para a sparfloxacina de conformacdo B. Assim conclui-se
que a sparfloxacina conformacdo A é mais estavel em estado gasoso e de acordo com o
método de calculo utilizado, como seria de prever uma vez que a ligacdo de hidrogénio
interna estabiliza a ligacdo. Nao obstante, e de acordo com os dados fornecidos pela
literatura (Bakken, 2004) para as relagbes estrutura-actividade, este grupo,
conjuntamente com o grupo ceto é essencial para estabelecer ligagdo as bases do DNA,
de modo a promover a formagdo do complexo enzima-farmaco-DNA, essencial para a
activade inibitdria da enzima, quer por ligacdo de hidrogénio, quer por complexacao.
Parece pois que seja importante a disponibilidade dos pares electronicos do atomo de
oxigénio ceto e carboxilico na ligacdo ao receptor. Além disso, alguns destes compostos
sdo veiculados para o organismo sobre a forma de cloridrato, dai que o grupo
carboxilico se encontra desprotonado. Assim sendo, subsiste a davida relativamente a
melhor conformacédo para ser utilizada nas otimizacdes geométricas. Neste sentido, e
com vista a verificar qual das conformacges seria a mais propicia para ser utilizada nas
otimizagOes posteriores, executou-se um estudo com nas frequéncias de vibracdo destas

moléculas.

38



Efeito do substituinte “-F” nas propriedades electronicas e estruturais de fluoroguinolonas
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Figura 11.1 — Geometria molecular da moxafloxacina (em cima a esquerda), da
ciprofloxacina (em baixo, a esquerda) Estas geometrias foram obtidos por optimizacéo
para uma energia minima com o nivel de teoriaB3LYP/6-311G++(d,p). As estruturas a
direita sdo as correspondentes com diferenca em Cg, que possuem um hidrogenio em vez

do fldor.
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Figura 11.2 — Geometrias moleculares da sparfloxacina(em cima a esquerda). e da

pefloxacina(em baixo a esquerda.) Esta geometria foi obtida por optimizag&o para uma energia

minima com o nivel de teoriaB3LYP/6-311G++(d,p). A estrutura a direita é a correspondente

com diferenga em Cg que possui um hidrogénio em vez do fluor.

Composto E'/Harttres g:gg}g?}g
Moxifloxacina(F) -1380,02118006 12,2363
Moxifloxacina(H) -1280,76094221 12,6465

Ciprofloxacina(F) -1148,72403868 11,9136
Ciprofloxacina(H) -1049,45276271 12,7677
Sparfloxacina(F) -1421,31162373 10,1706
Sparfloxacina(H) -1322,05126820 11,2278
Pefloxacina(F) -1149,96608904 11,8573
Pefloxacina(H) -1050,70214262 12,5629

Tabela 5 — Energias e momento dipolar para os compostos em estudo
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4.1.1. Anélise das frequéncias vibracionais

As caracteristicas estruturais de uma molécula, como a presenca de grupos hidroxilo e
carbonilo, entre outros, produzem absor¢des caracteristicas e reprodutiveis no espectro
de infravermelho. Estas absorcfes sdo de tal forma caracteristicas e reprodutiveis que,
cada molécula possui um espectro diferente e caracteristico que funciona como uma

impressao digital.

As frequéncias de vibracdo teoricas foram obtidas por posterior calculas das mesmas
tendo como base a conformacdo geométrica de convergéncia e utilizando o mesmo

modelo quimico e as mesmas bases funcionais.

Pelos resultados obtidos, foram tracados os espectros vibracionais tedricos para todas as

quinolonas estudadas.

Esses espectros apresenta-se em anexo com excepc¢do dos obtidos para a sparfloxacina

que estdo apresentados nas Figuras 12 e 13.

A espectroscopia de IR-NiR permite identificar as frequéncias vibracioanis
correspondentes aos grupos funcionais, dentro de diferentes ambientes quimicos com
base nas intensidades das bandas e na sua forma. Os grupos funcionais que originam
picos de forte intensidade nas quinolonas estudadas séo; o carbonilo em C3 e Cy4, 0
grupo hidroxilo em C3 (com bandas relativas a O-H e C-O e a banda correspondente ao

estiramento C=C do substituinte em Nj).

Cada ligacdo possui uma banda especifica de absor¢do. Para a vibracdo da ligacdo —OH
do Cs observou-se em todas as moléculas uma banda situada entre 3150 e 3300 cm™, de

estiramento, com intensidade muito forte.

Para vibracdo da ligacdo C-O do Cj, verificou-se, em todas as moléculas, uma banda de

absorc#o por volta dos 1200 e 1250 cm™, de estiramento e de intensidade forte.

Por ultimo, em C3 a vibragdo da ligagdo C=0, visualizou-se em todas as moléculas com

uma banda de absorcao de estiramento em torno dos 1800 cm™, de intensidade forte.

Na vibracdo da ligagdo C=0 do C, verificou-se em todas as moléculas uma banda de
absorcéo em torno do 1600 cm™, correspondente a uma vibraccio de estiramento e de
intensidade forte. A Tabela 6 mostra as energias das bandas de elevada intensidade
correspondentes a estes grupos funcionais e o tipo de vibracdo. A Tabela 7 possui 0s

valores identificados para os espectros vibracionais obtidos por B3LYP/6311++G(d,p)
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para 0s mesmos grupos funcionais nos compostos optimizados para as sparfloxacina
com configuracdo A e configuracdo B, que permitem verificar que a existéncia de uma
interacdo de hidrogénio entre o grupo hidroxilo(dador) e o carbonilo(aceitador) altera as
bandas correspondentes ao espectro de vibracdo na zona de vibragdo de O-H e C=0 de

C4, conforme o previsto teoricamente.

Dados de literatura relativos ao tracado de FT-IR da sparfloxacina utilizada para fins
terapéuticos apontam que a conformacéo existente é a B, uma vez que a analise (El-
Gawad et al., 2013) dos picos cara cristicos desta espécie e 0s obtidos para o espectro
tedrico da sparfloxacina B sdo correlaciondveis apds as devidas correcBes para a
ordenada na origem. No entanto a configuracdo utilizada para fazer a otimizacéo
geométrica das restante quinolonas foi a A, com interacdo de hidrogénio entre o grupo

ceto e grupo —OH do &cido carboxilico.

No entanto, ha que referir que as quinolonas utilizadas nas formulagdes estdo sob a
forma de cloridrato pelo que o grupo carboxilico encontra-se desprotonado.

Composto o
C=0,C;3 O-H,C; C-0O,Cz Nj-substituinte C=0, C,4

Moxafloxacina(F) 1792 3223 1249 1337 1602
Moxafloxacina(H) 1791 3204 1212 1389 1600
Ciprofloxacina(F) 1792 3222 1224 1400 1608
Ciprofloxacina(H) 1790 3187 1233 1391 1602
Sparfloxacina(F) 1792 3248 1203 1203 1595
Sparfloxacina(H) 1791 3229 1234 1234 1594
Pefloxacina(F) 1792 3221 1226 1609
Pefloxacina(H) 1791 3195 1217 1605
Tipo de vibracdo  Estira- Estira- Estira-  Estiramento Estiramento

mento mento mento

Tabela 6 — Tipo de vibracdo e intensidade para diferentes ligagdes nas fluoroguinolonas

estudadas.
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Figura 12 — Espectro de infra-vermelhos da sparfloxacina com a conformacéo B.
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Figura 13 — Espectro de infra-vermelhos da sparfloxacina com a conformacéo A.
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C=0,C; C-0,C3 O-H,C3

Sparfloxacina
) 1792 1203 3248
Configuragdo A

Sparfloxacina
] 1806 985 3778
Configuracdo B

Tabela 7 — Intensidade das ligagdes estudadas nas duas conformacdes da sparfloxacina.

4.1.2 Andlise conformacional

Na Tabela 5, encontram-se os valor das energias minimas para cada molécula que
representam a estabilidade de cada uma. N&do é possivel para fazer uma comparacao

directa entre moléculas, pois a sua composi¢cdo atomica varia em cada molécula.

Procedeu-se a esta analise para verificar a existéncia de frequéncias imaginarias, em que
constatamos que ndo houve, portanto podemos afirmar que as optimizacdes foram

realizadas de forma a obtermos um valor de energia minima absoluto e néo relativo.

A Tabela 8 possui os valores de alguns angulos de torcéo entre ligacdes relevantes para
a andlise conformacional e que estdo identificadas visualmente no esquema que precede
a tabela. O angulo 61 refere-se a C-C de Ni, o angulo 6, a F/H-Cs e 0 angulo 03 a
R(subs)-C;. Pela andlise dos valores obtidos para 0; verifica-se que a presenca de
substituintes em Cg (grupo metoxi para a moxifloxacina e flGor para a sparafloxacina)
aumenta significativamente a torcdo em torno da ligagdo Cg-Cg’-N3-N’ devido a
imposicdo estereoquimica destes grupos com a proximidade do substituinte ao
N;(ciclopropil). Este aumento observa-se tanto para as quinolonas 6-F substituidas

como para as quinolonas sem substituinte na posigéo 6.

A anélise do angulo de torgéo 0, N’-C;-Cs-F/H permite verificar que a presenga do
atomo de flior ndo impde uma torcdo significativa em relagdo ao -H, pelo que a
presenca —F ndo modifica a conformacéo da molécula de forma significativa,. O mesmo
ndo se verifica para o angulo 63 que mostra que as fluoroquinolonas séo bastantes mais
distorcidas nesta parte da molécula (Ce-C;-N7-C72) relativamente as  suas

correspondentes quinolonas ndo substituidas em Ce.
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O substituinte ligado ao C; para o caso da moxafloxacina (ciclopropil), encontra-se para
tras em relacdo ao plano do anel central das quinolonas, como se verifica na figura 11.
A razdo para este fecho pode estar relacionada com a repulsdo electronica que o grupo
metoxi pode fazer ao substituinte ciclopropil em Nj. Outro factor é o tamanho do
substituinte Cg” que podera provocar impedimento estérico ao substituinte ciclopropil,
movendo-o para tras em relagdo ao plano, podendo esta alteracdo ser importante na
ligacdo ao receptor. O angulo de torcdo em C; em relacdo ao plano é de 19,36 graus

para tras em relacao ao plano.

Na pefloxacina o substituinte em N; € um grupo étilo enquanto que as restantes
possuem um substituinte ciclopropil. Verificou-se pela analise conformacional que o
grupo étilo se encontra posicionado no sentido oposto ao ciclopropil tomando como

referéncia o plano do anel central da quinolona, Figura 14.
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ﬁ 03‘
HY/F \ 5 4 Cy'
U - IT "
7 2
I
Cy’ C‘I
R1/

Composto 61 Posigdo de R;em 92 93 Posigdo de Rgem relagdo
relagéo ao anel ao anel das quinolonas
das quinolonas

Moxifloxacina (F) 19.36 Atras -1.45  -19.42 Frente

Moxifloxacina (H) 19.12 Atras -0.29 -3.67 Frente

Ciprofloxacina(F) ~ -1.39 Atrés -0.81  -55.62

Ciprofloxacina(H)  -1.68 Atrés -1.69 -15.15

Sparfloxacina(F) 14.19 Atras -490 -32.30

Sparfloxacina(H) 15.15 Atras -4.19  -14.59 -—-

Pefloxacina(F) -3.18 Frente 0.59 55.59

Pefloxacina(H) -2.81 Frente -0.09 43.24

Tabela 8 — Valores para os angulos de tor¢do das quinolonas estudadas. O angulo 6
refere-se & uma distor¢do em Ng; 0, refere-se a distor¢do em torno da ligacdo Ce-C; do

anel da quinolona devido aos substituintes presentes nesses dtomos e 03 refere-se a
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distor¢do do substituinte em C; relativamente ao anel da quinolona, como mostra a

figura abaixo.

Figura 14 — Estrutura molécular da moxafloxacina, sparfloxacina e da pefloxacina,
mostrando a conformacdo quando as moléculas se encontram com o anel da quinolona
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perpendicular ao plano da folha, de modo a evidenciar a posigéo relativa dos
substituintes em N; e Cs.

4.2 Aspectos electronicos

Além dos aspectos conformacionais das moléculas em estudo, as cargas de cada atomo
e a polaridade existentes nas diversas zonas da molécula, sdo essenciais na interacdo do
farmaco com o receptor, sendo importante também analisar os momentos dipolar de
cada molécula. A distribuicdo relativa das cargas e as superficies de potencial
isoelectrénico os valores dos momentos dipolares encontram-se na Tabela 5 e a

distribuicdo das cargas numa selecdo de atomos na Tabela 9.
4.2.1. Momento Dipolar

Em todas as moléculas, a substituicdo do atomo de fltor por um atomo de hidrogénio no
carbono 6, provoca uma diminuicdo no momento dipolar da molécula, sendo este efeito

menos amplo na moxifloxacina.
4.2.2. Distribuicdo de cargas NPA( Natural Population Analysis)

Através da andlise das cargas associadas a cada atomo, é possivel apontar potenciais
locais ligacdo a zonas hidrofilas ou lipdfilas do receptor ou reconhecer os sitios que
serdo mais provaveis em promover polaridade em certas regides do receptor. Estes
valores foram obtidos tendo em conta o facto de as optimizacfes moleculares terem sido
feitas com base num modelo tedrico de distribuicdo no estado gasoso, logo ha que ter
este factor em conta na andlise dos valores em termos absolutos. No entanto, como 0s
erros que possam estar associados sdo sistematicos e horizontais, € perfeitamente

legitimo proceder a uma analise relativa dos resultados.

Os valores da Tabela 9 sdo relativos as cargas para 0s atomos de cada uma das

moléculas analisadas, com fllor e com a substituicdo com hidrogenio na posi¢éo Cs.

De uma maneira geral, em todos as moléculas a substituicdo na posi¢cdo Cg de um atomo
de fldor por um de 4tomo de hidrogénio, provoca uma inversdo na carga do carbono na
posi¢do C6, tornando-0 mais positivo. Esta alteracdo vai também influenciar a carga de
alguns carbonos contiguos. Em todas as moléculas os carbonos C, a Cg sofreram

influéncia na sua carga, sendo que a ciprofloxacina também sofreu uma alteracao
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diferente das restantes, que foi desde C,; a Cg-. Nos outros carbonos também houve

influéncia mas a sua magnitude foi muito reduzida ou inexistente.

Em termos biologicos, como é sabido a interacdo farmaco-receptor, é uma relacdo
dindmica, com variadissimos factores que a influenciam, sendo que a distribuicdo de
cargas vai afectar esta relacdo. De uma forma geral, o fldor vai influenciar a distribuigdo
electrénica na molécula de C4 a Cg. Esta zona da flGorquinolona, que supostamente
(Emami et al, 2005) sera o dominio para interacdo da enzima é importante também no
“stacking” entre quinolonas. Estes resultados apontam para que esta alteracdo va
provocar uma dindmica muito mais favordvel a ligacdo farmaco-receptor, resultando
moléculas mais bioactivas, nomeadamente no referente a formacdo do complexo
enzima-farmaco-DNA para o caso de inibicao de acticidade das topoisomerases Il, que

parecem ser mais importantes para a sua actividade contra bactérias Gram-negativas.

4.2.3.Superficies de isopotencial electronico

Este parametro também influencia a ligacdo farmaco-receptor. Para esta ligacdo
acontecer, a maneira como a molécula se aproxima do receptor é importante pois
desencadeia um processo dindmico, que vai estar relacionado com uma redistribuicdo da
carga a sua superficie, consequentemente vai haver diferentes interacdes para diferentes
distribuicbes de cargas electronicas moleculares, para a mesma distancia (raio) ao
nacleo dos atomos. Este fendmeno acontece na aproximacao do farmaco ao receptor,
um grupo de moléculas criam “espago” para haver ligagdo, o que provoca um re-arranjo
dessa zona para permitir a concretizagdo de ligacGes intermolecular electroestaticas,

hidrofobicas ou hidrofilicas (dependendo da natureza da molécula).

Para obtermos uma melhor ideia de como isto se processa devemos fazer uma andlise da
distribuicio de carga superficial da molécula, para a mesma distancia ao nucleo dos
atomos que a constituem, ou seja, 0 seu potencial electroestatico (ESP) sobre a
superficie de densidade electronica (SCF). Através das superficies de densidade ESP, é
possivel visualizar a forma da superficie de densidade electronica, enquanto que o valor
do potencial electroestatico num determinado ponto superficial (ESP) é dado por cores.
Se 0 ESP num determinado ponto for negativo, significa que essa regido é estavel e

favoravel a aproximacdo de uma carga oposta, enquanto que se nesse ponto for positivo,
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é relativamente instvel. A partir destes dados é possivel analisar qualitivamente as
ligagGes farmaco-receptor. Conseguimos também visualizar as distancias(raio) de cada
molécula ao seu nucleo. As figuras 15.1 e 15.2 mostram as superficies de potencial

isoelectronico mapeados com o potencial electrotatico das moléculas.

As zonas mais negativas como a do grupo do &cido carboxilico e do grupo —oxo de Cq4
séo regibes de grande importancia na ligacdo ao receptor, nomeadamente as bases de
DNA. Como foi referido anteriormente estas regifes sdo estaveis e favoraveis a
aproximacdo do receptor. O posicionamento da ligacgdo —OH do grupo carboxilico
também apresenta uma dualidade de conformacdo isoelectronica dependente da sua
conformacao estrutural, isto é, caso a ligagdo —OH, nomeadamente o hidrogénio estiver
em direcdo do grupo —oxo do carbono 4, vai permitir o estabelecimento de ligacédo
intramoleculares de hidrogénio formando um pseudociclo, como é possivel verificar nas
imagens. Quando a ligacdo —OH, mais precisamente o hidrogénio ndo estd na direc¢do
do grupo —oxo de C4, este pseudociclo ndo é formado. Como o meio de actuacdo destas
moléculas € o fisiologico, a formacdo destas interaces intramoleculares de hidrogénio
sdo provaveis quando o seu posicionamento esta na direccao correcta, podendo este tipo
de moléculas ser mais activo do que a mesma molécula mas como uma conformagéo em

termos da direc¢do da ligacdo —OH diferente.

A regido do farmaco entre Cs a C; € uma zona de dominio da enzima a qual o farmaco
se liga, sendo que esta ligacdo também é essencial para actividade, pois este complexo
ternario formado por [Enzima-Farmaco-DNA] é que permite a actividade antimicrobial
reconhecida nas fluoroquinolonas. Portanto podemos concluir que estas zonas mais
electronegativas da molécula sdo cruciais para a ligacdo ao receptor e para a sua

actividade.

50



Efeito do substituinte “-F” nas propriedades electronicas e estruturais de fluoroquinolonas

Figura 15.1 — Potencial electrostatico representado em superficies de densidade
electrénica para as moléculas em estudo. As regides com azul e verde sdo carregadas
positivamente e as regides com maior densidade electronica sdo de cor vermelha e
amarela. As superficies foram todas mapeadas com ESP e a densidade electronica tirada
da densidade SCF, com um isovalor de 0,04. Esta representada a ciprofloxacina de F

(em cima a esquerda), a moxifloxacina de F (no meio a esquerda) e a sparfloxacina de F
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(em baixo a esquerda). As estruturas da direitas correspondem as mesmas da esquerda

mas com H em Cg,

Figura 15.2 — Potencial electrostatico representado em superficies de densidade
electronica para as moléculas em estudo. As regides com azul e verde sdo carregadas
positivamente e as regides com maior densidade electronica sdo de cor vermelha e
amarela. As superficies foram todas mapeadas com ESP e a densidade electronica tirada
da densidade SCF, com um isovalor de 0,04. Na Figura esta representada a pefloxacina

de F (a esquerda) e de F (a direita).
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Tabela 9

Efeito do substituinte “ —F” nas propriedades electronicas e estruturais de Fluorquinolonas.

Composto N1 c2 C3 c4 c4’ C5 C6 c7 c8 Cs’

Ciprofloxacina (F) ~ -0.405  0.145 -0.311 0483  -0.059 -0209 0.376 0160 -0.256 0.165
Ciprofixoacina (H) ~ -0.409  0.145 -0.30 0511  -0201 -0.099 -0.266 0.266 -0.288  0.217
Moxiflocacina (F) ~ -0.407  0.149 -0.308 0508  0.171 -0.189 0.374 0.085 0404  0.121
Moxifloxacina (H) ~ -0.411  0.150 -0.298 0.491  -0.180 -0.122 :0.257 0141 0.388  0.132
Sparfloxacina (F) -0408 0152 -0.305 0.505 -0.224 0202 0311 0085 0450  0.143
Sparfloxacina (H) -0412 0152 -0.304 0505 -0.239 0269 -0.0327 0.145 0437  0.154
Pefloxacina (F) -0.404 0143 -0.303 0506 -0.170 -0.189 0.333 0260 -0.184  0.159
Pefloxacina (H) -0.407 0143 -0.304 0503 -0.167 0110 -0.244 0231 -0319 0.238

Distribuicdlo de cargas para as fluoroquinolonas em estudo, calculadas pela

tedria B3LYP/6-311++G(d,p)
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ANEXOS

A.l- Tabelas para a moxafloxacina F e H substituidas com dados acerca das suas

vibrac6es

Moxafloxacina(F) Frequéncia Tipo de ligagéo Intensidade
C=0, C3 1792,34 Estiramento Forte

O-H, C3 3223,47 Estiramento Forte

C-0, C; 1249,1 Estiramento Forte
N;-substituinte(C=C) 1337,9 Estiramento Forte

C=0, C4 1602,71 Estiramento Forte
Moxafloxacina(H) Frequéncia Tipo de ligacdo Intensidade
C=0, C3 1791,41 Estiramento Forte

O-H, C3 3204,01 Estiramento Forte

C-0, Cs 1212,85 Estiramento Forte
N;-substituinte(C=C) 1389,75 Estiramento Forte

C=0, C4 1602,2 Estiramento Forte
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1000

800+

e [izacio O-H do C:

Intensity
m
=
=
|

i .- Lizagio C=0.do C:

400+ Ligagio do
ciclopropil ao Ni

300 f
* Ligagdo de C=0, do
Cs

Ligagdo C-0, do

b vl

-500 0 500 1000 1500 2000 2600 3000 3600 4001
% Frequency

900

800

700+

- Lizagio O-H, do G

500

L

=

=
|

- Lizagio C=0, C:

INTENSITY
1

I

=

=
|

300+

Ligacdo do *

ciclopropil a M1

200
Lizagio C-0. do C:

tha;ﬁo do C=0. do C+
ANl 1 M |

500 1] 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000
Freauencv

100

0

A.2 — Espectros de infra-vermelho para a moxafloxacina F(em cima) e H(em baixo)
substituidas.
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A.3 - Tabelas para a ciprofloxacina F e H substituidas com dados acerca das suas

vibracGes

Ciprofloxacina(F) Frequéncia Tipo de ligacdo Intensidade
C=0, C; 1792,03 Estiramento Forte

O-H, C3 3222,33 Estiramento Forte

C-0, C; 1224,87 Estiramento Forte
N;-substituinte(C=C)  1400,4 Estiramento Forte

C=0, C,4 1608,41 Estiramento Forte
Ciprofloxacina(H) Frequéncia Tipo de ligacdo Intensidade
C=0, C3 1790,15 Estiramento Forte

O-H, C3 3187,55 Estiramento Forte

C-0, C; 1233,91 Estiramento Forte
N;-substituinte(C=C)  1391,78 Estiramento Forte

C=0, C, 1602,2 Estiramento Forte
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A.4 — Espectro infra-vermelho para a ciprofloxacina F (em cima) e H (em baixo)

substituidas.
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A.5- Tabelas para a sparfloxacina F e H substituidas com dados acerca das suas

vibracGes

Sparfloxacina(F) Frequéncia Tipo de ligacdo Intensidade
C=0, C3 1792,61 Estiramento Forte

O-H, C; 3248,92 Estiramento Forte

C-0, C; 1203,02 Estiramento Forte
N;-substituinte(C=C)  1203,02 Estiramento Forte
C=0, C4 1595,04 Estiramento Forte
Sparfloxacina(H) Frequéncia Tipo de ligacdo Intensidade
C=0, C3 1791,28 Estiramento Forte

O-H, C3 3229,49 Estiramento Forte

C-0, Cs 1234,69 Estiramento Forte
N;-substituinte(C=C) 1234,69 Estiramento Forte

C=0, C4 1594,33 Estiramento Forte
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A.6- Tabelas para a pefloxacina F e H substituidas com dados acerca das suas vibracoes

Pefloxacina(F) Frequéncia Tipo de ligacdo Intensidade
C=0, C3 1792,39 Estiramento Forte
O-H, C;3 3221,15 Estiramento Forte
C-0, C; 1226,98 Estiramento Forte
N;-substituinte(C=C) 938,804 Estiramento Forte
C=0, C,4 1609,47 Estiramento Forte
Pefloxacina(H) Frequéncia  Tipo de ligacdo Intensidade
C=0, C; 1791,16 Estiramento Forte

O-H, C3 3195,113 Estiramento Forte

C-0, C; 1217,96 Estiramento Forte
N;-substituinte(C=C) 961,056 Estiramento Forte

C=0, C, 1605,58 Estiramento Forte
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A.7- Espectro infra-vermelho da pefloxacina F (em cima) e H (em baixo) substituidas.
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