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A NOVEL HYBRID COMPLEX FORMED FROM THE PIPLARTINE AND VANADIL ION: SYNTHESIS,
CHARACTERIZATION AND BIOLOGICAL ACTIVITY STUDY. The synthesis, characterization and antimicrobial activity of
novel vanadium (IV) complex derived of amide natural piplartine is reported. The minimum inhibitory concentrations (MIC) of

complex, piplartine and vanadyl sulphate used in the synthesis were determined against six bacteria and one fungus. The complex
exhibited good activity with minimal inhibitory concentration values ranging from 156.2 to 625 ug mL"!, it was observed the lowest
value for the Escherichia coli bacteria with MIC 156.2 pg mL! and Microsporum gypseum fungus with MIC 312.5 ug/mL. In overall,
the complex showed better antimicrobial activity than the piplartine. Additionally, the V-PIP complex was completely soluble in water,
on the contrary of the piplartine free; which means that the proposal complex consists in a potential candidate to drug.

Keywords: hybrid complex; vanadyl ion; piplartine; antimicrobial.

INTRODUCAO

Ha um crescente interesse em estudos direcionados as alternativas
para a sintese de novos complexos bioativos. Uma estratégia interes-
sante e eficaz € fazer uso de ligantes (moléculas organicas) oriundos
de produtos naturais, semi-sintéticos ou sintéticos, que apresentem
atividade bioldgica comprovada.'* O objetivo do uso de ligantes que
japossuem atividade biolégica € produzir um complexo que apresente
efeito aditivo ou sinérgico, fazendo com que o candidato a fairmaco
apresente todas as potencialidades do ligante aliado ao fon metdlico,
que também apresente atividade. Os complexos que apresentam
ligantes bioativos sdo denominados hibridos.

Complexos hibridos, por apresentar duas parcelas funcionais bio-
ativas, vém sendo desenvolvidos na perspectiva de contornar fatores
de resisténcia, principalmente aos fatores de resisténcia as multiplas
drogas (do inglés, multi-drug resistance — MDR); superar toxicidade
sistémica ou para melhorar a relacdo agdo versus eliminacdo, através
do controle cinético e termodindmico das reacdes envolvidas nos
processos de substitui¢cdo nucleofilica em complexos.*® Além disso,
os hibridos precisam apresentar vantagens quando comparados ao
ligante livre isoladamente, por isso a escolha do ligante deve ser feita
levando em consideracdo alguns critérios, como baixa toxicidade e
efeitos colaterais brandos. Baseado nisso, o uso de produtos naturais
tem sido uma alternativa promissora na busca de novos complexos
hibridos.

A piplartina, 5,6-di-hidro-1-[1-0x0-3-(3,4,5-trimetoxifenil)-2-
propenil]-2(1H)-piridinona (Figura 1), é uma amida de ocorréncia
natural isolada principalmente de espécies de plantas da familia
Piperaceae, sendo as espécies de Piper longum, P. tuberculatum, P.
arborescens, P. chaba, P. Sylvaticum, P. cenocladum P. alatabaccum
e P. puberulum consideradas fontes naturais de piplartina.” Esta amida
tem sido amplamente investigada devido as suas diversas e potentes
atividades bioldgicas como as atividades antitumoral, ansiolitica,
leishmanicida, antifingica, antiagregante plaquetdrio, tripanocida
e antinocepitiva,”® sendo um relevante modelo de molécula como
protétipo para planejamento e desenvolvimento de novos farmacos.

*e-mail: clecio.ufrpe @gmail.com
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Figura 1. Estrutura quimica da piplartina

A piplartina em testes in vivo apresentou efeito ansiolitico na dose
de 50 mg/kg em camundongos, um potente efeito leishmanicida na
dose de 30 mg/kg e atividade antitumoral em animais com sarcoma
180 nas doses de 50 e 100 mg/kg/dia.”!' Em testes antifingicos de
bioautografia, a piplartina inibiu o crescimento do fungo fitopato-
génico Cladosporium cladosporioides na concentra¢do de 0,5 g/
uL."? A piplartina exibiu atividade antibacteriana frente as bactérias
patogénicas Klebsiella pneumonia, Pseudomonas aeruginosa e
Staphylococcus aureus em testes usando o método de difusdo em
disco com raios de inibigdo 24, 20 e 16 mm, respectivamente.'?

Derivados sintéticos da piplartina tém sido alvo de estudo
para obtencdo de compostos ativos com atividades antitumoral,
antimicrobiana, inibidor da atividade da enzima aldose redutase e
anti-inflamatdria.'*!¢ Estudo prévio da relacéo estrutura-atividade
da piplartina mostrou que derivados contendo o halogénio cloro no
carbono o-carbonilico do anel piperidinico aumentam a citoxicidade
da piplartina, inibindo o crescimento tumoral in vivo para o cancer
de pulmio em 48,5% na dose de 2 mg/kg.!” Estudos quimicos e
biolégicos com a piplartina relatados previamente ndo tém sido
direcionados para obtencdo de complexos metalicos, sendo que
muitos destes sistemas hibridos apresentam potentes atividades
bioldgicas.'®

O uso farmacolégico de complexos de vanddio (IV e V) tem
sido amplamente relatado na literatura,'*?' isto devido aos efeitos
insulino-miméticos e anti-diabéticos, in vitro ou in vivo, potenciais
agentes antitumorais, anti-inflamatdrios, antiparasitas, antivirais,
antibacterianos e fungicidas. Considerando o potencial biolégico
da piplartina e dos complexos de vanddio (IV), o presente estudo
foi direcionado para sintese e caracterizacdo de um complexo de
6xido-vanddio tendo como ligante a piplartina, e a avaliagio de seu
potencial antimicrobiano.
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PARTE EXPERIMENTAL
Reagentes e solventes

Os reagentes usados foram obtidos comercialmente com pureza
P.A.: Acetato de etila (Dindmica®), éter dietilico (Anidrol®), metanol
(Isofar®), etanol (Dindmica®), hexano (Fmaia®), cloroférmio deute-
rado (Sigma) e Sulfato de vanadila (VOSO,. 5H,0) (99%) Aldrich®.

Equipamentos

As curvas de TG da piplartina e do respectivo complexo de va-
nadila (TGA) foram obtidas através de um equipamento TGA 50/50
da Shimadzu com cadinho de platina, usando como gés de arraste o
nitrogénio (50 mL min™"), com razdo de aquecimento de 10° C/min e
uma faixa de temperatura de 30 a 800 °C. Os espectros de infraverme-
lho foram obtidos em um espectrofotometro modelo 640 — IR, com
faixa do espectro de 400 a 4000 cm!, com as amostras preparadas em
pastilhas de KBr. O ponto de fusdo foi obtido em um equipamento
PFM-II-Tecnopono. O espectro de massas do complexo foi obtido
em um espectrometro Waters Xevo-G2-XS-QTof em mddulo positivo
com ionizagdo por eletrosplay. O espectrofotdmetro de infravermelho
utilizado foi modelo 640 — IR da Varian. Os espectros de ressonancia
magnética nuclear (RMN) de 'H e "*C foram obtidos através de um
aparelho Varian Mercury — 300 e 75 MHz, respectivamente, usando
CDCI; como solvente. Os espectros de absor¢@o eletronica foram
obtidos fazendo uso de um espectrofotometro UV-Vis, modelo 8453
da Agilent®, com cubeta de quartzo de 1 cm e faixa espectral de 200
a 800 nm, usando como solvente CHCl,.

Extracao da piplartina

Asraizes de Piper tuberculatum foram coletadas na reserva de Dois
Irmdos na cidade de Recife — PE. O material vegetal foi autenticado
pela Dra. Angela Maria de Miranda Freitas, curadora do herbario Sérgio
Tavares — UFRPE, do Departamento de Ciéncia Florestal, local onde a
exsicata foi preparada e depositada sob o nimero: HST 18179. As raizes
foram secas em estufa a 50 °C por 48 h e posteriormente trituradas em
moinho de facas, resultando em 165 g do material, que foi submetido a
extragdo por maceracdo a frio por trés vezes com uma mistura de 300 mL
de éter dietilico: acetato de etila (2:1). Ap0s a filtrag@o o solvente foi
removido em evaporador rotatério a 40° C sob pressdo reduzida para
fornecer 2,8 g de extrato bruto seco com presenga de sélidos cristalinos.
O extrato foi lavado com metanol por 3 vezes para obter 0,8 g de um
s6lido branco que foi caracterizado por RMN de 'H e *C.

Sintese do complexo

O complexo de vanadio (IV) com a piplartina foi obtido a partir

Um novo complexo hibrido formado a partir de piplartina e o fon vanadila 999

da mistura de uma solugdo de piplartina (0,50 mmol, 48,6 g) em
10 mL de etanol com a solu¢do de sulfato de vanadila hidratado
(0,25 mmol, 12,12 g) em 20 mL de dgua destilada em agitagdo por
24 h (Esquema 1). A mistura reacional foi rotaevaporada e posterior-
mente liofilizada, obtendo um sélido esverdeado.

Atividade biologica

Culturas de microrganismos

O potencial antimicrobiano da piplartina e do composto
de coordenacdo foi avaliado frente as bactérias gram-positivas
Staphylococcus aureus (UFPEDA 02), Bacillus subtilis (UFPEDA
86), Enterococcus faecalis (UFPEDA 138) e as bactérias gram-
negativas: Escherichia coli (UFPEDA 224), Klebsiella pneumoniae
(UFPEDA 396), Pseudomonas aeruginosa (UFPEDA 416), bem
como para o fungo filamentoso Microsporum gypseum (UFPEDA
2565). As bactérias e fungo foram provenientes da cole¢@o de micror-
ganismos do Departamento de Antibiéticos da Universidade Federal
de Pernambuco. A suspensdo dos microrganismos foi padronizada
pela turvagdo equivalente ao tubo 0,5 da escala de McFarland em dgua
destilada, correspondente a uma concentracdo de aproximadamente
10® UFC/mL para bactérias e 10’ UFC/mL para fungos.?!

Determinagdo da Concentragdo Minima Inibitoria (CMI)

A CMI foi realizada através da técnica de microdiluicio em
multiplacas com 96 pocos.?! Os meios de cultura empregados foram o
Agar Sabourand (para fungo) e Agar Muelle-Hinton (para bactérias).
O Metronidazol (2,5 pg/mL) e Fluconazol (2,5 ug/mL) foram usados
como controle positivo, enquanto o dlcool etilico como controle nega-
tivo. As andlises foram realizadas em triplicata e as microplacas foram
cultivadas a 37 °C por 18-24 h para bactérias e 30 °C por 48-72 h para
o fungo. Ap6s o periodo de cultivo, as microplacas foram reveladas
com a adi¢do de 10 pL da solucdo de risazurina a 0,01% e incubadas
por 3 h.?* A CMI foi definida como a menor concentra¢do da amostra
que inibiu o crescimento do microrganismo, com concentracdo final
de 2500 pg mL".

RESULTADOS E DISCUSSAO

Um sélido cristalino com ponto de fusdo de 122,2 °C foi isolado
das raizes de P. tuberculatum com rendimento de 30,8% em rela¢do
a massa extrato bruto e 1,7% em relagdo a massa das raizes secas,
sendo caracterizado como a piplartina, apés interpretagdo e compa-
racdo de seus dados espectrais de IV, RMN 'H e *C com os dados
relatados previamente.?

O complexo hibrido produzido se apresentou na forma de um
solido de coloragao verde com rendimento reacional de 75%, e solu-
bilidade em dgua e metanol. Os espectros de absorgdo eletronica da
piplartina e do complexo V-PIP sdo mostrados na Figura 2.

\ S04 . 4H0

(0]
Hzo\U/OHZ
0
H3CO
H3CO \ 3 \
N
N + voso, JO/EOH_ |
25°C
H3CO H3CO
OCHj3 OCH3

Esquema 1. Sintese do complexo hibrido vanadila-piplartina (cédigo V-PIP)
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Figura 2. Espectros de absor¢do eletronica do ligante piplartina (A), e do
complexo V-PIP (B e C), com janela de 200-800 nm e ampliagdo da regido
entre 400-800 nm, respectivamente

O espectro de absor¢do da piplartina apresentou uma absorc¢io
maxima em 210, 220 e 325 nm, associados a transi¢des T—m*,
sendo a banda em 325 nm associada aos croméforos dos dois gru-
pos a,f-insaturados. Analisando o espectro de absorcao eletronica
do V-PIP € possivel observar deslocamento hipsocrdmico nas duas
primeiras bandas, que no complexo estdo em 200 e 210 nm (erro
associada a medida < 4 nm). Essa similaridade entre os espectros
de absorcdo deve-se ao fon vanadila estar coordenado a sitios que
apresentam bandas de baixa intensidade (transi¢des proibidas). No
espectro de absor¢do do complexo V-PIP, na regido do visivel —
Figura 2 (C) observa-se uma banda de absor¢do em 800 nm (regido
do vermelho, complexo com coloragdo verde) referente a transiciio
d—d do fon vanadila, que segundo sua configuragio eletronica (d")
apresenta apenas uma banda de absorcdo, corroborando com o es-
perado segundo o Diagrama de Orgel. Na Figura 3 sdo apresentados
os espectros de infravermelho da piplartina e do complexo V-PIP.
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Figura 3. Espectros de Infravermelho do VOSO, (A), piplartina (B) e V-PIP (C)

O espectro de infravermelho do VOSO,, Figura 3(A), apresen-
tou a banda caracteristica da ligagdo V=0 (fon vanadila — VO**) em
990 cm!, e duas bandas na regido de 3432 e 3322 cm referentes a
moléculas de dgua livres e coordenadas, respectivamente. Ao compa-
rar o espectro de infravermelho da piplartina com o complexo V-PIP,
observa-se a presen¢a de uma banda em 910 cm™, no complexo,
referente ao estiramento V=0 presente no complexo.” Esta banda
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encontra-se deslocada quando comparado ao espectro de infraver-
melho do sulfato de vanadila, devido a coordenagdo do fon vanadila
as carbonilas presentes na estrutura da piplartina. Outra evidéncia
desta coordenacdo € o deslocamento da banda de estiramento C=0
na piplartina (1700 cm™) e no complexo V-PIP (1684 cm™). Este
deslocamento de banda néo se assemelha aos casos de coordenagio
de metais as S-dicetonas em que o préton alfa foi removido, propi-
ciando a ressonancia entre as carbonilas existentes. Apesar disso, a
coordenac¢do do fon vanadila as carbonilas da piplartina € sugerida,
uma vez que, segundo a equagdo para determinacdo do nimero de
onda, em um oscilador harmdnico, a constante de forca da ligacdo
C=0 diminui e a massa reduzida aparente aumenta. Em ambos os
espectros do complexo e do ligante apresentaram bandas intensas
de deformacio axial de C—O—-C em 1129 cm’!, referentes as meto-
xilas aromdticas. No complexo V-PIP também sdo observadas duas
bandas em 3432 e 3322 cm! referentes a moléculas de dgua livres
(4guas de hidratac¢do) e coordenadas, respectivamente. Na Figura 4
sdo apresentadas as curvas de TG da piplartina e V-PIP, sobrepostos.
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Figura 4. Curvas de TG do ligante piplartina e do complexo V-PIP, sobre-
postos

A curvade TG da piplartina, Figura 4(A), apresentou trés eventos
térmicos simultineos, sendo o final em 760 °C e correspondente a
um residuo de 7,5% em massa. Este percentual corresponde a um
residuo de 2C, pois a medida foi realizada em atmosfera redutora. A
temperatura onset observada foi de 263 °C.

No caso da curva de TG do complexo V-PIP, Figura 4(B), foram
observados quatro eventos térmicos, e a temperatura onset foi em
210°C (retirando o evento associado a moléculas de dgua). O primeiro
evento em 100 °C corresponde a 12,1% em massa, o que corresponde
a quatro moléculas de dgua de hidratac¢do na estrutura do complexo.
A perda de massa final, em 620 °C, deixa um residuo correspondente
a 22% em massa, o que se atribui ao VO, e 4C (atmosfera redutora).
No Esquema 2 sdo apresentadas as etapas de perda de massa no
complexo V-PIP.

O espectro de massas do complexo V-PIP € apresentado na
Figura 5.

Através do espectro de massas do complexo V-PIP, Figura 5, é
possivel observar o pico referente ao fragmento da massa molecular
do composto m/z [M + KJ* = 459,3263 Da referente ao pseudo fon
molecular do complexo formado. O pico base em m/z = 318,3014
Da foi atribuido a massa molar do ligante piplartina que corresponde
ao fragmento do complexo [M - VO - 2H,0 + 1]* e sendo observado
também o fragmento do cétion acilio referente ao pico m/z =221,0847
Da, fragmentagao principal da piplartina.

Com base nos dados de andlise térmica, espectroscopia de
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Esquema 2. Decomposi¢do do complexo V-PIP por TGA
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Figura 5. Espectro de massas do complexo V-PIP, analisado em modo positivo, com destaque no pseudo ion molecular [VO(PIP)(H,0),+ K]*

infravermelho e espectrometria de massas foi possivel propor uma
férmula minima que corrobore com todos os resultados obtidos,
sendo esta [VO(PIP)(H,0),]SO,.4H,0. Com base nesta férmula mi-
nima foi calculado o erro relativo entre a massa calculada (férmula
minima proposta) e o valor experimental (obtido a partir do espectro
de massas), apresentando um valor de 0,03%.

Baseado na interpretacdo dos dados de espectroscopia de ab-
sor¢ao eletronica, espectroscopia de infravermelho, curvas de TG e
espectrometria de massas, o sélido esverdeado obtido da reacdo da
piplartina com o sulfato de vanadila foi caracterizado como sendo
o complexo V-PIP.

Atividade antimicrobiana

Os valores das CMI estdo apresentados na Tabela 1 e o com-
plexo V-PIP apresentou menores concentragdes capazes de inibir o
crescimento das bactérias e fungo quando comparado a piplartina,
principalmente para as bactérias gram negativas. A piplartina apre-
sentou CMI que variou de 312,5 a 1250 ug mL"!, sendo que valores de
concentragdes < 500 ug mL! para material vegetal sdo considerados
ativos e valores de 600 a 1500 pg mL" sdo considerados moderados.®*’
O complexo V-PIP apresentou valores da CMI que variaram de 156,2
a 625 pg mL™!, sendo o menor valor observado para a bactéria E. coli
com CMI de 156,2 ug mL"". O complexo frente o fungo M. gypseum
apresentou uma menor CMI (312,5 pg mL!') quando comparado
com a CMI (625 pug/mL) do ligante piplartina. O sulfato de vanadila
usado na sintese do complexo V-PIP também apresentou atividade
antimicrobiana, principalmente frente a bactéria gram negativa K.
Preumonial com CMI de 156,2 ug mL"' e o fungo M. gypseum com
CMI de 312,2 pg/mL, revelando-se um antimicrobiano em potencial.

Tabela 1. Concentragdo Minima Inibitéria — CMI da piplartina, complexo
V-PIP e sulfato de vanadila em pg/mL

Concentragdo Minima Inibitéria — CMI (ug/mL)

Microrganismos Piplartina V-PIP VOSO,
E. faecalis 625 312,5 625
Bactérias - S. aureus 625 625 1250
Gram Positivas
B. subtilis 1250 312,5 625
E. coli 312,5 156,2 625
Bactérias .
Gram Negativas K. pneumonial 1250 625 156,2
P. aeruginosa 1250 625 1250
Fungo M. gypseum 625 312,5 156,2
CONCLUSAO

O complexo de piplartina com o fon vanadila foi sintetizado
e caracterizado por diversas técnicas, resultando em um compos-
to de coordenacgdo de férmula [VO(PIP)(H,0),]SO,.4H,0. Esse
complexo, quando comparado a piplartina, apresentou solubilidade
em meio aquoso, sendo essa uma propriedade fisica relevante para
compostos candidatos a farmacos. O complexo V-PIP apresentou
menores concentracdes capazes de inibir o crescimento das bactérias
e fungo quando comparado com piplartina, principalmente para as
bactérias gram negativas, sugerindo que a presenca do fon vanadila
exerceu um efeito sinérgico sobre a atividade bioldgica da piplartina.
Adicionalmente, o presente estudo revelou o sulfato de vanadila como
um promissor composto antimicrobiano. As relevantes mudangas
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fisicas e bioldgicas da piplartina, quando complexada com sulfato de
vanadila e associadas ao potencial biol6gico da amida e do sal, tornam
o novo complexo V-PIP descrito aqui um interessante composto para
as investigacdes de novas atividades bioldgicas.

MATERIAL SUPLEMENTAR

Os espectros de RMN 'H e C bem como as atribuig¢des dos
valores dos deslocamentos quimicos para a amida piplartina estio
disponiveis no http://quimicanova.sbq.org.br (Tabela 1S, Figuras 1S
e 25), em arquivo pdf, com livre acesso.
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