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Resumo 
 

 

As fluoroquinolonas são antibióticos que têm um largo espectro de ação contra 
bactérias, especialmente Gram-negativas. O seu mecanismo de ação assenta 
na inibição de enzimas responsáveis pela replicação do DNA. Porém, devido 
ao seu uso indevido, o surgimento de resistência bacteriana a estes 
antibióticos tem-se tornado um grave problema de saúde pública. Uma vez que 
os seus alvos de ação se situam no meio intracelular, a redução da 
permeabilidade da membrana externa de bactérias Gram-negativas constitui 
um dos mecanismos de resistência mais conhecidos. Esta redução é 
associada à baixa expressão ou mutações em porinas necessárias para 
permitir o seu transporte, mais concretamente, da OmpF.  
Estudos prévios demonstraram que a coordenação de fluoroquinolonas com 
iões metálicos divalentes e 1,10-fenantrolina (genericamente designados 
metaloantibióticos) são potenciais candidatos como alternativa às 
fluoroquinolonas convencionais. Estes metaloantibióticos exibem um efeito 
antimicrobiano comparável ou superior à fluoroquinolona na forma livre, mas 
parecem ter uma via de translocação diferente, independente de porinas. 
Estas diferenças no mecanismo de captura podem ser fundamentais para 
contornar a resistência bacteriana. De forma a compreender o papel dos 
lípidos no mecanismo de entrada dos metaloantibióticos, estudou-se a 
interação e localização dos metaloantibióticos da Ciprofloxacina (2ª geração), 
da Levofloxacina (3ª geração) e Moxifloxacina (4ª geração) com um modelo de 
membranas de Escherichia coli desprovido de porinas. Estes estudos foram 
realizados através de técnicas de espectroscopia de fluorescência, por 
medições em modo estacionário e resolvida no tempo.  
Os coeficientes de partição determinados demonstraram uma interação mais 
elevada dos metaloantibióticos relativamente às respetivas fluoroquinolonas na 
forma livre, um facto que está diretamente relacionado com as espécies 
existentes em solução a pH fisiológico. Os estudos de localização mostraram 
que estes metaloantibióticos devem estar inseridos na membrana bacteriana, 
confirmando a sua entrada independente de porinas. Este mecanismo de 
entrada, pela via hidrofóbica, é potenciado por interações eletrostáticas entre 
as espécies catiónicas de metaloantibiótico que existem a pH 7,4 e os grupos 
carregados negativamente dos fosfolípidos da membrana. Desta forma, os 
resultados obtidos neste estudo sugerem que a via de entrada dos 
metaloantibióticos e das respetivas fluoroquinolonas deve ser diferente. Os 
metaloantibióticos são candidatos adequados para a realização de mais testes 
laboratoriais e uma alternativa promissora para substituir as fluoroquinolonas 
convencionais, uma vez que parecem ultrapassar um dos principais 
mecanismos de resistência bacteriana a esta classe de antibióticos. 
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Abstract 

 
Fluoroquinolones are antibiotics that have a large spectrum of action against 
bacteria, especially Gram-negative. Their mechanism of action relies on the 
inhibition of the enzymes responsible for DNA replication. Unfortunately, due to 
their misuse, the emergence of antimicrobial resistance to these antibiotics has 
been one of the biggest problems of public health. The major permeability 
cellular barrier of Gram-negative bacteria for quinolones is the outer 
membrane. To access their target site, quinolones have to overcome this 
barrier and the reduction of the membrane permeability is a well-known 
mechanism of resistance. This reduction is associated to the down-regulation 
or mutations in porins. Some fluoroquinolones require porins to enter the 
bacterial cell, mainly OmpF. 
Previous studies have shown that the coordination of fluoroquinolones to 
divalent metal ions and 1,10-phenanthroline (known as metalloantibiotics) have 
potential as antimicrobial agent candidates to replace the conventional 
fluoroquinolones. These metalloantibiotics exhibit an antimicrobial action 
comparable or higher than that of fluoroquinolones. Furthermore, their route of 
translocation is different. This different uptake mechanism can be paramount in 
counteracting bacterial resistance. In view of the lipids role in bacterial 
metalloantibiotics uptake, the interaction and the location of Ciprofloxacin (2nd 
generation), Levofloxacin (3rd generation) and Moxifloxacin (4th generation) 
metalloantibiotics with Escherichia coli model membrane (without porins) were 
studied. These studies were performed by fluorescence spectroscopy, using 
time-resolved and steady-state measures. 
Partition coefficients determined showed that the interaction is higher for the 
metalloantibiotics than free fluoroquinolones, which reflects the 
metalloantibiotics species that are present in solution at physiological pH. 
Location studies showed that these metalloantibiotics must be located inside 
the bacterial membrane, confirming their entrance by a porin independent 
route. This mechanism of metalloantibiotics entry into the bacteria, by the 
hydrophobic pathway, is strongly dependent of electrostatic interactions. The 
cationic metalloantibiotics species that exist at pH 7.4 promotes electrostatic 
interactions with the negatively charged head groups of the membrane lipids.  
The results obtained in this work suggest that there is a different translocation 
route for the metalloantibiotics and its respective free fluoroquinolone. 
Additionally, metalloantibiotics are suitable candidates for more advanced 
laboratorial testing and also a promising route to bypass resistance 
mechanisms to fluoroquinolones.  
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I. INTRODUÇÃO  
 

 

 

 

 

 

 

 

A resistência bacteriana aos antibióticos é uma das maiores ameaças à saúde pública do 

mundo moderno. As fluoroquinolonas (FQs) são uma família de agentes antibacterianos 

com um largo espectro de ação contra bactérias, especialmente Gram-negativas. O seu 

mecanismo de ação assenta na inibição de enzimas responsáveis pela replicação do DNA. 

A membrana externa das bactérias Gram-negativas (revestimento protetor da célula 

bacteriana) é o principal obstáculo à entrada das FQs e existem diferentes formas 

conhecidas do antibiótico atingir o espaço intracelular, nomeadamente através das 

proteínas transmembranares, as porinas, e/ou simplesmente por difusão através da 

membrana, um fator que está diretamente relacionado com as características 

hidro/lipofílicas dos antibióticos. A diminuição da permeabilidade membranar resultante, na 

maioria das vezes, da existência de mutações ao nível dos genes responsáveis pela 

expressão de porinas, constitui um dos principais mecanismos de resistência bacteriana a 

FQs. Uma estratégia para contornar a resistência bacteriana consiste na coordenação das 

FQs com catiões metálicos divalentes e 1,10-fenantrolina. Particularmente, estudos 

biológicos recentes demonstraram que o catião cobre(II) forma complexos ternários 

estáveis com FQs e fenantrolina e que estes têm uma eficiência antimicrobiana comparável 

ou superior ao antibiótico na forma livre. Além disso, estudos biofísicos sugerem que o 

ataque direto das membranas bacterianas parece ser o foco central da sua captura, 

fenómeno que indica que estes complexos sejam bons candidatos para contornar a 

resistência bacteriana a FQs.    
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1. Fluoroquinolonas: Caracterização Geral 

 

As fluoroquinolonas (FQs) são uma classe de antibióticos entre as mais bem-sucedidas da 

atualidade, frequentemente utilizadas contra bactérias Gram-positivas, e principalmente, 

Gram-negativas. (1-6) Para além do seu amplo espectro de ação, estes agentes 

antibacterianos são usados na prática clínica devido às suas propriedades 

farmacocinéticas e de biodisponibilidade melhoradas, aliadas a uma boa absorção oral e 

efeitos adversos relativamente limitados. (2,5,7,8) A sua atividade resulta na inibição de 

duas topoisomerases tipo II homólogas, DNA girase e DNA topoisomerase IV, enzimas que 

controlam a topologia do DNA e que são vitais para a função e replicação do cromossoma. 

(2,4,7) Como o próprio nome sugere, o principal fator químico que caracteriza as 

fluoroquinolonas é a presença de um átomo de flúor na sexta posição do esqueleto base 

das quinolonas, constituído por 4-oxo-1,8-naftiridina-3-carboxilo (Figura 1). (7,9-11) 

Adversamente, o uso excessivo e indevido das FQs levaram ao aparecimento de 

resistência bacteriana a esta classe de antibióticos, a qual se disseminou rapidamente em 

ambientes clínicos e ambientais, constituindo uma das maiores ameaças à saúde pública 

do mundo moderno. (1,8) A resistência microbiana aos antibióticos estimulou a 

necessidade de criar e modificar agentes antimicrobianos. (6,8) Neste contexto, o conceito 

de complexos metálicos como novos derivados das FQs, também designados de 

metaloantibióticos, tem sido uma estratégia a seguir para melhorar a atividade, reduzir os 

efeitos adversos e neutralizar a resistência bacteriana. (1,4-8) 

 

 

Figura 1. Estrutura química do núcleo base das fluoroquinolonas. A informação detalhada dos substituintes 

R1–R7 e X8 pode ser encontrada no texto.  
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1.1 Gerações de Fluoroquinolonas 

 

Este grupo de agentes antimicrobianos tem um longo historial no uso da prática clínica. (2) 

Devido à atividade limitada das primeiras quinolonas (p.e. Ácido Nalidíxico), várias 

alterações estruturais foram introduzidas ao seu núcleo base, conduzindo à sua 

classificação em termos de gerações (Tabela 1). (3,4,7,8,13,14) O seu desenvolvimento 

ao longo dos anos tem promovido uma ampla gama de aplicações, primeiro no tratamento 

de infeções causadas por bactérias Gram-negativas (primeira geração), e mais 

recentemente, novos derivados (segunda, terceira e quarta geração) têm sido 

desenvolvidos com uma atividade aumentada contra bactérias Gram-positivas, incluindo 

Streptococcus pneumoniae, um dos patogéneos mais importantes responsável por 

infeções do trato respiratório, otite aguda e meningite. (2,3)  

 

Tabela 1. Comparação entre as gerações de algumas fluoroquinolonas relativamente ao seu espetro de 

atividade e modo de administração. (Adaptada de (12))   

GERAÇÃO ANTIBIÓTICO ATIVIDADE ADMINISTRAÇÃO 
 

PRIMEIRA 

 

Ácido Nalidíxico 

Cinoxacina 

 

Gram - 

 

Infeções urinárias 

 

 

 

 

SEGUNDA 

 

Classe I 

Lomefloxacina 

Norfloxacina 

Enrofloxacina 

 

Classe II 

Ofloxacina 

Ciprofloxacina 

 

 

Gram - 

 

 

 

 

Gram - 

Gram + (moderada) 

 

 

Infeções urinárias 

 

 

 

Infeções urinárias graves 

Gastroenterites 

Infeções nosocomiais 

DST 

 

 

TERCEIRA 

 

Levofloxacina 

Sparfloxacina 

Gatifloxacina 

 

 

Gram - 

Gram + 

 

Similar à segunda geração 

Pneumonias 

 

QUARTA 

 

Moxifloxacina 

Trovafloxacina 

Gram - 

Gram + 

Anaeróbios estritos 

 

Infeções intra-abdominais 
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As substituições químicas no núcleo das quinolonas foram feitas com base na relação 

estrutura-atividade de modo a aumentar o espectro de atividade e a potência das FQs. 

Verificou-se que o átomo de flúor na posição 6 e o grupo amina cíclico na posição 7 

aumentam consideravelmente o espectro de ação das FQs. (4,7,9,11,15) Deste modo, 

certas características permanecem constantes ao longo de todas as gerações e pensa-se 

que são necessárias para a atividade antibacteriana. A base estrutural das 

fluoroquinolonas é constituída por um núcleo aromático bicíclico (Figura 1) formado por um 

anel piridínico fundido com outro anel aromático. Este contém, em muitos casos, um átomo 

de hidrogénio na posição 8, mas também pode conter um átomo de azoto ou mesmo um 

átomo de flúor, como é o caso da Sparfloxacina (spx) ou Lomefloxacina (lmx). Tanto o 

ácido carboxílico na posição 3 e a cetona no carbono 4 são geralmente necessários para 

a atividade antimicrobiana, bem como o grupo R1 substituído do azoto da posição 1. (4,16) 

Na maior parte das fluoroquinolonas de gerações mais recentes o grupo R7 corresponde a 

uma diamina cíclica, com 5 ou 6 membros, ligada através de um dos seus azotos à posição 

7, exceto na Moxifloxacina (mxfx) o qual corresponde a um anel diazabiciclonilo. (1,4,17) 

Muitas fluoroquinolonas não são substituídas no carbono 5 (R5=H), mas compostos 

recentes têm pequenos substituintes como grupos etilo ou metilo nesta posição. As 

substituições em R2 são geralmente prejudiciais, no entanto já foram descritas algumas 

exceções (p.e. a Prulifloxacina tem um substituinte R2 que forma um anel com R1). (4,18) 

A Figura 2 mostra a estrutura química de uma fluoroquinolona (FQ) da segunda, terceira e 

quarta geração, respetivamente. 

 

 

Figura 2. Estrutura química de FQs de gerações diferentes: Ciprofloxacina (cpx) – 2ª geração, Levofloxacina 

(lvx) – 3ª geração e Moxifloxacina (mxfx) – 4ª geração. 
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1.1.1 Propriedades Físico-químicas  

 

As FQs têm dois grupos ionizáveis relevantes, no geral, um grupo piperazinil básico na 

posição 7 e um ácido carboxílico na posição 3 do núcleo das quinolonas, o que lhes confere 

um caracter anfotérico (Figura 2). (1,4-8,17,19) O comportamento farmacológico das FQs 

em solução é significativamente influenciado pelas suas propriedades físico-químicas, em 

particular pelo seu grau de ionização. (19) Desta forma, dependendo do pH do meio, 

podem surgir sob a forma catiónica, aniónica e ião-dipolar/neutra. (15) A um valor de pH 

baixo estes grupos ionizáveis estão protonados (H2L), fornecendo à molécula uma carga 

global positiva. Enquanto a um valor de pH alto estão ambos desprotonados (L), visto que 

o grupo amina é uma base na forma livre e o grupo ácido carboxílico rapidamente se 

transforma em ião carboxilato fornecendo uma carga global negativa. (4,6,8) O grupo ácido 

carboxílico é normalmente um ácido mais forte do que o grupo amina distal, portanto a 

forma neutra rearranja-se espontaneamente na forma de ião-dipolar, cujos valores de pKa1 

e pKa2 para as FQs variam entre 5,5-6,3 e 7,6-9,3, respetivamente, como descrito 

extensivamente na literatura. (7,8,18,20-24) Desta forma, o equilíbrio protolítico das FQs 

pode ser expresso como esquematizado na Figura 3. (19) O valor de pKa1 nas FQs é 

geralmente maior do que o observado para os respetivos ácidos carboxílicos, um facto que 

normalmente está associado à existência de uma ligação de hidrogénio intramolecular 

entre o ácido carboxílico e a cetona da posição 4, que resulta na estabilização de espécies 

protonadas. O valor de pKa2 é normalmente sensível à substituição no anel de piperazina 

ou à substituição deste anel por um anel de diazabiciclonilo (mxfx). (4,6,8,19) Assim, ao 

valor do pH fisiológico (7,4), é a forma de ião-dipolar/neutra que está presente em maior 

concentração, conferindo uma solubilidade mínima às FQs a pH neutro. (15,19) Estas 

diferentes formas de protonação constituem ainda um parâmetro importante para a síntese 

de complexos metálicos, uma vez que as FQs atuam como ligandos na forma 

desprotonada (FQ-) em condições básicas, e como ião dipolar (FQH±) em condições 

neutras, ligeiramente básicas ou ligeiramente ácidas. (25) 

 

 

Figura 3. Equilíbrio protolítico da Norfloxacina (nfx). (19) 
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1.2 Mecanismo de Ação 

 

As FQs atuam intracelularmente e o seu mecanismo de ação baseia-se na inibição da 

divisão celular através da estabilização da clivagem reversível de complexos formados por 

DNA e DNA girase ou topoisomerase IV, as enzimas responsáveis pela replicação do DNA. 

(4,5,7,8,17) Quer nos procariotas, quer nos eucariotas, o DNA existe como dupla hélice. 

Contudo, nas bactérias pode ocorrer uma torção adicional da dupla hélice sobre si própria, 

processo conhecido como supercoiling, permitindo que o DNA cromossomal exista numa 

forma muito compacta, armazenando uma grande quantidade de informação genética. O 

supercoiling pode ser positivo ou negativo, de acordo com a direção no qual a torção 

ocorre. O grau de DNA supercoiled não é fixo e existe uma remodelação contínua na 

topologia do DNA bacteriano em resposta a fatores ambientais e celulares. As 

topoisomerases tipo I e II trabalham de modo oposto na torção da dupla hélice de modo a 

controlar o nível de torção, a topoisomerase I reduz o número de supercoils negativos, 

enquanto a topoisomerase II introduz supercoils negativos. (26,27)  

A DNA girase e a topoisomerase IV são ambas topoisomerase tipo II heterotetraméricas 

que têm uma ação homóloga mas com subtis diferenças, pois embora ambas relaxem o 

DNA supercoiled positivo, só a DNA girase pode introduzir supercoiling negativo no DNA 

relaxado. A topoisomerase IV tem ainda uma atividade de separação na replicação de 

DNA, permitindo a segregação individualizada de material genético em cada uma das 

células filhas, completando o ciclo de divisão celular. (27,28) 

Os principais alvos das fluoroquinolonas variam entre as diferentes espécies bacterianas 

e fluoroquinolonas específicas; contudo, o alvo chave em bactérias Gram-negativas é a 

DNA girase enquanto que em microrganismos Gram-positivos, o alvo preferencial é a 

topoisomerase IV. (16,26) A ação das fluoroquinolonas resulta na diminuição da replicação 

do DNA (a baixas concentrações) e morte celular (em concentrações letais). Numa 

situação normal, uma topoisomerase II liga-se covalentemente ao DNA, formando um 

complexo enzima-DNA que provoca uma quebra transitória na dupla hélice e restaura um 

novo segmento de DNA. Quando uma fluoroquinolona está presente, o complexo é 

alterado para um complexo fármaco-enzima-DNA (também conhecido como complexo 

ternário), no qual a topoisomerase tipo II fica bloqueada com o DNA quebrado ligado. 

(26,27) Existem várias teorias sobre o modo de ação das FQs, onde o modelo mais recente 

sugere que a base da interação da fluoroquinolona com a topoisomerase IV ocorre através 

de um ião de Mg2+ complexado (Figura 4) (29,30). Este modelo sugere que o ião é 

coordenado pelos substituintes cetona (C3) e carboxilato (C4) do esqueleto das 
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fluoroquinolonas e por moléculas de água vizinhas. Estas moléculas de água, por sua vez, 

formam pontes de hidrogénio com resíduos de serina e com aminoácidos ácidos 

conservados na enzima. Contudo, ainda não se sabe ao certo se a influência do ião Mg2+ 

é devido ao seu efeito estabilizador sobre a topologia do DNA ou se é devido à sua 

capacidade de coordenar com os grupos cetona e carboxilato das FQs. (26,29)  

 

 

Figura 4. Ligação da FQ à topoisomerase IV através de um ião Mg2+ coordenado (laranja), o qual se liga a um 

resíduo de serina e a um resíduo de ácido glutâmico pela formação de pontes de hidrogénio através de 
moléculas de água (azul).  

 
 
O modo como as FQs acedem ao local onde vão atuar é determinante para a eficácia de 

fármacos, como as fluoroquinolonas, que têm alvos intracelulares. (3,31) No caso das 

bactérias Gram-negativas, a membrana externa (revestimento protetor da célula 

bacteriana) é a principal barreira de permeabilidade celular para as FQs. (2,5,6) Assim, as 

FQs têm de penetrar esta estrutura e três vias diferentes são conhecidas: a via hidrofóbica, 

a via porina e a via autopromovida usada por compostos catiónicos. (5,6) Algumas FQs 

são capazes de se difundirem diretamente através das bicamadas lipídicas (via 

hidrofóbica), devido ao seu carácter lipofílico e à sua forma não carregada em condições 

fisiológicas. (5) Por outro lado, estudos com diferentes estirpes bacterianas destacam o 

envolvimento de algumas porinas desta membrana, mais concretamente da OmpF, que 

parece ter um papel importante na entrada das fluoroquinolonas. Porém, ainda permanece 

desconhecido se a entrada do antibiótico é realizada através da interface lípido/proteína ou 

do canal porínico. (1,2,3,32) Estas diferentes vias parecem estar diretamente relacionadas 

com as propriedades hidro/lipofílicas das FQs. (2,6) Em todos os casos, a interação entre 

o antibiótico e a bicamada lipídica é, provavelmente, o primeiro processo envolvido na 

passagem através da membrana. (5)  
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1.3 Mecanismos de Resistência 

 

O uso excessivo e incorreto de antibióticos promoveu adaptações bacterianas 

comprometendo imensamente a eficácia destes fármacos. (1,4,5,7,33,34) Na base das 

adaptações bacterianas está o surgimento de diferentes mecanismos de resistência que 

ocorrem a um ritmo elevado. (1,5,7,13,16). Os dois principais mecanismos de resistência 

bacterianos desenvolvidos contra a ação das FQs são a mudança das moléculas alvo 

(topoisomerases) e a redução da concentração intracelular de antibiótico, através da 

diminuição da permeabilidade da membrana ou da existência de bombas de efluxo. 

(1,5,31,33,34) As alterações nas topoisomerases ocorrem devido a uma mutação em um 

ou mais genes que resultam em substituições de aminoácidos, nomeadamente de serina 

e/ou ácido glutâmico, que alteram a estrutura da proteína alvo e, consequentemente, a 

afinidade da ligação da FQ à enzima (Figura 4). (31,32) Nas bactérias Gram-negativas, a 

membrana externa é o maior obstáculo à entrada de antibióticos, particularmente para as 

moléculas hidrofílicas, cuja entrada é governada por proteínas, as porinas. (2,3,31,32,35) 

Mutações pontuais que comprometem a afinidade da porina ao antibiótico, ou a expressão 

de uma porina diferente que bloqueia a translocação do agente antimicrobiano, são 

manifestações usualmente observadas em diversas espécies resistentes (Figura 5). (3,31-

36) As bombas de efluxo são também capazes de remover ativamente fluoroquinolonas a 

partir da célula bacteriana. (31,33) Como a via de entrada através da membrana é o 

primeiro passo envolvido na atividade das FQs, é neste sentido que vários estudos visam 

compreender e contornar a resistência bacteriana às FQs. (1,2,4-7,26,37) 
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Figura 5. Mecanismos de resistência associados com a modificação de porinas. As moléculas de FQs e as 

porinas triméricas estão representadas por círculos azuis e por cilindros rosa, respetivamente. A grossura das 
setas retas reflete o nível de penetração das FQs através dos canais porínicos. As setas curvadas ilustram a 
falha da captura que pode ocorrer por: i) diminuição na expressão do tipo de porina necessária, ii) restrição do 
canal porínico, iii) troca de uma porina por outra ou iv) canal bloqueado, respetivamente. (Adaptada de (32)) 
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2. Estrutura Bacteriana 

 

As bactérias são seres procariotas e, apesar de serem morfologicamente mais simples que 

as células eucarióticas, possuem uma organização celular muito particular. Em termos de 

padrão da estrutura interna, o DNA encontra-se na forma de dupla hélice circular ocupando 

uma posição aproximadamente central, região conhecida como nucleoide. Estas células 

são também desprovidas de organelos, contendo apenas a maquinaria necessária para 

proceder à síntese proteica. Contudo, todas estas células possuem membrana plasmática 

e parede celular, que desempenham um papel crucial na sobrevivência dos procariotas. 

(38-40) 

A membrana plasmática envolve completamente o citoplasma, separando o meio 

intracelular do meio extracelular. (39) Está organizada na forma de bicamada lipídica 

incorporando uma enorme diversidade de proteínas periféricas e transmembranares. 

(38,39,41) Esta membrana é também uma barreira altamente seletiva, permitindo à célula 

concentrar metabolitos específicos e excretar resíduos metabólicos. (38) Aderente à 

membrana plasmática encontra-se a parede celular. A principal função da parede é de 

proteção mecânica ao stress osmótico uma vez que contém um alto conteúdo de 

polissacarídeos e péptidos, que conferem rigidez estrutural à célula. (38-40) O principal 

componente da parede bacteriana é o peptidoglicano, um polissacarídeo composto por 

dois derivados de açúcar – N-acetilglucosamina e ácido N-acetilmuramico – e poucos 

aminoácidos, incluindo L-alanina, D-alanina, D-ácido glutâmico e, ainda, lisina ou ácido 

diaminopimélico (DAP). (38,42) Todavia, existem duas estruturas gerais para a 

organização da parede celular que permitem classificar as bactérias em Gram-positivas e 

em Gram-negativas. A maior diferença estrutural entre ambas as classes bacterianas 

assenta no facto de as Gram-positivas terem apenas a membrana plasmática revestida por 

uma espessa camada de peptidoglicano no folheto externo (~90%), enquanto as bactérias 

Gram-negativas, além da membrana plasmática (revestida por uma fina camada de 

peptidoglicano, ~10%) possuem ainda uma membrana externa adicional (Figura 6). 

(38,39,42,43)  
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Figura 6. Parede celular de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, respetivamente. (Adaptada de (44)) 

 

 

Uma vez que a membrana externa das bactérias Gram-negativas constitui a primeira linha 

de defesa destas bactérias para o acesso das FQs até ao seu alvo (2,3,6,36), é nesta 

estrutura que reside o enfoque deste estudo.  

 

 

 

 

 

2.1 Membrana Externa de Bactérias Gram-negativas 

 

As bactérias Gram-negativas, como a Escherichia coli (E. coli), estão envolvidas por duas 

membranas concêntricas na forma de bicamada lipídica. Ambas as membranas contêm 

proteínas que permitem a passagem de matéria e informação. Ainda assim, as duas 

membranas diferem acentuadamente em relação à composição e função. A componente 

lipídica da membrana interna (plasmática) é composta exclusivamente por fosfolípidos, 

principalmente fosfatidiletalonamina (PE) (70–80%), fosfatidilglicerol (PG) e cardiolipina 

(CL), igualmente distribuídos entre o folheto interno e externo. (38,45,46) Por sua vez, a 

membrana externa é altamente assimétrica, com o seu folheto interno apresentando uma 

composição lipídica semelhante à da membrana plasmática e o folheto externo composto 

Gram-positiva Gram-negativa 
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por uma percentagem significativa de lipopolissacarídeos (LPS), ou lipooligossacarídeos 

no caso de Neisseriae. (43,46,47)  

Na porção do LPS destacam-se três regiões distintas, o lípido A, correspondente à porção 

mais hidrofóbica e responsável pela ancoragem ao folheto externo da membrana externa, 

seguido de uma cadeia polissacarídea que se estende para o exterior da célula e que liga 

ao antigénio O (Figura 6). (38,48) O LPS desempenha um papel crucial na defesa da célula 

bacteriana, uma vez que evita a internalização de antibióticos e outros agentes tóxicos 

através da formação de uma estrutura mais rígida causada por interações entre moléculas 

de LPS adjacentes, reduzindo a permeabilidade celular. (40,45,49) Além disso, o LPS está 

associado à virulência destas bactérias, originando efeitos biológicos que resultam na 

amplificação das reações inflamatórias, nomeadamente pela porção de lípido A e, por isso, 

esta componente é muitas vezes referida como endotoxina. (38,48) 

No que diz respeito às funcionalidades das membranas, a principal diferença é que a 

membrana externa, devido à presença de proteínas formadoras de poros (porinas), é 

consideravelmente mais permeável que a membrana plasmática. (2,3,33,42,45,46) É 

sabido que a membrana externa de uma bactéria Gram-negativa possui mais de 105 

porinas. (45,46) As porinas permitem a penetração passiva de moléculas hidrofílicas de 

baixo peso molecular e, de acordo com sua seletividade para solutos, podem ser 

classificadas como gerais ou específicas. (33,38,45) As porinas gerais permitem a 

passagem de pequenas moléculas hidrofílicas, embora elas apresentem uma ligeira 

seletividade para a carga e tamanho do soluto: a OmpF e OmpC mostram uma ligeira 

preferência para catiões, com a OmpF a permitir a permeação de solutos ligeiramente 

maiores que OmpC, enquanto Phoe apresenta maior seletividade para aniões. (33,45) Em 

contraste, porinas específicas contêm locais de ligação só para um ou um pequeno grupo 

de substâncias estruturalmente relacionadas. (38,45) 

A membrana externa é assim um sistema complexo devido à sua composição lipídica e 

proteínas membranares. (5) Algumas FQs necessitam de porinas para alcançar o seu alvo, 

particularmente da OmpF. (2-5) 
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2.2 Proteína F da Membrana Externa (OmpF) 

 

A proteína F da membrana externa (OmpF) é um homotrímero e cada canal da sua 

estrutura permite a difusão de pequenas moléculas hidrofílicas, preferencialmente 

catiónicas, com um tamanho inferior a 600 Da. (45,46) Cada canal da OmpF tem cerca de 

12 Å de diâmetro e 340 aminoácidos organizados numa estrutura em forma de barril. Cada 

barril é constituído por 16 folhas β pregueadas antiparalelas, ligadas entre si por loops, e 

com uma orientação entre 30 e 60º relativamente ao eixo do trímero (Figura 7). 

(35,43,45,46)  

 

 

Figura 7. Estrutura do trímero da OmpF de E. coli. A posição dos Loops 2 e 3 em cada monómero são 

mostrados em azul e laranja, respetivamente. Organização das vistas da OmpF: A – o trímero funcional 
mostrado a partir do topo, B – o monómero é mostrado de lado e C – representação da zona de constrição do 
canal. (45) 
 
 
A formação do trímero é atribuída às interações hidrofóbicas e polares das folhas β de cada 

monómero. O Loop 2, orientado para o exterior do canal, medeia a interação entre os 

monómeros, contribuindo para a sua estabilização (Figura 7A). O tamanho do canal é 

essencialmente determinado pelo Loop 3, uma vez que este se encontra dobrado para o 

interior do canal, originando uma zona de constrição (Figura 7A). (45) A seletividade da 

porina tem sido atribuída essencialmente à natureza dos resíduos da zona de constrição, 

nomeadamente à natureza negativa dos aminoácidos de aspartato (D113) e glutamato 

(E117) (Figura 7C). (50,51)   

Diversos estudos mostram a existência de uma forte interação entre fluoroquinolona/OmpF 

e que esta interação aumenta a partir da primeira geração de FQs, indicando que existe 

uma correlação estabelecida entre a afinidade destes antibióticos à OmpF e a sua 

hidrofilicidade. (2,52-55) Uma elucidação molecular atribui este facto à dependência do pH, 

admitindo que a molécula de FQ penetra perfeitamente no poro na forma de ião-dipolar, 

interagindo simultaneamente com os resíduos carregados negativamente do Loop 3 e com 
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os resíduos carregados positivamente da parede do barril. (56) Contudo, como já referido 

anteriormente, mutações nas porinas são uma das maiores causas de resistência 

bacteriana. Devido ao conhecimento deste mecanismo de resistência, as interações 

fármaco-lípido assumiram assim uma grande importância na estratégia de 

desenvolvimento de novos antibióticos nos últimos anos. (1,5,6,43) 

 

 

 

 

 

2.3 Lípidos Membranares na Ação dos Agentes 

Antimicrobianos 

 

Uma das principais tendências na procura de novos antibióticos é o desenvolvimento de 

fármacos que tenham como alvo específico as membranas bacterianas, desestabilizando-

as ou induzindo a formação de domínios membranares. Na base deste conceito está, 

principalmente, a diferente composição lipídica entre a membrana bacteriana e eucariota. 

Enquanto o folheto externo da membrana plasmática de mamíferos consiste, quase 

exclusivamente, em fosfolípidos neutros, a bacteriana tem um elevado teor de fosfolípidos 

carregados negativamente (PG e CL), o que é um fator preponderante para a afinidade de 

vários tipos de moléculas antibacterianas. (1,6) É com a exposição a estes lípidos 

carregados negativamente, em conjunto com o LPS, que a membrana externa bacteriana 

fornece seletividade a agentes antimicrobianos catiónicos. (11,43,57) 

Existem vários mecanismos de ação descritos para os agentes antibacterianos catiónicos. 

Os peptídeos antimicrobianos, por exemplo, são uma classe de compostos que podem 

exibir dois mecanismos de ação diferentes. Alguns peptídeos têm demonstrado a produção 

de perturbações membranares significativas, pela formação de domínios específicos lípido-

peptídeo, segregação lateral de fase do ião dipolar a partir de fosfolípidos aniónicos, e até 

mesmo a indução de fases não-lamelares a condições fisiológicas relevantes. (43,58-61) 

Por outro lado, um mecanismo que tem sido reportado, tendo em conta a atividade 

biológica exibida por alguns destes peptídeos antimicrobianos, é o resultado do 

desequilíbrio do rácio de massa pela preferência da ligação a um domínio lipídico particular, 

produzindo localmente uma desproporção de massa que dirige a translocação do peptídeo 

através do aumento de curvatura da membrana nesse local. Este mecanismo é 
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comummente designado como modelo sinking raft e é responsável pela formação de poros 

transientes, após a dissipação do desequilíbrio de massa no folheto membranar induzido 

pelo péptido. (62,63)    

Obviamente que a natureza química dos agentes antibacterianos é bastante diversa e não 

é possível prever se os seus mecanismos de ação serão similares. No entanto, nos últimos 

anos o mecanismo basilar para o rompimento da barreira de permeabilidade das 

membranas, baseia-se na formação de domínios lipídicos membranares. (43) Este envolve 

a separação dos componentes lipídicos induzida por um agente antimicrobiano catiónico, 

resultando na formação de aglomerados de lípidos aniónicos e possivelmente originando 

defeitos nas fronteiras entre os domínios lipídicos, reduzindo eficientemente a 

probabilidade destes se reorganizarem (Figura 8). (43,64-66) Contudo, estes domínios 

membranares não podem por si só conduzir à toxicidade, pois acredita-se que os domínios 

estão comummente presentes nas membranas biológicas. Sugere-se que devido à grande 

heterogeneidade nas interfaces dos domínios biológicos membranares, estes são 

estabilizados através da concentração de outras moléculas na interface do domínio para 

reduzir a tensão da membrana. Porém, quando os domínios são formados como 

consequência da adição de um agente antimicrobiano, não existe tempo suficiente para 

que a membrana se reorganize para acomodar esta nova mudança na sua organização. É 

este o mecanismo que tem servido de base para o desenho racional de fármacos com uma 

toxicidade seletiva para certos organismos. (43) Na questão da produção de novos agentes 

antimicrobianos, o conceito de complexos metálicos das FQs tem ganho importância, já 

que estes têm-se revelado potenciais substitutos desta classe de antibióticos. Estes novos 

derivados das FQs exibem um efeito antimicrobiano comparável ou superior ao respetivo 

antibiótico na forma livre mas a elevada interação com os lípidos pode favorecer uma via 

de influxo alternativa, que pode superar o mecanismo de resistência resultante da mutação 

de porinas. (1,4-8)  

 

 
Figura 8. Desenho ilustrativo do tipo de rearranjo dos lípidos que pode ocorrer devido à ligação de certos 

agentes antimicrobianos catiónicos. O aglomerado de lípidos aniónicos (grupos de cabeça roxa) num domínio 
separado ocorre como consequência da ligação do agente antimicrobiano. Isto provoca um rearranjo dos 
lípidos à volta do domínio, deixando defeitos na membrana e no recrutamento de lípidos aniónicos de outros 
locais da membrana onde podem ser necessários para a sua função. (43) 
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3. Complexos Metálicos das Fluoroquinolonas  

 

Os fármacos são tipicamente compostos polifuncionais, desenhados para interagir com 

recetores ou órgãos específicos. O design de complexos fármaco-metal são de particular 

interesse na investigação farmacológica. As combinações de metais com agentes 

antibacterianos são conhecidas por melhorar a atividade dos fármacos, diminuir a sua 

toxicidade e atuar como regulador da expressão genética, sendo uma ótima ferramenta em 

biologia molecular. (67)  

Na tentativa de contornar a resistência bacteriana às FQs, têm sido desenvolvidos 

complexos das mesmas com catiões de metais de transição, genericamente denominados 

metaloantibióticos. (1,4-8,11,37) As FQs são agentes quelantes para uma variedade de 

catiões metálicos e são vários os estudos que têm sido relatados e revistos na literatura 

sobre esta interação. (11,20,68-84) As atividades biológicas destes complexos metálicos 

têm sido racionalizadas e verifica-se que geralmente dependem da natureza dos iões 

metálicos, do seu estado de oxidação, natureza e tipo de ligandos coordenados e isómeros. 

(85) A síntese, propriedades físico-químicas, e características estruturais de vários 

compostos binários e ternários das FQs, juntamente com a sua atividade biológica foram 

revistas por Turel. (11) 

A grande diversidade de estudos sobre a interação entre as FQs e catiões metálicos 

realizados demonstra que só os complexos de cobre (II) são suficientemente estáveis em 

solução sob condições fisiológicas (pH~7,4 e uma gama de concentração na ordem de 

µM). (4,6,7,16) Evidências recentes mostram ainda que os complexos ternários de cobre-

FQ-(1,10)-fenantrolina ([Cu(II)/FQ/phen]) são mais estáveis, e consequentemente mais 

ativos, do que os complexos binários do tipo [Cu(II)/FQ], sugerindo que esta estabilidade 

se deve à interação intramolecular dos ligandos. (1,8,16,21,25)  

O atual interesse dos complexos de cobre advém da sua potencial utilização como agente 

antimicrobiano, antiviral, anti-inflamatório ou mesmo agente anti-tumural, bem como das 

suas propriedades de intercalação, devido ao seu papel biológico e atividade sinérgica com 

fármacos. (6,7,37) Além disso, os complexos de cobre comportam-se como nucleasses 

químicas eficientes, quando preparados por combinação de fármacos e ligandos 

heterocíclicos dadores de azoto. (10) Desde a sua descoberta em 1979, que os iões de 

cobre foram capazes de clivar DNA quando complexados com 1,10-fenantrolina (phen). 

(4,16) A fenantrolina é amplamente usada em química de coordenação, sendo um ligando 

bidentado (NN) considerado um bom agente quelante de iões metálicos. (25) Deste modo, 
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a atividade biológica destes metaloantibióticos parece combinar a atividade antibacteriana 

das FQs e a atividade de DNAase dos complexos cobre(II)/phen, o que os torna ainda mais 

promissores para tentar contrariar a resistência bacteriana. (5,21) 

 

 

 

 

 

3.1 Complexos Ternários de Cobre(II) 

 

O cobre é um ião metálico fisiologicamente relevante que tem um papel importante, quer 

como metal vestigial essencial quer como constituinte de vários compostos administrados 

exogenamente em seres humanos. (4,7,10) No estado de oxidação 2+, o cobre tem a 

configuração eletrónica 1s22s22p63s23p63d9. Os números de coordenação adotados pelo 

cobre (II) são quatro, cinco e, mais usualmente, seis. Porém, a estrutura de coordenação 

octaédrica regular é muito rara devido à presença de nove eletrões na orbital 3d, o que 

causa uma distorção no arranjo octaédrico dos ligandos – efeito de Jahn-Teller. Esta 

distorção geralmente conduz a um alongamento de duas ligações resultando em duas 

ligações curtas e duas longas no plano equatorial. O tipo de complexos formados por Cu(II) 

com ligandos bidentados coordenados através de átomos de azoto, depende da disposição 

espacial dos dois átomos dadores e dos impedimentos estéreos da molécula de ligando. 

No caso de complexos de cobre (II) contendo a 1,10-fenantrolina como ligando, uma 

grande variedade de complexos é conhecida, no qual o cobre se encontra penta-

coordenado. (86-88)   

A formação do complexo metálico da FQ pode ser atribuída à existência combinada de 

dois ligandos com anéis de cinco e/ou seis átomos, a interações de empilhamento π–π 

entre os anéis aromáticos, e a ligações por retrodoação π, uma interação mediada por 

cobre(II), resultando numa sinergia que favorece a formação de complexos ternários 

(21,89-91). Na literatura está demonstrado que a contribuição mais importante deriva das 

ligações por retrodoação π metal-ligando das bases-N heteroaromáticas presentes (i.e. 

eletrões d do metal são atraídos para as orbitais π* dos grupos fenilo da fenantrolina), para 

além das ligações δ metal-ligando. Devido a este efeito, Cu(phen)2+ é eletrofílicamente 

semelhante ao Cu2+ (aq). Deste modo, a formação de complexos ternários é favorecida, 

fenómeno que no caso particular dos complexos de Cu2+, deve prevalecer sobre os 
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restantes fatores de estabilização dado que este ião metálico é um melhor dador π 

relativamente a outros metais como Co2+ e Zn2+ (4). Os estudos de especiação em função 

do pH para a estabilidade dos sistemas ternários Cu(II):FQ:phen (1:1:1) em solução 

assumem o seguinte modelo:  

 

 

Cu2+ + FQ(H) + phen ⇌ [Cu(II)FQ(H)phen]2+                                                                        (1) 

 

Cu2+ + FQ(H) + phen ⇌ [Cu(II)FQphen]+ + H+                                                                       (2) 

 

 

Onde FQ(H) corresponde à fluoroquinolona na forma de ião-dipolar e FQ à forma 

desprotonada. Estes equilíbrios têm em conta a constante de acidez dos ligandos (FQ e 

phen) e a protólise dos catiões metálicos divalentes. As constantes de estabilidade 

encontradas na literatura para os complexos metálicos das FQs, numa gama de 

concentração na ordem dos µM, mostram que nestas condições, os complexos binários 

[Cu(II)/FQ] são totalmente dissociados, enquanto que o complexo ternário é estável e há a 

predominância das espécies [Cu(II)FQ(H)phen]2+  e [Cu(II)FQphen]+, a pH fisiológico.  

(4,7,8,21) Na Tabela 2 encontram-se sumariadas as constantes de estabilidade para o Cu2+ 

na formação dos complexos ternários da Ciprofloxacina, Levofloxacina e Moxifloxacina, os 

antibióticos usados neste estudo. (4) Devido à estabilidade destas espécies de complexo 

a pH fisiológico e à sua natureza catiónica, as interações eletrostáticas com os grupos 

carregados negativamente das cabeças dos fosfolípidos são promovidas, aumentando 

consideravelmente a sua interação com a membrana. (5,21)  

 

Tabela 2. Constantes de estabilidade dos complexos de Cu(II) determinados a 25ºC e I = 0,1 M 
(NaCl). (4) 

 Cpx Lvx Mxfx 

log CuHFQPhen 17,96 ± 0,05 16,53 ± 0,04 15,95 ± 0,04 

log CuFQPhen 8,42 ± 0,04 9,30 ± 0,09 7,84 ± 0,09 
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3.1.1 Descrição da Estrutura Cristalina 

 

Os dados cristalográficos da literatura confirmam inequivocamente a formação de 

complexos ternários de cobre(II) catiónicos com phen e diversas FQs, nomeadamente FQs 

de segunda geração, como [Cu(nfx)(phen)(H2O)](NO3).3H2O, podendo haver algumas 

diferenças na hidratação de moléculas de água de acordo com diferentes estudos (4,92), 

[Cu(cpx)(phen)](NO3).4H2O (93), [Cu(erx)(phen)(H2O)](NO3).2H2O (94), 

[Cu(ofx)(phen)(H2O)(NO3).2H2O (4) e [Cu(lmx)(phen)(NO3)].5H2O (4). A estrutura de vários 

complexos de cobre(II) das FQs por cristalografia revela que estes complexos exibem 

centros metálicos pentacoordenados com uma geometria piramidal quadrangular 

ligeiramente distorcida. No plano equatorial, as FQs atuam como ligandos bidentados que 

coordenam ao catião metálico através dos átomos de oxigénio dos grupo carbonilo e 

carboxilato adjacentes, e a 1,10-fenantrolina coordena por dois átomos de azoto. A posição 

axial é geralmente ocupada por uma molécula de água ou a partir de um ião nitrato, no 

caso da lmx (Figura 9). (4,7,8)  

 

 

Figura 9. Representação esquemática da geometria piramidal quadrangular ligeiramente distorcida do centro 

{CuN2O3}. (4) 

 
 
 
As estruturas moleculares dos cinco complexos catiónicos de cobre(II) mencionados acima 

estão representadas na Figura 10 e apresentam esferas de coordenação semelhantes. (4) 
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Figura 10. Representação esquemática das estruturas cristalinas dos complexos ternários de FQs de segunda 

geração: (A) [Cu(nfx)(phen)(H2O)](NO3)·3H2O, (B) [Cu(cpx)(phen)](NO3)·4H2O, (C) 
[Cu(erx)(phen)(H2O)](NO3)·2H2O, (D) [Cu(ofx)(phen)(H2O)](NO3)·2H2O e (E) [Cu(lmx)(phen)(NO3)]·5H2O. Os 
átomos de Hidrogénio estão omitidos por simplificação. (4)  

 
 
Como é típico em complexos estruturalmente análogos, as distâncias Cu-O e Cu-N no 

plano equatorial estão entre 1.8-2.0 Å, enquanto a ligação Cu-O (H2O) é consideravelmente 

maior (entre 2.2 e 2.3 Å). Além disso, para os ângulos cis e trans N/O–Cu–O/N, foram 

determinados os intervalos 80-105º e 165-170º, respetivamente. (4,8)  

No complexo Cu(II)/cpx/phen, a molécula cpx (2ª geração) comporta-se como um ligando 

tridentado em ponte desprotonado, coordenado ao centro de Cu(II) através do oxigénio do 

grupo carbonilo e um oxigénio carboxilato, e a um centro de Cu(II) vizinho através de um 

azoto do anel do grupo piperazina terminal. A esfera de coordenação é completada por 

dois átomos de azoto de phen originando uma esfera de coordenação {CuN3O2} (Figura 

10(B) e Figura 11). (4) O centro independente Cu(II) em cristalografia é igualmente penta-
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coordenado, revelando uma geometria piramidal quadrangular ligeiramente distorcida, com 

dois oxigénios do ligando cpx e dois átomos de azoto do ligando phen em posições 

equatoriais, e o átomo de azoto do anel de piperazina de um equivalente cristalográfico da 

molécula cpx na posição axial. Este padrão de coordenação leva à formação de um 

polímero catiónico em cadeia de coordenação unidimensional (Figura 11), 

[Cu(II)/cpx/phen]+. Estas cadeias catiónicas são mediadas por um número considerável de 

ligações de hidrogénio fracas C-H…O e C-H…F e interações de empilhamento π…π que 

envolvem os anéis de phen dos complexos vizinhos. Estas disposições estruturais originam 

espaços que podem acomodar contra iões NO3
- e a cristalização de moléculas de água. 

Adicionalmente, esses iões nitrato e moléculas de água são cruciais para a estabilização 

das estruturas cristalinas estendidas, visto que estão envolvidas num grande número de 

ligações de hidrogénio (O–H · · · O e O–H · · · N) com as moléculas de água coordenadas, 

os átomos de oxigénio das piridonas e grupos carboxilato, e os átomos de azoto dos 

ligandos FQs.  (4) 

 

 

Figura 11. Representação esquemática do polímero de coordenação (cadeia) 1D de [Cu(cpx)(phen)]+, formado 

na estrutura cristalina de Cu-cpx-phen. Omissão dos átomos de Hidrogénio por simplificação. (4) 

 
 
A estrutura cristalina do complexo Cu-lvx-phen (3ª geração) recentemente estudada (4,7) 

confirma a formação do complexo ternário Cu(lvx)(phen)(H2O)](NO3)∙2H2O (Figura 12). Os 

principais fatores estruturais deste complexo, em particular, as características geométricas 

do centro de coordenação Cu(II), incluindo distâncias e ângulos de ligação e o arranjo 

cristalino, são comparáveis aos complexos ternários de Cu(II) com FQs de gerações 

anteriores (Cu-nfx-phen, Cu-cpx-phen, Cu-erx-phen e Cu-ofx-phen). (4,7) Para os 

complexos Cu-spx-phen e Cu-mxfx-phen (4ª geração) esta estrutura ainda não foi 

confirmada devido ao facto de ainda não se ter obtido cristais isolados adequados destes 

complexos. (4) 

Cadeia de coordenação 1D
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Figura 12. Representação esquemática da estrutura cristalina do complexo catiónico 

[Cu(lvx)(phen)(H2O)](NO3) ∙2H2O (Cu-lvx-phen). (4) 

 

 

 

 

 

3.2 Atividade Antibacteriana dos Complexos Metálicos 

das FQs 

  

Dada a enorme estabilidade dos complexos ternários das FQs, estudos prévios já testaram 

a eficácia das FQs na forma livre e do seu respetivo complexo ternário de cobre contra 

diversas estirpes de bactérias Gram-negativas. (1,4-8,21,22) Os valores da concentração 

mínima inibitória (MIC) obtidos não demostraram nenhuma diferença significativa na 

eficácia entre a FQ e o respetivo metaloantibiótico. Estes resultados sugerem que, nem as 

alterações das propriedades químicas do antibiótico que resultam da coordenação com o 

catião metálico, nem o aumento considerável do complexo metálico comparado com o 

antibiótico livre, travam a eficácia da FQ como agente antimicrobiano. Contudo, uma maior 

diferença nestes valores de MIC é observada em ensaios realizados em mutantes 

laboratoriais de E. coli K12, deficientes em determinadas porinas (mais concretamente em 

OmpF). Este valor aumenta consideravelmente para as FQs na forma livre, confirmando a 

entrada destes antibióticos dependentes da via porina. No caso dos metaloantibióticos, o 

aumento de MIC não é tão pronunciado, sugerindo que o complexo pode penetrar a 

membrana externa das bactérias Gram-negativas por uma via adicional independente de 

porinas. (4,7,8,21) 
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Aliada a uma via de translocação diferente, os metaloantibióticos têm adquirido cada vez 

mais interesse devido ao facto destes complexos ternários exibirem uma elevada afinidade 

de ligação ao DNA e atuarem como nucleasse em DNA de plasmídeos, genómico e 

internucleosomal. (25,77,92,93,95-98) A degradação de DNA ocorre sob condições 

redutoras, por um mecanismo que envolve radicais hidroxilo. Na presença de H2O2 ou 

ascorbato, os metaloantibióticos são capazes de produzir radicais hidroxilo e superóxido a 

partir de uma reação tipo-Fenton ou Haber-Weiss, com a consequente redução do Cu(II) a 

Cu(I). Por sua vez, os radicais formados, espécies altamente reativas em oxigénio clivam 

eficientemente o DNA. A natureza catiónica do complexo promove interações eletrostáticas 

entre este e os grupos fosfato do esqueleto do DNA. Assim, a clivagem do DNA é possível 

graças à proximidade entre estas espécies. (99,100) 

Deste modo, os complexos [Cu(II)/(FQ)/phen] parecem ser candidatos adequados para 

mais ensaios laboratoriais. Dada as diferentes características hidro/lipofílicas destes 

complexos, o ataque direto das membranas bacterianas aparenta ser o foco central da sua 

captura, podendo contornar a resistência bacteriana a FQs. Esta probabilidade aumenta 

tendo ainda em conta a possível atividade de DNAase dos complexos ternários. 

(1,4,6,7,21,22,37) 

O presente estudo, focou-se na análise da interação e localização de metaloantibióticos 

com a membrana externa de bactérias Gram-negativas. Os complexos ternários utilizados 

centraram-se em FQs de 2ª, 3ª e 4ª geração, mais concretamente, da Ciprofloxacina, 

Levofloxacina e Moxifloxacina. 
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4. Técnicas Utilizadas 

 

Neste capítulo apresentam-se alguns aspetos relevantes sobre as várias técnicas 

utilizadas neste estudo. É feita uma abordagem sobre a preparação de lipossomas como 

modelo mimético da membrana externa de bactérias Gram-negativas, bem como das suas 

características físico-químicas. A espectroscopia de fluorescência foi a ferramenta base 

usada nos estudos biofísicos, apresentando-se por isso uma contextualização específica 

e descrição dos modelos matemáticos utilizados. Este capítulo contém ainda uma 

abordagem teórica sobre os equipamentos e procedimentos experimentais executados.  

 

 

 

 

 

4.1 Lipossomas como Modelo de Membranas Biológicas 

 

O transporte de fármacos através da membrana celular é um processo biológico complexo, 

muitas vezes difícil de compreender devido à natureza dinâmica desta estrutura. (101) 

Desta forma, o desenvolvimento de sistemas modelo membranares lipídicos têm-se 

demonstrado muito úteis para ajudar os investigadores a compreender o papel dos lípidos 

nas interações celulares. A organização lipídica destes sistemas imita o arranjo dos lípidos 

nas membranas celulares naturais e podem apresentar-se em diversas formas como 

bicamadas, monocamadas e lipossomas. (41,101)  

A interação entre vesículas lipossómicas e quinolonas tem vindo a ser mencionada como 

referência na compreensão da difusão destes antibióticos através de bicamadas lipídicas. 

(102) Têm ainda a vantagem de permitir o uso de várias técnicas espectroscópicas, como 

a fluorescência, para estudos biofísicos. (101) Desta forma, utilizaram-se lipossomas como 

modelo para mimetizar a membrana externa de bactérias Gram-negativas. 
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4.1.1 Classificação e Propriedades Físico-químicas  

 

Os lipossomas são pequenas vesículas esféricas com uma ou mais bicamadas lipídicas, 

envolvidas por uma fase aquosa. São compostas essencialmente por fosfolípidos, 

organizados com a sua cabeça polar orientada para o meio aquoso, localizado tanto no 

exterior como no interior da bicamada. (103,104) O diâmetro dos lipossomas varia entre 

0,02 a 10 µm e podem ser classificados com base no seu tamanho e número de bicamadas: 

vesículas multilamelares (MLVs) compostas por várias bicamadas lipídicas e vesículas 

unilamelares compostas apenas por uma bicamada. Estas últimas podem ainda ser 

divididas em vesículas unilamelares grandes (LUVs) e vesículas unilamelares pequenas 

(SUVs) (Figura 13). (103) 

 

 

Figura 13. Classificação de lipossomas de acordo com o seu número de bicamadas e respetivo tamanho. 

 
 
As propriedades físico-químicas dos lipossomas (fluidez e carga) dependem do tipo de 

lípidos bem como da sua proporção, tamanho das cadeias hidrocarbonadas, carga à 

superfície, sensibilidade ao pH e respetiva temperatura de transição de fase (Tm). (103,104) 

Devido à heterogeneidade dos fosfolípidos e à sua organização lateral em diferentes 

escalas de tempo e comprimento, as transições de fase são uma das propriedades mais 

importantes a ter em conta no desenvolvimento de um sistema modelo biomembranar. (41) 

A temperatura de transição de fase é caracterizada pela transição de um estado de grande 

ordenação e rigidez das cadeias hidrofóbicas para um estado mais desordenado e fluído 

destas caudas. Deste modo, os lípidos podem apresentar-se fundamentalmente em duas 

Bicamada

fosfolipídica

Lipossomas unilamelares Lipossomas multilamelares
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fases termodinâmicas, fase gel e fase fluída, respetivamente (Figura 14). A temperatura de 

transição de fase difere entre os fosfolípidos visto que depende da composição das cadeias 

hidrocarbonadas que cada um possui. Por norma, lípidos com cadeias de ácidos gordos 

curtas e insaturadas atingem a transição de fase a uma temperatura inferior à dos 

compostos por cadeias longas e saturadas. A fase de gel, correspondente à mais 

ordenada, é estabilizada por interações de van der Waals, o que explica que lípidos com 

cadeias mais curtas tenham uma Tm inferior, uma vez que a sua superfície de contacto 

disponível para interações é menor. (105)  

No meio biológico, o comportamento termotrópico dos lípidos influencia a estabilidade e 

permeabilidade das membranas, o que está intimamente relacionado com as respetivas 

temperaturas de transição de fase. Desta forma, o desenho racional de modelos 

lipossómicos requer um conhecimento do seu comportamento quando são submetidos a 

variações de temperatura. (41) 

 

 

Figura 14. Esquema das fases termodinâmicas das bicamadas lipídicas, fase gel e fase fluída, respetivamente.  

 

 

 

 

4.1.2 Preparação de Lipossomas 

 

As vesiculas lipossómicas são sintetizadas em laboratório a partir de lípidos naturais e/ou 

de origem sintética. (103) O tamanho e o número de bicamadas são propriedades 

importantes a ter em conta na escolha do modelo mimético membranar. As vesículas 

unilamelares são melhores sistemas que as MLVs, uma vez que são formadas por uma 

única bicamada tal como as biomembranas. Devido à sua elevada curvatura, as SUVs 
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apresentam algumas anomalias no empacotamento dos lípidos, o que faz com que sejam 

muito sensíveis à degradação pelas biomoléculas. Deste modo, os LUVs têm sido 

considerados os melhores sistemas a ser usados como modelos membranares, (106) pelo 

que neste trabalho se procedeu à preparação de LUVs. 

A formação espontânea de estruturas membranares foi primeiramente descrita pelo 

investigador Bangham (107), após a dispersão de fosfolípidos num meio aquoso. Esta 

dispersão dá origem à formação de MLVs, onde a principal ocorrência de agregação se 

deve à proteção das cadeias de ácidos gordos das moléculas de água, principalmente por 

efeitos hidrofóbicos. (107) Este é o processo de preparação mais usual para a obtenção 

imediata de MLVs. A partir destas vesículas multilamelares podem ser obtidas as restantes 

espécies. (103)  

Neste trabalho, para a preparação de lipossomas optou-se pelo método de hidratação do 

filme lipídico, que tem por base os princípios descritos por Bangham. A suspensão de MLVs 

advém da hidratação do filme lipídico originado pela evaporação da solução de lípidos num 

determinado solvente orgânico, geralmente efetuada num balão de fundo redondo. (108) 

A formação de LUVs é realizada através do método de extrusão de MLVs com filtros 

específicos, cujo diâmetro dos poros é bem definido. A extrusão deve ser realizada acima 

da temperatura de transição dos lípidos intervenientes e devem ser executadas diversas 

passagens da suspensão lipossómica através do filtro, para garantir um sistema 

homogéneo com um tamanho bem definido (Figura 15). (4,5,7,10) 

 

 

Figura 15. Representação esquemática da preparação de MLV’s pelo método de hidratação do filme lipídico. 

[A] – Dissolução dos lípidos num solvente orgânico adequado; [B] – Formação do filme lipídico nas paredes do 
balão, por evaporação do solvente orgânico; [C] – Hidratação do filme lipídico por adição de solução aquosa; 
[D] – Agitação e obtenção de MLV’s; [E] – LUV’s obtidas por extrusão. (Adaptada de www.avantilipids.com/]) 
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4.1.3 Sistemas Lipossómicos 

 

Para além de mimetizarem corretamente biomembranas, o uso de sistemas lipossómicos 

como vetor de entrega de fármacos tem inúmeras aplicações nas indústrias de cosmética 

e farmacêutica. Uma vez que estas vesículas lipossómicas podem ter uma ou mais 

bicamadas fosfolipídicas, é possível transportar fármacos no meio aquoso ou lipídico, de 

acordo com a natureza desses fármacos. (102-104)  

Devido à flexibilidade estrutural dos lipossomas, é possível formar estruturas com uma 

composição lipídica idêntica à membrana que se pretende estudar. (33) Como 

anteriormente referido, os fosfolípidos que formam a membrana externa de bactérias 

Gram-negativas são essencialmente PE, PG e CL. Neste trabalho, utilizou-se 

especificamente a composição da membrana externa de E. coli, uma bactéria Gram-

negativa que se sabe que possui resistência bacteriana às FQs. (6,33) Esta membrana é 

composta por 57% de lípidos de PE, 15% de lípidos de PG e 10% de lípidos de CL (Figura 

16), onde os lípidos PE se encontram na forma de ião-dipolar e os lípidos PG e CL na forma 

aniónica. A CL é um tipo de lípido com uma estrutura particular. É um fosfolípido com quatro 

cadeias hidrocarbonadas ligadas a uma cabeça polar com uma carga negativa dupla. Esta 

cabeça é uma entidade com mobilidade reduzida e possui uma pequena área transversal 

por lípido. Estas características conferem-lhe rigidez que tem impacto nas propriedades 

termotrópicas da membrana onde está incorporada. Além destes três tipos de lípidos, 

existe ainda uma fração de 18% de lípidos não identificados na membrana externa de E. 

coli. (6,41,57) Desta forma, foram preparados LUVs de extrato total lipídico natural de E. 

coli, de forma a mimetizar corretamente a membrana desta bactéria. 

Visto que os lípidos são moléculas anfipáticas, é possível avaliar a localização dos 

fármacos nos LUVs. Deste modo, o antibiótico pode atuar com as vesículas lipossómicas 

a três níveis distintos: se o fármaco for hidrossolúvel vai encontrar-se no compartimento 

aquoso do lipossoma, enquanto se for hidrofóbico, encontrar-se-á na zona apolar da 

bicamada. Porém, se for anfotérico, o fármaco rearranja-se de modo a colocar a sua parte 

hidrofílica junto aos grupos polares da membrana e a sua parte hidrofóbica junto às cadeias 

hidrocarbonadas. (103) Os estudos de interação e localização dos metaloantibióticos com 

LUVs de extrato total de E. coli foram realizados através de técnicas de espectroscopia de 

fluorescência. 
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Figura 16. Estrutura molecular predominante dos principais fosfolípidos encontrados para E. coli: [A] – PE, [B] 

– PG e [C] – CL. As estruturas podem variar relativamente ao tamanho e composição das cadeias 
hidrocarbonadas. (Adaptada de www.avantilipids.com/) 

 

 

 

 

 

4.2 Espectroscopia de Fluorescência 

 

Durante as últimas décadas deu-se um crescimento notável da utilização da 

espectroscopia de fluorescência pelos cientistas das mais diversas áreas. Atualmente, a 
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fluorescência é uma metodologia dominante, altamente sensível e as suas medidas podem 

fornecer informação de uma vasta gama de processos moleculares. (109) 

A espectroscopia consiste no estudo da interação da radiação eletromagnética com a 

matéria e compreende essencialmente três passos: 1. Irradiação da amostra; 2. Obtenção 

do espectro ou difractograma; 3. Interpretação dos parâmetros espectrais e recolha de 

informação. A radiação eletromagnética é descrita como uma oscilação de campos 

elétricos (E) e magnéticos (B) perpendiculares entre si, onde se deslocam pequenas 

partículas denominadas fotões. A relação entre o comprimento de onda e a energia destas 

partículas é descrita pela fórmula de Planck: E = hν, onde h é a constante de Planck 

(6,63x10-34 J.s) e ν é a frequência que, por sua vez, é inversamente proporcional ao 

comprimento de onda (𝜈 = 1 𝜆⁄ ). O espectro eletromagnético engloba radiação com 

frequências elevadas e, por isso altamente energética como os raios x, até às micro-ondas 

caracterizadas por possuírem frequências baixas e serem energeticamente mais fracas 

(Figura 17). (110,111) 

Da incidência de radiação eletromagnética numa amostra podem resultar dois processos: 

dispersão ou absorção. No processo de dispersão vai ocorrer uma modificação da direção 

de propagação de luz, enquanto na absorção vai haver uma transferência de energia da 

radiação para a amostra. Para que ocorra o processo de absorção, é necessário fornecer 

quantidades específicas de energia à amostra, de modo a satisfazer a condição de Bohr: 

∆E = hν. Os níveis de energia de qualquer átomo ou molécula estão quantizados e, por 

isso, certas energias são absorvidas e outras não. Cada porção do espetro eletromagnético 

tem uma quantidade de energia apropriada para a excitação de um determinado processo 

físico (Figura 17). (110) 

O fenómeno de fluorescência é caracterizado pela ocorrência de transições entre estados 

eletrónicos. A energia que consegue levar à excitação eletrónica abrange a gama do 

espectro UV-Visível (~190-750 nm), promovendo a passagem dos eletrões de valência 

para uma orbital mais energética. Posteriormente, os eletrões no estado excitado 

regressam ao estado fundamental emitindo luz, constituindo o fundamento da 

espectroscopia de fluorescência. (110,111) 
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Figura 17. Espectro eletromagnético que se estende desde radiação de baixa frequência (micro-ondas) até 

radiação com elevadas frequências (Raios-X) e respetivos efeitos resultantes da sua interação com a matéria. 
(Adaptada de http://hyperphysics.phy-astr.gsu.edu/hbase/mod3.html) 

 

 

 

 

4.2.1 Fenómeno de Fluorescência 

 

Uma molécula é excitada pela absorção de um fotão, a qual pode regressar ao estado 

fundamental com emissão de luz, sendo este um dos efeitos físicos resultantes da 

interação da luz com a matéria. A emissão de luz a partir de substâncias em estados 

eletronicamente excitados é denominada luminescência e é convencionalmente dividida 

em duas categorias – fluorescência e fosforescência – dependendo da natureza do estado 

excitado. (109) 

Em estados singletos excitados, o eletrão na orbital excitada está emparelhado (por spin 

oposto) a um segundo eletrão numa orbital no estado fundamental. Consequentemente, o 

regresso ao estado fundamental é permitido por spin e ocorre rapidamente pela emissão 

de um fotão. A taxa de emissão de fluorescência é tipicamente 108 s-1, de modo que o 

tempo de vida de fluorescência é perto de 10 ns (10 x 10-9 s). A fosforescência é a emissão 

de luz a partir de estados tripletos excitados, no qual o eletrão na orbital excitada tem a 

mesma orientação de spin que o eletrão no estado fundamental. Estas transições para o 

estado fundamental são proibidas e a taxa de emissão é baixa (103 a 100 s-1), de modo que 
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os tempos de vida de fosforescência são normalmente na ordem dos milissegundos a 

segundos. (109) 

Os fenómenos de absorção e emissão de luz estão profundamente relacionados e são 

geralmente ilustrados pelo diagrama de Jablonski (Figura 18). O singleto no estado 

fundamental e no primeiro e segundo estados eletrónicos estão representados pelas letras 

S0, S1 e S2, respetivamente. Em cada um destes níveis eletrónicos de energia, os 

fluoróforos podem existir num certo número de níveis de energia vibracional, representados 

no diagrama por 0, 1, 2. Transições entre os estados eletrónicos são descritas como linhas 

verticais para ilustrar a natureza instantânea da absorção de luz. Esta descrição assenta 

no princípio de Franck-Condon, que refere que as transições ocorrem para uma posição 

fixa do núcleo, em cerca de 10-15 s, um tempo muito curto para os arranjos de spin nuclear. 

(109)  

Posteriormente à absorção de luz, outros processos podem ocorrer como a conversão 

interna (retorno direto ao estado fundamental sem emissão de fluorescência) e cruzamento 

intersistema (eventualmente seguida por emissão de fosforescência). Porém, estes dois 

fenómenos com poucas exceções competem com a fluorescência porque ocorrem numa 

escala de tempo superior ao tempo médio (tempo de vida) durante o qual as moléculas 

permanecem no estado excitado. (109,112) 

 

 

Figura 18. Forma típica do diagrama de Jablonski. A informação detalhada do diagrama encontra-se explicita 

no texto. (Adaptada de (109)) 
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4.2.2 Medições Espetroscópicas  

 

A emissão de fluorescência advém de parâmetros específicos de cada fluoróforo, sendo 

as características mais importantes o tempo de vida (τ) e o rendimento quântico (φ). O 

tempo de vida traduz o tempo médio que uma molécula permanece no estado excitado 

antes de regressar ao estado fundamental, enquanto o seu rendimento quântico representa 

o número de fotões emitidos relativamente ao número de absorvidos. (109) 

As medidas de fluorescência podem ser classificadas em dois tipos: modo estacionário e 

resolvida no tempo. Enquanto as medidas em modo estacionário são simples, as medidas 

de fluorescência resolvida no tempo são mais complexas e requerem instrumentação mais 

cara. Contudo, existem várias vantagens associadas a este segundo tipo de medição, (109) 

que serão exploradas nos próximos subcapítulos.  

O sucesso das medições de fluorescência requer atenção e compreensão da 

instrumentação. Além disso, existem muitos detalhes experimentais que podem alterar os 

dados obtidos, (109) apresentando-se uma pequena resenha sobre os equipamentos 

usados.  

 

 

 

4.2.2.1 Fluorescência em Modo Estacionário 

 

As medidas de fluorescência em modo estacionário, ou espectroscopia de fluorescência 

por excitação contínua, são aquelas que medem a emissão por uma excitação contínua de 

intensidade de luz. Este tipo de medição, a mais comum, necessita de um 

espetrofluorímetro cujo diagrama esquemático se encontra representado na Figura 19: este 

equipamento possui uma lâmpada que funciona como fonte de excitação. Sucintamente, o 

feixe produzido pela fonte atinge o monocromador de excitação que transmite 

seletivamente luz com um comprimento de onda específico previamente definido. A luz 

transmitida passa através de duas fendas ajustáveis, o que diminui a luz difusa (luz com 

comprimento de onda diferente do selecionado) aumentando, consequentemente, a sua 

resolução. De seguida, esta luz “filtrada” passa pelo centro da amostra, excitando as 

moléculas que emitem um feixe referente à emissão de fluorescência. Esta segue em 

direção a um monocromador de emissão, posicionado num ângulo de 90º relativamente ao 

trajeto da luz de modo a eliminar qualquer luz que não tenha sido absorvida. Neste 
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monocromador define-se um intervalo de comprimento de onda e a luz emitida atravessa 

fendas ajustáveis, atingindo o tubo fotomultiplicador (TFM). Neste compartimento a 

fluorescência detetada é amplificada e quantificada por dispositivos eletrónicos 

apropriados. O resultado é geralmente apresentado na forma gráfica e armazenado 

digitalmente. (109)  

O equipamento mostrado está ainda equipado com polarizadores que estão presentes 

tanto no trajeto da luz de excitação como de emissão. Geralmente estes apenas são 

ativados quando são necessários para determinadas medições, como é o caso da 

anisotropia de fluorescência. (109) 

 

 

Figura 19. Diagrama esquemático de um espetrofluorimetro. (Adaptada de (109))  

 

 

 

4.2.2.2 Fluorescência Resolvida no Tempo 

 

O segundo tipo de medida, resolvida no tempo, é usada para medir decaimentos de 

intensidade ou decaimentos de anisotropia. O decaimento de intensidade é gravado com 
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um sistema de deteção de alta velocidade que permite que a intensidade ou anisotropia 

seja medida numa escala de ns. (109) 

A medição de fluorescência resolvida no tempo pode ser realizada através de dois 

métodos: método de domínio de tempo ou método de domínio de frequência, consoante a 

amostra seja sujeita a uma excitação pulsada ou modulada, respetivamente. (109) No 

presente estudo foi utilizado o domínio de tempo como método para medir decaimentos de 

intensidade. Este decaimento diz respeito à distribuição de tempo pelos fotões emitidos. A 

emissão é um evento aleatório e cada fluoróforo excitado tem a mesma probabilidade de 

emitir num determinado período de tempo. Para um grande número de fotões, alguns 

fluoróforos irão emitir mais rapidamente a seguir à excitação enquanto outros irão emitir 

em tempos maiores que o tempo de vida, resultando num decaimento exponencial da 

população no estado excitado. (109) 

Nas medições de domínio do tempo ou fluorometria pulsada, a amostra é exposta a um 

pulso de luz muito curto, de preferência mais curto do que o tempo de vida (τ) da amostra. 

Uma das técnicas utilizadas para a obtenção do decaimento da intensidade de 

fluorescência baseia-se no método de contagem de fotões únicos correlacionados no 

tempo (TCSPC). Neste método, a amostra é excitada por um pulso de luz e os fotões de 

excitação são correlacionados temporalmente com os fotões emitidos pela amostra. A 

essência deste método é o conversor tempo-amplitude (TAC), como se pode ver 

esquematizado na Figura 20. (109) 

 

 

Figura 20. Método TCSPC. Este baseia-se na deteção de tempos de chegada de fotões individuais após a 

excitação da amostra. A produção de um pulso de luz inicia o sistema eletrónico de contagem (TAC) que é 
interrompido quando o fotão emitido pela amostra atinge o detetor.  
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O aparelho eletrónico especializado para medir o tempo de decaimento entre a excitação 

e a emissão está esquematizado com maior detalhe na Figura 21. A experiência começa 

com a excitação da amostra (S), usando um pulso de luz de uma fonte de laser ou LED. 

Cada pulso de excitação é monitorizado através de um discriminador de função constante 

(CFD), que com precisão mede o tempo de chegada do pulso, e gera uma rampa de 

voltagem no TAC, que aumenta linearmente numa escala de tempo de ns. Similarmente, 

o tempo do fotão proveniente da amostra é também detetado em CFD mas interrompe a 

rampa de voltagem iniciada no TAC. O TAC contém desta forma uma voltagem 

proporcional ao tempo de decaimento (∆t) entre os sinais de excitação e emissão. Esta 

voltagem é amplificada (PGA) e convertida num valor numérico por um conversor analógico 

(ADC) sendo posteriormente armazenada como um evento singular. Uma vez que a taxa 

de deteção é tipicamente 1 fotão por 100 pulsos de excitação, este processo é repetido até 

atingir um pico de 10 000 contagens. Os resultados são armazenados na forma de 

histograma com as contagens de fotões em função do tempo. Cada contagem é associada 

a um canal com um intervalo de tempo fixo (∆t). Assim, sinais com um tempo t+∆t irão ficar 

registados num canal específico (Figura 20). A largura dos canais também irá influenciar a 

resolução de tempo do sistema. (109) 

 

 

Figura 21. Esquema eletrónico para o método TCSPC. (Adaptada de (109)) 
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4.2.2.3 Dados de Fluorescência Resolvida no Tempo 

 

A interpretação dos dados obtidos por TCSPC é muito mais complexa que os obtidos por 

fluorescência em modo estacionário e, em geral, não pode ser realizada usando métodos 

gráficos. Vários métodos podem ser utilizados sendo o mais frequente o uso de um 

software que se baseia no método dos mínimos quadrados. Com o uso do software surgem 

três curvas associadas ao decaimento de intensidade. Essas correspondem aos dados 

medidos N(t)k, à função de resposta do instrumento L(t)k e ao decaimento calculado NC(t)k. 

Uma vez que os fotões contados são recolhidos em canais específicos, estas funções são 

descritas em termos de tempos discretos. Os dados obtidos são apresentados como o 

logaritmo das contagens de fotões (logI) versus tempo (t). (109) 

A função de resposta do instrumento (L(t)k) provém do facto do decaimento de intensidade 

de fluorescência obtido por TCSPC ser afetado pela largura finita do pulso de excitação e 

pela componente eletrónica de deteção. Esta função, também conhecida como perfil da 

lâmpada, é usualmente obtida utilizando uma solução diluída de dispersão, tal como sílica 

coloidal (LUDOX), e sem filtro de emissão. O decaimento obtido é uma convolução do perfil 

da lâmpada e o decaimento real da fluorescência dos dados medidos (N(t)k) é obtido por 

um procedimento de desconvolução. (109) 

O objetivo do método dos mínimos quadrados é ajustar os dados obtidos com um modelo 

matemático consistente, de forma a obter parâmetros para o modelo que fornece a melhor 

correspondência entre os dados medidos e o decaimento calculado. A melhor maneira de 

determinar uma gama de parâmetros consistentes com os dados é a partir da análise do 

valor de chi-quadrado (χR
2). Este valor χR

2 deve ser o mínimo possível, à volta de zero, com 

um valor significativo próximo da unidade. Se o valor χR
2 reduzido for aceitável então os 

dados são consistentes. No conjunto, se os valores à superfície de χR
2 não demonstrarem 

um mínimo bem definido, então os dados não serão adequados para determinar 

parâmetros. O tempo de decaimento é calculado a partir do declive do gráfico de logI versus 

t obtido. (109) 
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4.2.2.4 Fluorescência em Modo Estacionário versus Fluorescência 

Resolvida no Tempo 

 

É importante perceber a relação entre as medidas de fluorescência em modo estacionário 

e resolvida no tempo. Uma observação estática é simplesmente uma média do fenómeno 

de fluorescência resolvida no tempo sobre o decaimento da intensidade de uma amostra. 

A grande vantagem da medição resolvida no tempo assenta no facto de os decaimentos 

de intensidade conterem informação molecular que é perdida durante o processo de 

cálculo da média de tempo. (109)  

 

 

 

 

4.2.3 Extinção de Fluorescência 

 

A extinção (“quenching”) de fluorescência refere-se a qualquer processo onde há 

diminuição da intensidade de fluorescência de um fluoróforo na presença de um agente de 

extinção. Esta técnica implica que haja contacto molecular direto entre ambas as espécies, 

revelando a acessibilidade dos fluoróforos aos agentes de extinção. Por esta razão, a 

técnica de extinção de fluorescência resulta em numerosas aplicações bioquímicas. (109) 

No presente trabalho, os estudos de extinção foram usados para revelar a localização dos 

metaloantibióticos em lipossomas de extrato total de E. coli. Esta aplicação está ilustrada 

na Figura 22. Como se pode observar, no lado direito da figura, a intensidade de emissão 

de um fluoróforo localizado à superfície da membrana (F2) vai diminuir na presença de um 

agente de extinção (E) solúvel em água. Por outro lado, quando um fluoróforo se encontra 

embebido na membrana (F1) a sua intensidade vai ser menos afetada pelo mesmo agente 

de extinção (esquerda). (109) 
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Figura 22. Acessibilidade do fluoróforo (F) ao agente de extinção (E) solúvel em água. (Adaptada de (109)) 

 
 
A extinção de fluorescência pode ocorrer por dois mecanismos diferentes. A extinção 

estática ocorre quando há formação de um complexo, não fluorescente, entre o agente de 

extinção e o fluoróforo quando este último se encontra no estado fundamental. A extinção 

dinâmica ou colisional ocorre quando o agente de extinção colide com o fluoróforo quando 

este se encontra no estado excitado. Neste mecanismo, o fluoróforo regressa ao estado 

fundamental sem emissão de fotão e sem qualquer alteração química das moléculas 

envolvidas após o contacto com o agente de extinção. (109) 

 

 

 

4.2.3.1 Agentes de extinção de Fluorescência 

 

Existe uma enorme variedade de pequenas moléculas ou iões que podem atuar como 

agentes de extinção de fluorescência. O mecanismo de extinção varia com o par fluoróforo-

agente de extinção, facto diretamente relacionado com as propriedades químicas destas 

moléculas. (109)  

No presente estudo os agentes de extinção utilizados foram o ião iodeto (I-) e a acrilamida. 

O efeito do ião iodeto faz-se sentir nas propriedades fluorescentes do fármaco quando este 

se encontra livre em solução, devido à sua incapacidade de acesso a regiões hidrofóbicas. 

(113) O seu mecanismo de extinção resulta num cruzamento intersistema para um estado 

excitado tripleto (Figura 18), promovido por um acoplamento spin-orbita entre o halogénio 

e o fluoróforo excitado no estado singleto. (109) A acrilamida, uma pequena molécula polar, 
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tem uma eficiência de extinção que é independente da polaridade do microambiente à volta 

do fluoróforo mas limitada por uma possível blindagem estérea. (36) Sendo um agente de 

extinção deficiente em eletrões, o seu mecanismo consiste na captura de eletrões a partir 

de fluoróforos excitados. (109) 

Visto que tanto o ião iodeto como a acrilamida atuam em fluoróforos no estado excitado, a 

medida do tempo de vida fornece um atributo valioso no fenómeno de extinção de 

fluorescência dinâmica. O tempo de vida é uma das características mais importantes de 

um fluoróforo, uma vez que determina o tempo disponível para um fluoróforo interagir ou 

difundir-se no seu ambiente. Consequentemente, esta informação fica disponível a partir 

da emissão. Sendo que a absorção é um evento instantâneo, menos do que 10-15 s, a 

emissão ocorre durante um período de tempo mais longo. A quantidade de tempo que os 

metaloantibióticos permanecem no estado excitado fornece uma oportunidade para as 

interações com o ião iodeto e a acrilamida. (109)   

 

 

 

4.2.3.2 Extinção de Fluorescência Dinâmica 

 

Os agentes de extinção utilizados neste trabalho, ião iodeto e acrilamida, originam uma 

extinção dinâmica. Para os fenómenos de extinção, quer dinâmica quer estática, a 

diminuição da intensidade de fluorescência é descrita pela equação de Stern-Volmer: (109) 

 

 

𝐹0

𝐹
= 1 + 𝑘𝑠𝑣[𝑄] = 1 + 𝑘𝑞𝜏0[𝑄]                                                                (3)       

 

                            

Onde F0 e F são as intensidades de fluorescência na ausência e na presença do agente 

de extinção, respetivamente; ksv é a constante de extinção de Stern-Volmer e [Q] é a 

concentração do agente de extinção. A constante de Stern-Volmer traduz-se no produto de 

kq por τ0, onde kq é a constante biomolecular de velocidade no processo extinção e τ0 o 

tempo de vida na ausência do agente de extinção. A representação gráfica de F0/F versus 

[Q] origina uma reta de ordenada na origem igual a 1 e declive igual a ksv.  
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A constante ksv indica a sensibilidade de um fluoróforo ao agente de extinção. Um fluoróforo 

embebido numa macromolécula é usualmente inacessível a agentes de extinção solúveis 

em água, como o ião iodeto, sendo nesse caso o valor de ksv baixo. Valores maiores de ksv 

são encontrados se o fluoróforo estiver livre em solução ou à superfície de uma biomolécula 

(Figura 22). (109) 

Uma característica importante da extinção dinâmica é que além da redução da intensidade 

de fluorescência emitida, também se observa uma redução do tempo de vida do estado 

eletronicamente excitado (τ) relativamente ao tempo de vida observado na ausência de 

agente de extinção (τ0). Isto significa que a diminuição da intensidade de fluorescência é 

equivalente à diminuição do tempo de vida do fluoróforo, o que permite escrever: 

 

 

𝐹0

𝐹
=

𝜏0

𝜏
                                                                                                                   (4) 

 

 

E, por conseguinte: 

 

 

𝜏0

𝜏
= 1 + 𝑘𝑠𝑣[𝑄]                                                                                                                    (5) 

 

 

A redução do tempo de vida ocorre porque a extinção de fluorescência é uma razão 

crescente, à medida que se aumenta a concentração do agente de extinção, despopulando 

o estado excitado. (109) Apesar da equivalência entre as equações (3) e (5), dada a 

igualdade da equação (4), a equação (3) apenas é aplicável na análise de dados obtidos 

por medidas de fluorescência em modo estacionário, enquanto a equação (5) requer 

instrumentação para obter o registo temporal. Neste trabalho, as medidas de extinção de 

fluorescência foram realizadas através de fluorescência resolvida no tempo e, por isso, a 

equação (5) foi a usada no tratamento dos dados. 

Uma vantagem importante associada à medida do tempo de vida no fenómeno de extinção 

de fluorescência é a possibilidade de fazer a distinção entre extinção estática e dinâmica. 

Na extinção estática não ocorre diminuição do tempo de vida porque só as moléculas 
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fluorescentes são observadas. Desta forma, os complexos não fluorescentes têm um 

tempo de vida associado à população não afetada pelo agente de extinção igual ao τ0, isto 

é, 
𝜏𝑜

𝜏
= 1. (109) 

 

 

 

 

4.2.4 Anisotropia de Fluorescência 

 

A anisotropia de fluorescência é uma técnica invasiva bastante usada para detetar 

transições de fase em sistemas lipídicos. Tipicamente, as membranas não têm 

fluorescência intrínseca sendo que é necessário usar sondas fluorescentes que permitam 

avaliar a fluidez da membrana num intervalo de temperaturas. (41,109) 

Neste estudo, foi utilizada a anisotropia de fluorescência em modo estacionário para 

localizar os metaloantibióticos em LUVs de extrato total de E. coli. O objetivo é medir a 

anisotropia de um fluoróforo na membrana e seguidamente na presença de antibiótico, 

comparando ambos os perfis. Esta técnica de fluorescência deteta facilmente mudanças 

no ambiente lipídico das membranas, constituindo assim uma ferramenta poderosa na 

investigação bioquímica. (41,109)  

Em termos físicos, a anisotropia de fluorescência (r) traduz-se no grau de polarização da 

luz emitida por fluoróforos após serem excitados também por luz polarizada. Esta medida 

é baseada no princípio da excitação fotoseletiva de fluoróforos. (109) 

 

 

 

4.2.4.1 Princípio de Excitação Fotoseletiva de Fluoróforos 

 

O princípio de excitação fotoseletiva de fluoróforos propõe que numa amostra irradiada 

com luz polarizada, as moléculas cujos momentos de transição estão alinhados 

paralelamente aos vetores elétricos dos fotões incidentes, terão maior probabilidade de ser 

excitadas. A origem deste princípio deve-se à existência de momentos de transição para a 

absorção e emissão posicionados em direções específicas da estrutura do fluoróforo. 

Numa solução isotrópica, os fluoróforos no estado fundamental estão orientados 
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aleatoriamente. Após a exposição a uma luz polarizada, há a excitação seletiva de 

fluoróforos cujos momentos de transição de absorção são paralelos ao vetor elétrico dos 

fotões incidentes, geralmente orientados ao longo do eixo do z (Figura 23) e cuja emissão 

de fluorescência é, consequentemente, parcialmente polarizada. Este fenómeno é 

designado de fotoseleção. (109) 

 

 

Figura 23. Distribuição de fluoróforos imóveis no estado excitado segundo o eixo do z. (Adaptada de (109)) 

 

 

 

4.2.4.2 Despolarização da Fluorescência Emitida 

 

A emissão de luz pode tornar-se despolarizada, fenómeno atribuído maioritariamente, à 

difusão rotacional que altera a direção dos momentos de transição de um fluoróforo. Este 

deslocamento angular depende da extensão da difusão rotacional durante o tempo de vida 

no estado excitado. Por sua vez, tais movimentos rotacionais dependem da dimensão da 

sonda e do sistema onde ela está inserida. As medidas de anisotropia revelam a média do 

deslocamento angular do fluoróforo que ocorre entre a absorção e subsequente emissão 

de um fotão. Na prática, o fenómeno de despolarização resulta num decréscimo do valor 

de anisotropia. (109) 

 

 

Excitação
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4.2.4.3 Medidas de Anisotropia de Fluorescência 

 

Existem dois métodos utilizados na medição de anisotropia de fluorescência, o método de 

forma-L e o método de forma-T. No primeiro apenas é usado um canal de emissão, 

enquanto no segundo são utilizados dois canais. (109) O presente estudo foi realizado pelo 

método de forma-L. A medida da anisotropia de fluorescência em modo estacionário está 

representada na Figura 24.  

 

 

Figura 24. Diagrama esquemático da medida de anisotropia de fluorescência. (Adaptada de (109)) 

 
 
Como é possível observar na figura 24, a amostra é excitada com luz polarizada 

verticalmente orientada segundo o eixo do z. Assumindo que a intensidade de 

fluorescência emitida por um fluoróforo é medida na presença de um polarizador, a 

anisotropia de fluorescência vai ser medida tendo em consideração a orientação do 

polarizador relativamente ao feixe de excitação. A intensidade de emissão que passa pelo 

polarizador quando está orientado paralelamente (ǁ – vertical) é representada por IVV e a 

que passa pelo polarizador quando está orientado perpendicularmente (┴ – horizontal) é 

representada por IVH. A anisotropia de fluorescência em modo estacionário é definida pela 

seguinte equação: (109) 

 

 

𝑟𝑠 =
𝐼𝑉𝑉−𝐼𝑉𝐻𝐺

𝐼𝑉𝑉+2𝐼𝑉𝐻𝐺
                                                                                      (6) 

 

 

Fonte 

de luz

Detetor

Polarizador
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O fator de correção G traduz a sensibilidade do sistema de deteção de luz, que é dado pelo 

rácio da intensidade de emissão vertical sobre a horizontal: 𝐺 = 𝐼𝑉𝐻 𝐼𝐻𝐻⁄ . (109) Este valor 

é determinado no espectrofluorímetro e deve estar compreendido entre 0 e 1, 

preferencialmente, o mais próximo possível da unidade.  

Nestas medições é necessário proceder à determinação do valor de anisotropia de 

fluorescência para diferentes temperaturas. Sempre que possível, os valores de anisotropia 

obtidos neste trabalho foram analisados utilizando a seguinte equação: (41) 

 

 

  𝑟𝑠 = 𝑟𝑠2 +
𝑟𝑠1−𝑟𝑠2

1+10
𝐵′(

𝑇
𝑇𝑚

−1)
                                                                             (7) 

 

 

Onde rs figura o valor de anisotropia medido; rs1 e rs2 representam, respetivamente, o valor 

mais alto e mais baixo de anisotropia obtido experimentalmente; T corresponde à 

temperatura absoluta e Tm ao ponto médio da temperatura de transição de fase, expressas 

em graus celsius; B’ é um valor associado ao valor que representa a extensão de 

cooperatividade B. Por sua vez, o valor de cooperatividade pode ser determinado por: 𝐵 =

[1 −  1 (1 + 𝐵′)]⁄ , devendo oscilar entre 0 e 1, sendo que mais próximo de 1 é indicativo de 

uma maior cooperatividade. (41) 

 

 

 

4.2.4.4 Sondas de Anisotropia de Fluorescência 

 

Como já referido anteriormente, os lípidos não possuem propriedades fluorescentes. Por 

esta razão, é necessário usar sondas fluorescentes que particionem preferencialmente na 

fase lipídica e que possuam fluorescência aprimorada nesta fase, com fluorescência 

desprezível em água. (41,109)  

O TMA-DPH (1-[4-(trimetilamino)fenil]-6-fenil-1,3,5-hexatrieno) e o DPH (1,6-difenil-1,3,5-

hexatrieno) foram as sondas fluorescentes escolhidas neste trabalho, uma vez que as suas 

características biofísicas são bem conhecidas, sendo extensivamente usadas para detetar 

transições de fase dos lípidos. Além disso, nem o DPH nem o TMA-DPH mostram qualquer 

preferência de partição entre a fase gel e fluida dos fosfolípidos e, por isso, é comummente 
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considerada uma partição igual entre as regiões ordenadas e desordenadas da membrana. 

(41) 

As moléculas de DPH são incorporadas perto do centro da bicamada com uma localização 

média de ~8 Å a partir do centro da bicamada. O TMA-DPH é um derivado do DPH com 

um grupo catiónico ancorado à posição para de um dos anéis fenilo (Figura 25). Devido ao 

seu grupo catiónico polar, esta sonda anfipática irá estar localizada numa posição pouco 

profunda, perto da interface água-lípido com a sua fração DPH localizada ~11 Å a partir do 

centro da bicamada. Consequentemente é possível obter informação das regiões a partir 

do centro ou da interface da bicamada. (41) 

 

 
 

Figura 25. Estrutura química das sondas [A] – DPH e [B] – TMA-DPH. 

 
 
A utilização das duas sondas fluorescentes na localização dos antibióticos no sistema 

mimético estudado vai permitir uma abordagem mais profunda, a qual não seria 

conseguida pela utilização de uma única sonda. 

 

 

 

 

4.2.5 Efeito de Filtro Interno no Espectro de Fluorescência 

 

Quando uma amostra contém espécies que absorvem ao comprimento de onda de 

excitação ou emissão do fluoróforo, os resultados experimentais são afetados pelo efeito 

de filtro interno. Este fenómeno consiste numa diminuição da intensidade de fluorescência 

emitida devido à absorção da radiação de excitação e/ou emitida pelas espécies 

dissolvidas, incluindo o próprio fluoróforo. (114,115)  

Uma vez que ao comprimento de onda de excitação e de emissão correspondente a cada 

metaloantibiótico nenhuma outra espécie utilizada interfere nas condições experimentais 

usadas, a intensidade de fluorescência emitida é totalmente da concentração dos 

[A] [B]
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antibióticos. Quando a aplicação fluorescência é em termos qualitativos, este efeito pode 

ser desprezado desde que os valores de absorvância da amostra sejam mantidos dentro 

de limites razoáveis, aproximadamente até 0,3 ou menos. Quando a fluorescência é usada 

para fins quantitativos, como é o caso da determinação do coeficiente de partição, este 

efeito já requer consideração. (116) A intensidade de fluorescência de um fluoróforo só é 

proporcional à sua concentração num intervalo limitado de absorvância. (109) Em termos 

de resultados experimentais este efeito pode ser evitado através da diluição da solução 

para um valor de absorvância à volta de 0,1. (116) 

 

 

 

 

 

4.3 Coeficiente de Partição  

 

A interação entre um fármaco e a bicamada lipídica é, provavelmente, o primeiro passo 

envolvido na sua passagem através da membrana. (5) No estudo da interação de qualquer 

composto com sistemas modelo membranares, a determinação do coeficiente de partição 

(Kp) deve ser o primeiro passo. Esta determinação avalia de forma quantitativa a extensão 

da interação de um soluto com um sistema microheterogéneo. (117) O coeficiente de 

partição de qualquer composto entre vesículas em suspensão e a solução aquosa é 

definido como: (1,5,17) 

 

 

𝐾𝑝 =
(

𝐶𝑙
𝐶𝑡

)/[𝐿]

(
𝐶𝑤
𝐶𝑡

)/[𝑊]
                                                                                              (8) 

 

 

Onde Cl e Cw correspondem à concentração molar do fármaco no lípido e no meio aquoso, 

respetivamente; Ct corresponde à concentração total de fármaco; [L] e [W] representam as 

concentrações molares de lípido e água (55,5 mol.dm-3). (5,17) Como se verifica pela 

definição de coeficiente de partição, a determinação do Kp é dependente apenas da 
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quantidade de soluto em interação com a membrana (ou em solução aquosa), desde que 

a quantidade total de soluto seja conhecida. Para esta finalidade dois tipos de metodologias 

podem ser usadas. Uma requer a separação física das moléculas “ligadas à membrana” e 

livres em solução e a outra não requer separação de fases. Contudo, a separação física é 

uma técnica mais trabalhosa e tem como principal desvantagem poder ocorrer uma 

perturbação do equilíbrio. Por esta razão, neste trabalho utilizou-se o método sem 

separação física de fases, onde o sistema global de resposta é uma combinação dos sinais 

das moléculas livres e ligadas. (117)  

As principais técnicas usadas para a determinação do coeficiente de partição sem 

separação de fases são espectroscópicas. (117) Neste trabalho, a determinação do Kp foi 

realizada através de espectroscopia de fluorescência em modo estacionário. A metodologia 

mais simples seguida em espectroscopia de fluorescência para determinar o coeficiente de 

partição de uma molécula entre a fase lipídica e aquosa pode ser realizada em duas 

abordagens. A primeira consiste em avaliar um parâmetro de fluorescência da molécula 

particionada quando está em solução aquosa e depois de ser incorporada na membrana. 

A segunda abordagem consiste na incorporação de uma sonda na membrana, que resulta 

na mudança de uma propriedade de fluorescência por incorporação de uma molécula. 

(117) Uma vez que os metaloantibióticos têm propriedades fluorescentes, foi possível 

determinar diretamente o coeficiente de partição sem ser necessário recorrer à 

incorporação de sondas. (1,5) 

 

 

 

 

4.3.1 Determinação através de Fluorescência em Modo 

Estacionário 

 

O coeficiente de partição, entre os metaloantibióticos e os LUVs, de extrato total de E. coli, 

foi determinado por medidas de fluorescência em modo estacionário. Uma vez que a 

fluorescência dos metaloantibióticos em solução aquosa é alterada pela sua partição na 

bicamada lipídica, é possível determinar o coeficiente de partição por fluorescência. Desta 

forma, a equação (8) pode ser reformulada de forma a permitir o cálculo dos coeficientes 

de partição, utilizando um método não linear através da seguinte equação: 
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∆𝐼 =
∆𝐼𝑚𝑎𝑥𝐾𝑝[𝐿]

[𝑊]+𝐾𝑝[𝐿]
                                                                                        (9) 

 

 

Onde ∆I é a diferença entre a intensidade de fluorescência do metaloantibiótico medido na 

presença de vesiculas lipídicas (I) e na sua ausência (I0); [L] representa a concentração 

molar do lípido; Kp é o coeficiente de partição. ∆Imax=I∞-I0 é a diferença máxima na 

intensidade e I∞ representa o valor limite de I. (5,17) Esta equação foi utilizada para a 

análise dos dados obtidos. Os valores de Kp são obtidos por ajuste não linear da equação 

(9) aos dados experimentais (∆I=f[L]), para uma concentração total de fármaco, e 

representam a razão molar de fármaco entre uma componente membranar e uma fase 

aquosa. 

 

 

 

 

 

5. Objetivos 

 

Este trabalho teve como principal objetivo estudar a interação e respetiva localização de 

metaloantibióticos de FQs num sistema modelo da membrana externa de bactérias Gram-

negativas, de forma a encontrar novas perspetivas no combate à resistência bacteriana a 

FQs. Os complexos metálicos utilizados tiveram por base cobre (II), 1,10-fenantrolina e 

uma FQ de 2ª, 3ª e 4ª geração, mais concretamente, a Ciprofloxacina, Levofloxacina e 

Moxifloxacina. A interação de cada metaloantibiótico com o sistema mimético da 

membrana bacteriana foi estudada através da determinação do coeficiente de partição por 

espectroscopia de fluorescência em modo estacionário. A localização destes antibióticos 

foi executada por duas técnicas de espectroscopia de fluorescência: 

- Extinção de fluorescência por fluorescência resolvida no tempo; 

- Anisotropia de fluorescência por fluorescência em modo estacionário. 



II. EXECUÇÃO EXPERIMENTAL 

 

 

 

 

 

Neste capítulo são indicados os reagentes e a instrumentação utilizada durante a execução 

deste trabalho. São ainda descritas a preparação de soluções bem como as condições 

experimentais utilizadas na realização dos estudos biofísicos. 

 

  



 

 53 

 Execução Experimental 

1. Reagentes e Soluções  

 

A Levofloxacina e Ciprofloxacina, adquiridas à Fluka, e a Moxifloxacina, oferecida pela 

Bayer®, foram armazenadas ao abrigo da luz, à temperatura ambiente e usadas sem 

purificação adicional. 

O lípido Extrato total de E. coli foi adquirido à Avanti Polar Lipids, armazenado a -18 °C, ao 

abrigo da luz, e utilizado sem qualquer pré-tratamento.  

Os solventes clorofórmio (CHCl3, ReagentPlus®, ≥99,8%) e metanol (CH4O) foram 

adquiridos à Sigma e à Fisher Chemical, respetivamente. 

As sondas fluorescentes 1,6-fenil-1,3,5-hexatrieno (DPH) adquirida à Sigma e 1-(4-

trimetilaminofenil)-6-fenil-1,3,5-hexatrieno (TMA-DPH) adquirida à Fluka (TLC≥98%), 

foram dissolvidas em clorofórmio e metanol, respetivamente, aquando da sua utilização. 

Ambas as sondas foram armazenadas a -18 °C protegidas da luz.  

A solução tampão HEPES foi preparada a partir da pesagem rigorosa do ácido 4-(2-

hidroxietil)piperazina-1-etanossulfónico (≥99%) e dissolvido em água desionizada, na 

concentração de 10 mmol dm-3, pH 7,4 e força iónica ajustada a 0,1 mol dm-3 com NaCl, 

ambos adquiridos à Sigma. 

A solução padrão de cobre (Cu(NO3)2.3H2O) utilizada na síntese dos metaloantibióticos por 

mistura de componentes, foi preparada a partir da dissolução do reagente adquirido à 

Merck em água desionizada, titulada com EDTA e armazenada à temperatura ambiente. A 

solução de 1,10-fenantrolina (phen) foi preparada pela dissolução em HEPES do reagente 

adquirido à Sigma e armazenada a 4ºC ao abrigo da luz.   

Os sais [(CuLevoPhen)(H2O)3(NO3)], [(CuCiproPhen)(H2O)5(NO3)] e 

[(CuMoxiPhen)(H2O)5(NO3)] sintetizados no nosso laboratório (4,7), protegidos da luz e 

armazenados à temperatura foram utilizados diretamente por dissolução em tampão 

HEPES. 

As soluções de metaloantibióticos utilizadas, obtidas quer por mistura de componentes 

quer diretamente por dissolução do sal, foram preparadas por diluição em tampão HEPES 

de soluções mais concentradas, armazenadas a 4ºC e ao abrigo da luz.   

As suspensões lipossómicas foram preparadas em tampão HEPES, mantidas a 4ºC e 

sempre ao abrigo da luz. 

A solução de iodeto de potássio (~5 mol dm-3) foi preparada no dia da sua utilização a partir 

da pesagem rigorosa de iodeto de potássio (KI, Pronalab®) e dissolução em tampão 

HEPES. Adicionou-se à solução tiossulfato de sódio (Na2S2O3.5H2O, Merck pro analysis, 
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99,5%), na concentração de ~10 mmol dm-3, para prevenir a formação de I3
-. A 

concentração de iodeto (I-), em cada preparação, foi doseada por titulação utilizando uma 

solução padrão de iodato de potássio (Merck pro analysis) como titulante, em meio HCl 

concentrado, e tetracloreto de carbono como indicador (CCl4, Pronalab®). A solução foi 

armazenada a 4 °C e protegida da luz. 

A solução de acrilamida na concentração de 5 mol dm-3 foi preparada pela pesagem 

rigorosa de acrilamida, com um grau de pureza de 99% adquirida à Sigma, dissolvida em 

tampão HEPES e armazenada a 4 °C ao abrigo da luz. 

 

 

 

 

 

2. Instrumentação 

 

As pesagens foram efetuadas na balança analítica Mettler AT 201 (± 2x10-5 g) e na semi-

analítica Mettler AE 160 (± 2x10-4 g). Para as medições de pH utilizou-se um 

decimilivoltimetro da marca Crison, modelo GLP 22+ e um elétrodo combinado também da 

marca Crison.  

A suspensão de lipossomas unilamelares (LUVs) foi obtida pela extrusão da suspensão de 

lipossomas multilamelares (MLVs) num Extrusor Lipex Biomembranes de capacidade 10 

mL e com filtros de policarbonato da Whatman. As extrusões foram realizadas acima da 

temperatura de transição do lípido através de um banho termostatizado da Clifton acoplado 

ao extrusor. 

O tamanho das partículas lipossómicas preparadas foi determinado pela dispersão 

dinâmica de luz (DLS) usando um equipamento de espectroscopia de correlação fotónica 

Zeta Sizer Nano Zs da Malvern Instruments.   

A homogeneização de todas as soluções utilizadas foi efetuada num ultrassons Bandelin 

Sonorex Digitec. 

As determinações espectroscópicas de UV-Vis foram realizadas num espectrofotómetro 

Lambda 25 UV/Vis com um controlador de temperatura PTP – A Air Cooled Peltier System, 

ambos da Perkin Elmer®.  
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As medições de fluorescência em modo estacionário foram realizadas num 

espectrofluorímetro Cary Eclipse equipado com um controlador de temperatura “single cell 

peltier accessory” ambos da Varian.  

As medições de fluorescência resolvida no tempo foram efetuadas num fluorímetro Tempro 

acoplado a um controlador “single photon counting” (FluoroHub), ambos da Horiba 

Scientific, com controlo de temperatura efetuado com um banho termostático da marca 

Julabo. A excitação foi realizada com uma fonte Nano LED de 290 nm da Horiba. 

 

 

 

 

 

3. Preparação de Metaloantibióticos em Solução 

 

As soluções de metaloantibióticos obtidas pela mistura de componentes foram preparadas 

a partir das soluções padrão de cobre e de phen com a respetiva FQ previamente pesada, 

em proporções estequiométricas (1:1:1) tal como descrito na literatura. (1,4-7,22)  

Todas as soluções de metaloantibióticos, incluindo as obtidas diretamente dos sais, foram 

preparadas por dissolução em tampão HEPES e homogeneizadas durante, pelo menos, 

30 minutos no ultrassons. Depois de totalmente dissolvidas, as soluções de 

metaloantibióticos foram armazenadas a 4 °C protegidas da luz. 

Previamente à utilização das soluções preparadas foi verificada a presença de 

metaloantibiótico através de espectroscopia UV-Vis. 

 

 

 

 

 

4. Preparação de Lipossomas  

 

Dissolveu-se a quantidade pretendida de lípido (extrato total de E. coli) em clorofórmio num 

balão de fundo redondo, onde se procedeu à evaporação do solvente orgânico até à sua 

secura total sob uma corrente de árgon. O fino filme lipídico obtido na parede do balão foi 
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protegido da luz e mantido em alto vácuo durante, pelo menos, 3 horas para garantir a 

remoção total do solvente. As vesículas multilamelares (MLVs) foram obtidas após a 

hidratação do filme lipídico em 10 mmol dm-3 de tampão HEPES (força iónica ajustada a 

0,1 mol dm-3 NaCl, pH 7,4) e vortexadas até garantir a diluição de todo o filme lipídico. 

Posteriormente, a suspensão foi submetida a 5 ciclos de congelamento/descongelamento: 

congelação das vesículas em azoto líquido a -196 °C e descongelamento das mesmas 

num banho de água em ebulição. Durante um período de 30 minutos a suspensão foi 

colocada num banho termostatizado, com uma temperatura superior à temperatura de 

transição do lípido, de forma a estabilizar. De seguida, a suspensão de MLVs foi extrudida 

10 vezes através de um filtro de policarbonato, com poros de 100 nm de diâmetro, para 

produzir vesículas unilamelares grandes (LUVs). A extrusão foi realizada sob uma corrente 

de árgon com uma pressão de 230 bar e com uma temperatura acima da temperatura de 

transição do sistema lipídico (~ 65 °C). (41)  

O tamanho médio dos LUVs foi determinado a 37,0 ± 0,1 °C, recorrendo ao DLS. 

 

 

 

 

 

5. Condições Experimentais Usadas 

 

A concentração de cada metaloantibiótico usada nos estudos biofísicos foi escolhida de 

acordo com o respetivo espectro de absorvância UV-Vis (Abs <0,2 ao comprimento de 

onda de excitação). Foram traçados os espectros de nove soluções padrão, para cada 

metaloantibiótico (gama de concentração entre ~0,5 e ~30 µmol dm-3), preparadas por 

diluições sucessivas de uma solução mãe de metaloantibiótico. Os espectros foram obtidos 

numa gama de comprimento de onda de 225 a 450 nm. 

As concentrações de metaloantibióticos usadas nos estudos biofísicos, bem como os 

respetivos comprimentos de onda definidos nestas experiencias de fluorescência, estão 

tabelados abaixo.  
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Tabela 3. Concentração de metaloantibiótico e respetivos comprimentos de onda de excitação (λexc) e emissão 

(λemi) usados na determinação do coeficiente de partição e nos estudos de localização (extinção de 
fluorescência e anisotropia de fluorescência).  

Metaloantibiótico 

COEFICIENTE DE 
PARTIÇÃO 

ESTUDOS DE LOCALIZAÇÃO 

 Extinção Anisotropia 

Concentração 
(μmol.dm-3) 

λexc 
(nm) 

Concentração 
(μmol.dm-3) 

λexc/λemi 

(nm) 
λexc/λemi 

(nm) 

CuCpxPhen 5 290 5 290/414 DPH - 360/427 
 

TMA - 365/426 
CuLvxPhen 9 350 3 290/458 

CuMxfxPhen 9 290 9 290/468 

 

 

 

 

 

6. Coeficientes de Partição por Fluorescência em 

Modo Estacionário 

 

Adicionou-se 1 mL da solução de metaloantibiótico, com uma concentração previamente 

definida (Tabela 3), numa cuba de quartzo onde foi inserido um micro agitador magnético. 

Após a aquisição do espectro de emissão desta amostra, adicionaram-se sucessivamente 

volumes constantes de 8 µL de LUVs diretamente na cuba. A adição terminou quando se 

atingiu uma concentração final de lípido numa gama de ~100 a ~1000 µmol dm-3. As 

misturas foram deixadas a incubar, a 37,0 ± 0,1 °C, durante 5 minutos obtendo de seguida 

o espectro de emissão. 

 As medidas de fluorescência foram repetidas 5 vezes em cada leitura, com uma 

velocidade de varrimento de 120 nm/min e intervalo de dados de 1 nm. Foram usadas 

fendas de excitação e emissão de 5 e 10 nm, respetivamente, para os metaloantibióticos 

da Levofloxacina e Moxifloxacina e fendas de excitação e emissão de 10 e 5 nm para o 

metaloantibiótico da Ciprofloxacina. Os espectros de fluorescência foram obtidos para um 

comprimento de excitação a 290 nm e emissão no intervalo de 300 a 550 nm para os 

metaloantibióticos da Ciprofloxacina e Moxifloxacina e excitação de 350 nm e intervalo de 

emissão de 360 a 550 nm para o metaloantibiótico da Levofloxacina.  

Para cada solução de metaloantibiótico foram realizados, no mínimo, 3 ensaios 

independentes. Os dados da fluorescência foram analisados recorrendo ao programa 

Origin 8.0. 
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7. Estudos de Localização Membranar 

 

7.1 Extinção de Fluorescência por Fluorescência 

Resolvida no Tempo 

 

Foram preparados quatro conjuntos de amostras, cada um com onze microtubos com um 

volume final de 1,5 mL. Três dos conjuntos foram preparados com um volume conhecido 

de metaloantibiótico (Tabela 3), um volume adequado de LUVs (250, 500 e 750 µmol dm-

3) e de agente de extinção (concentração final no intervalo de 0 a 0,5 mol dm-3) em tampão 

HEPES. O último conjunto, correspondente às referências, foi preparado de maneira 

idêntica mas sem a suspensão lipídica. Foram individualmente utilizados como agentes de 

extinção o ião iodeto e a acrilamida. Posteriormente, todas as amostras foram vortexadas 

durante 1 minuto e incubadas a 37 ± 0,1 °C durante 30 minutos.  

A determinação dos decaimentos de fluorescência de cada amostra foi realizada a um 

comprimento de onda de excitação de 290 nm e monitorizada ao comprimento de onda de 

emissão máxima de cada metaloantibiótico (ver Tabela 3). O perfil da fonte de excitação 

foi gravado colocando uma solução diluída de LUDOX em água no lugar da amostra.  

A análise de dados obtidos foi realizada usando o programa DAS6 Analysis. 

 

 

 

 

7.2 Anisotropia de Fluorescência por Fluorescência em 

Modo Estacionário 

 

Foi dissolvido extrato total de lipídico de E. coli em clorofórmio num balão de fundo redondo 

e misturado com um volume adequado de solução padrão de DPH ou TMA-DPH, com a 

razão molar lípido:sonda de 1:300 respetivamente. (17,41) 

O solvente foi removido com uma corrente de árgon e o filme lipídico contendo a sonda 

incorporada foi submetido a vácuo durante um período mínimo de 3 horas. A preparação 

dos lipossomas seguiu o mesmo procedimento descrito na secção 4.   
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Um pequeno volume da solução de metaloantibiótico foi adicionada à suspensão 

lipossómica (Tabela 3), de modo a obter uma concentração final de lípido de 2 mM em 

tampão HEPES, para um volume total de 1 mL numa cuba de quartzo contendo um micro 

agitador magnético.  

A anisotropia foi registada por incrementos de 3 °C na gama de temperaturas de 3 a 80 °C, 

ficando a estabilizar durante 5 minutos em cada temperatura. O comprimento de onda de 

excitação para o DPH foi fixado a 365 nm e o comprimento de onda de emissão foi 426 

nm, enquanto para o TMA-DPH os valores correspondentes foram 360 nm e 427 nm. 

Foram realizados, no mínimo, dois ensaios independentes para cada amostra. 

Os dados experimentais foram tratados recorrendo ao programa Origin 8.0. 



III. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

 

 

 

Tem sido demonstrado que, a nível molecular, as quinolonas e os respetivos 

metaloantibióticos interagem de forma distinta com sistemas modelo de membranas 

bacterianas. A porina OmpF tem um papel importante na entrada de algumas quinolonas 

mas a via mediada por lípidos é igualmente reivindicada por alguns destes antibióticos. A 

diferença destas vias está diretamente relacionada com a hidrofobicidade das quinolonas. 

(2) Mutações nesta porina comprometem a entrada desta classe de antibióticos na célula 

bacteriana constituindo um dos principais mecanismos de resistência a FQs. Porém, é 

esperado que os metaloantibióticos, devido à sua carga global positiva a pH fisiológico, 

sejam sensíveis aos lípidos da membrana. (1,5) A sensibilidade esperada por estes 

agentes catiónicos pode favorecer uma via de influxo capaz de superar o mecanismo de 

resistência por mutações nas porinas. (11,43,57)  

Desde a sua descoberta que os lipossomas são reconhecidos como modelos adequados 

para mimetizar membranas biológicas. (102) A interação dos agentes antimicrobianos com 

lipossomas ajuda a esclarecer o papel do ambiente lipídico no transporte destes 

antibióticos in vivo. (5,17) Neste trabalho, a determinação da partição e localização dos 

metaloantibióticos da Ciprofloxacina, Levofloxacina e Moxifloxacina com lipossomas 

unilamelares de extrato total de E. coli, permitiu especular acerca do possível mecanismo 

de entrada destes novos derivados de FQs na célula bacteriana. O coeficiente de partição 

dos metaloantibióticos foi determinado efetuando medidas espectroscópicas diretamente 

na suspensão lipossómica. Os estudos de localização foram realizados por extinção de 

fluorescência e anisotropia de fluorescência.   
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1. Coeficientes de Partição  

 

A partição em membranas é muito relevante para diversos solutos, especificamente para 

as fluoroquinolonas, que antes de exercerem o seu mecanismo de ação, têm de penetrar 

nas células bacterianas. (4,117) A interação dos agentes antimicrobianos com um sistema 

modelo membranar é geralmente avaliada pela determinação do coeficiente de partição 

(Kp) e pode ser quantificado em suspensões lipossoma/antibiótico através de técnicas 

espectroscópicas. (5) Assim, no início de um estudo biofísico, a determinação do 

coeficiente de partição é fundamental uma vez que permite avaliar de forma quantitativa a 

distribuição de um fármaco em sistemas membranares. (43,117) 

O sistema bifásico octanol/água era tradicionalmente usado como padrão de lipofilicidade 

para avaliar os coeficientes de partição (Kow). (15,17) Contudo, o octanol, não é um bom 

modelo mimético de membranas, uma vez que não tem em conta as contribuições 

hidrofóbicas e as interações eletrostáticas entre os lípidos, que são um fator decisivo no 

caso de solutos carregados. (17,118,119) Atualmente, os sistemas bifásicos consistem em 

misturas de fosfolípidos carregados e neutros usados como sistemas modelos 

membranares onde as todas estas contribuições são tidas em conta. (117) Os lipossomas, 

desde a sua descoberta, têm sido reconhecidos como modelos biomembranares úteis 

devido à sua semelhança estrutural com as mesmas a vários níveis. (102,103) Deste modo, 

a determinação do Kp é dependente apenas da quantidade de soluto em interação com a 

membrana, desde que a quantidade de soluto seja conhecida. (117) 

Tendo em conta esta informação, iniciou-se este trabalho pela determinação da interação 

dos complexos metálicos das fluoroquinolonas, nomeadamente pelo complexo da 

Ciprofloxacina (Cu(II)/cpx/phen), Levofloxacina (Cu(II)/lvx/phen) e Moxifloxacina 

(Cu(II)/mxfx/phen), com lipossomas unilamelares de extrato total de E. coli através de 

espectroscopia de fluorescência em modo estacionário. As propriedades fluorescentes dos 

metaloantibióticos permitem determinar diretamente os coeficientes de partição por 

espectroscopia de fluorescência, não sendo necessário recorrer a sondas fluorescentes. 

(1,5-7) Além disso, como as membranas biológicas tipicamente não têm fluorescência 

intrínseca (109), todas as alterações são provenientes de modificações do meio envolvente 

do fluoróforo em análise. 
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1.1 Caracterização Espectroscópica UV-Visível 

 

O passo inicial do trabalho consistiu em garantir a formação de cada metaloantibiótico 

quando obtido pela mistura estequiométrica dos seus componentes (1:1:1), bem como 

escolher a concentração de metaloantibiótico apropriada para os estudos biofísicos. Esta 

informação foi obtida pela análise do espectro de UV-Visível de cada solução de complexo 

preparada. A determinação da absorção de uma amostra ao comprimento de onda de 

excitação a usar é de extrema importância uma vez que permite determinar o intervalo de 

concentrações adequado a utilizar nos ensaios de fluorescência, de forma a minimizar o 

efeito de filtro interno (Abs <0,2). O espectro de absorção do complexo [Cu(II)/lvx/phen] 

está representado na Figura 26, a título de exemplo do estudo efetuado para os três 

metaloantibióticos. 

 

 
Figura 26. Espectro de absorção das soluções de [Cu(II)/lvx/phen] em tampão HEPES (pH 7,4) com 

concentrações crescentes de complexo (0.99, 1.485, 2.475, 4.95, 9.9, 15.84 e 19.8 μmol.dm-3). 

 
 
O espectro de absorção do metaloantibiótico da Levofloxacina foi obtido em solução 

aquosa (tampão HEPES). O espectro exibe bandas a ~274 e ~294 nm, bem como uma 

inflexão no intervalo ~320 – 360 nm. Este espectro está concordante com os espectros já 

anteriormente descritos para este complexo, bem como com as características espectrais 

típicas dos complexos metálicos das fluoroquinolonas. (7,21,22,37,69,82,96,120,121) As 

bandas UV-Vis características dos metaloantibióticos e respetivas FQs na forma livre estão 
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representados na Tabela 4. Em todos os casos, as FQs apresentam uma banda de 

absorção característica à volta de 270-290 nm e uma ou duas bandas mais baixas à volta 

de 300-320 nm. No caso dos metaloantibióticos, as bandas dos espectros UV-Vis obtidos 

exibem um ligeiro desvio do comprimento de onda máximo comparado com o espectro das 

FQ e fenantrolina livres, o que indica a formação do complexo de acordo com observações 

anteriores. (25,69,95,96) Além disso, a banda de menor intensidade na gama ~320 –360 

nm característica nos espectros dos complexos já foi anteriormente atribuída a uma 

transição eletrónica de transferência de carga da quinolona para o metal. (7,22,96) Deste 

modo, o estudo espectroscópico dos complexos formados em solução quando misturados 

em proporções estequiométricas (1:1:1) permitiu confirmar a coordenação do catião 

metálico divalente pela exibição de bandas características. Esta caracterização 

espectroscópica das soluções de metaloantibióticos, quer por mistura de componentes 

quer por dissolução do sal, foi sempre monitorizada previamente à sua utilização. Foram 

observadas mudanças espectrais para um período superior a 3 dias, o que sugere que o 

complexo não é estável em solução para longos períodos de tempo.  

 

Tabela 4. Bandas de absorção de UV-Vis características para as FQs e os respetivos metaloantibióticos. (4)  

Agente antimicrobiano λmáximo (nm) 

lvx 292 - 328 

[Cu(II)/lvx/phen] 274 294 320-340 

cpx 276 - 318 

[Cu(II)/cpx/phen] 274 320 ~318-368 

mxfx 292 - 336 

[Cu(II)/mxfx/phen] 272 294 ~318-368 

 
 
Tendo em conta o estudo espectroscópico realizado para o complexo da Levofloxacina 

(Figura 26), optou-se por usar uma concentração de ~9 μmol dm-3 para um λexc de 350 nm 

na determinação do coeficiente de partição. Para os complexos ternários da Ciprofloxacina 

e Moxifloxacina (espectros não apresentados), usou-se uma concentração de ~5 e 9 μmol 

dm-3, respetivamente, para um λexc de 290 nm. As condições escolhidas estão dentro do 

limite máximo aceite para o efeito de filtro interno, sendo necessárias para minimizar a 

dispersão de luz provocada pelos lípidos. Uma vez que o sistema de extrato total de E. coli 

é uma mistura heterogénea, causa turbidez, o que provoca uma dispersão da luz 

significativamente maior relativamente ao observado em lípidos sintéticos. Esta dispersão 

de luz leva a um aumento da absorvância onde não existam fluoróforos a absorver 

radiação, o que conduz a uma diminuição da luz que atinge o detetor. (122) O fenómeno 
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de dispersão de luz causada pelos lípidos é normalmente maior para menores 

comprimentos de onda de excitação. (5) 

 

 

 

 

 

1.2 Determinação do Coeficiente de Partição por 

Fluorescência em Modo Estacionário 

 

Como já referido, os coeficientes de partição dos metaloantibióticos podem ser obtidos por 

monitorização dos seus parâmetros de fluorescência em solução aquosa e após a sua 

incorporação na membrana. Estes foram determinados sem separação de fases da 

suspensão fármaco/lipossoma. Desta forma, procedeu-se à avaliação da interação de cada 

um dos metaloantibióticos com LUVs de extrato total de E. coli, na ausência e na presença 

de concentrações crescentes de lipossomas, com um diâmetro médio ~100 nm. Na Figura 

27 estão representados os espectros de emissão de fluorescência obtidos para os três 

metaloantibióticos. Os espectros de fluorescência em modo estacionário de cada solução 

de metaloantibiótico, às quais foram adicionadas volumes crescentes de suspensão 

lipossómica, foram traçados e corrigidos do efeito de diluição ao comprimento de onda de 

emissão máximo de cada metaloantibiótico. 
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Figura 27. Espectros de emissão de fluorescência obtidos por fluorescência em modo estacionário para os 

metaloantibióticos: [A] – Cu(II)/cpx/phen (5 μmol dm-3; 1:1:1), [B] –Cu(II)/lvx/phen (9 μmol dm-3; 1:1:1) e [C] – 
Cu(II)/mxfx/phen (9 μmol dm-3; 1:1:1). O espectro de emissão de fluorescência da solução de metaloantibiótico 
na ausência (0) e na presença de concentrações crescentes de LUV’s de extrato total de E. coli (1-9), com 
comprimento de onda de excitação de 350 nm para o complexo [Cu(II)/lvx/phen] e de 290 nm para os 
complexos [Cu(II)/cpx/phen] e [Cu(II)/mxfx/phen]. Cada espectro corresponde à média de cinco medições. 

 
 
Como se pode observar, nos espectros de emissão de fluorescência obtidos para os 

metaloantibióticos, verifica-se que nos três casos a intensidade de fluorescência (I.F.) 

aumenta com o aumento da concentração de lípido. Este aumento da I.F. do 

metaloantibiótico na presença de LUVs de extrato total de E. coli é indicador de um novo 

ambiente químico ao redor dos fluoróforos, visto que as suas propriedades de fluorescência 

dependem fortemente do meio envolvente. Segundo a literatura, este efeito é oposto 

aquele que acontece para a FQ na forma livre, onde se observa uma diminuição da I.F. 

Este fenómeno é atribuído à diminuição da concentração da FQ em solução aquosa e ao 

aumento da sua partição no sistema membranar. (1,5) O comportamento oposto entre o 

metaloantibiótico e a respetiva FQ também já foi detetado para a Enrofloxacina e o seu 

complexo metálico, e para algumas FQs em diferentes solventes polares e/ou em 

diferentes misturas de solventes orgânico-aquosos. (1,5,6) 
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O aumento da I.F. com o aumento da concentração lipídica tem sido atribuída a alterações 

no momento dipolar da molécula que ocorre devido a transições eletrónicas resultantes de 

interações específicas entre soluto e solvente e que influenciam ambos os acoplamentos 

radiativos e não-radiativos entre o estado fundamental e excitado. (123-126) Este facto 

está relacionado com a partição dos metaloantibióticos num ambiente mais hidrofóbico. 

(17) Deste modo, as mudanças espectrais observadas na Figura 27 resultam de interações 

metaloantibiótico-lípido que podem ser usadas na determinação do Kp, uma vez que os 

sinais provenientes de fenómenos de dispersão dos lipossomas não interferem com os 

perfis espectrais sob as condições experimentais usadas. 

Os dados experimentais de fluorescência foram analisados por ajuste da equação 9, 

usando o programa Origin 8.0, ao comprimento de onda de emissão máximo de cada 

metaloantibiótico (CuLvxPhen: λem = 458 nm; CuCpxPhen: λem = 414 nm; CuMxfxPhen: λem 

= 468 nm). O valor de ∆I é calculado pela diferença de intensidade de fluorescência dos 

metaloantibióticos em tampão HEPES e na presença de concentrações crescentes de 

lípido [L]. O tratamento gráfico de ∆I = 𝑓[L] está representado na Figura 28. 
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Figura 28. Ajuste não linear dos dados espectrofotométricos (equação 9) obtidos ao comprimento máximo de 

emissão de [A] – [Cu(II)/cpx/phen] a 414 nm,  [B] – [Cu(II)/lvx/phen] a 458 nm e [C] – [Cu(II)/mxfx/phen] a 468 
nm, em concentrações crescentes de LUV’s de extrato total de E. coli. 

 
 
Os valores dos coeficientes de partição, Kp, determinados com a equação 9 para as 

concentrações de metaloantibióticos definidas na secção 1.1 (9, 5 e 9 μmol dm-3 para 

CuLvxPhen, CuCpxPhen e CuMxfxPhen, respetivamente), estão sumariados na Tabela 5. 

Nesta Tabela encontram-se ainda os valores do coeficiente de partição encontrados na 

literatura para as respetivas FQs na forma livre. 

 

Tabela 5. Coeficientes de partição obtidos para os metaloantibióticos da Ciprofloxacina, Levofloxacina e 

Moxifloxacina com LUVs de extrato total de E. coli, obtidos por fluorescência em modo estacionário, 
determinados a λem = 414; 458 e 468 nm, respetivamente, pela aplicação da equação 9.  

Extrato total 
de E. coli 

CuCpxPhen Cpx CuLvxPhen Lvx CuMxfxPhen Mxfx 

 
log Kp 

 
5,49 ± 0,08(a) 

 
4,21±0,01(5) 

 
5,32 ± 0,04(a) 

 

 
4,55± 0,02 

 
5,60 ± 0,09(a) 

 

 
4,15± 0,02(1) 

 
(λexc/λemi ; 

nm) 
 

(350/458)  (290/414)  (290/468)  

(a) Os valores apresentados com o respetivo desvio-padrão resultam na média de, pelo menos, três ensaios independentes. 

 
 
Os valores do coeficiente de partição obtidos mostram que os metaloantibióticos têm uma 

afinidade mensurável no sistema de extrato total de E. coli, por espectroscopia de 

fluorescência em modo estacionário. A partir da análise da Tabela 5 verifica-se que o valor 

do logaritmo do coeficiente de partição (log Kp) dos três metaloantibióticos é semelhante, 

a menos do erro experimental. O valor obtido para CuCpxPhen foi semelhante ao 

encontrado na literatura com a mesma técnica, onde log Kp é 5,32 ± 0,09. (5) Por outro 

lado, para CuMxfxPhen o valor obtido foi mais alto relativamente ao valor encontrado na 

literatura, onde log Kp é 4,74 ± 0,02. (1) Também para o CuLvxPhen o valor determinado 

foi mais significativo relativamente ao obtido para este complexo no nosso laboratório, onde 

log Kp foi de 4,26 ± 0,04 (comunicação do grupo do laboratório). Visto que o sistema 

membranar de extrato total de E. coli é composto por uma mistura heterogénea de 

fosfolípidos, acompanhados por uma porção significativa de componentes hidrofóbicos, 

isto evita a discussão sobre a influência das diferentes percentagens de PE:PG na partição 

dos metaloantibióticos (lípidos na forma ião-dipolar e aniónica, respetivamente). Os valores 

de log Kp determinados neste trabalho corroboram os valores de log Kp obtidos no nosso 

laboratório através de ressonância plasmónica de superfície (SPR). Os valores de log Kp 

determinados por SPR são de 5,28 ± 0,10 para CuCpxPhen, 5,23 ± 0,10 para CuLvxPhen 
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e 5,37 ± 0,10 para CuMxfxPhen (resultados não publicados). Esta técnica foi realizada com 

o sistema Biacore X-100, onde foi monitorizada a ligação entre os lipossomas, ancorados 

a um chip sensor (L1), e os metaloantibióticos. Desta interação resultou uma alteração do 

índice de refração à superfície do chip sensor, que é vista como um aumento do sinal de 

SPR. (127) Comparando agora o valor do log Kp do metaloantibiótico e da respetiva FQ 

(Tabela 5) verifica-se que, nos três casos, o metaloantibiótico tem uma interação maior 

com LUVs de extrato total de E. coli relativamente à FQ na forma livre. Este resultado era 

espectável tendo em conta as características físico-químicas dos metaloantibióticos 

quando comparados com as FQs livres. Considerando o sistema membranar lipídico 

utilizado (extrato total de E. coli), sabe-se que este é composto por uma mistura de 

diferentes fosfolípidos, na forma aniónica e de ião-dipolar, juntamente com uma fração de 

componentes hidrofóbicos desconhecidos. (1) É esperado que haja repulsão, interação 

eletrostática moderada ou atração com os grupos presentes na cabeça dos fosfolípidos, 

consoante as espécies de antibiótico se encontrem na forma aniónica, ião-dipolar ou 

catiónica. (1,6) 

A síntese e os estudos de especiação de metaloantibióticos mostram que só os complexos 

cobre/fluoroquinolona/fenantrolina são estáveis sob condições fisiológicas. (4,5,7,22) A 

constante de estabilidade para o Cu2+ na formação dos complexos ternários das FQs já 

foram determinadas por Feio et al. 2014 e encontram-se sumariadas na Tabela 2. (4) Os 

estudos de especiação realizados para os complexos (Cu:HFQ:Phen na razão molar 1:1:1) 

em questão demostram a coexistência das duas espécies ternárias carregadas 

positivamente descritas pelas equações 1 e 2. O comportamento em solução, ao valor de 

pH fisiológico, mostrou a predominância das seguintes espécies: [CuLvxPhen]+ 57% e 

[CuHLvxPhen]2+ 38,5% para o metaloantibiótico da Levofloxacina (9 μmol dm-3), 

[CuCpxPhen]+ 3% e [CuHCpxPhen]2+ 97% para o metaloantibiótico da Ciprofloxacina (5 

μmol dm-3) e [CuMxfxPhen]+ 16,1% e [CuHMxfxPhen]2+ 82,7% para o metaloantibiótico da 

Moxifloxacina (9 μmol dm-3). HFQ e FQ representam o antibiótico na sua forma de ião 

dipolar e aniónica, respetivamente. Estes resultados sugerem que a partição dos 

metaloantibióticos é altamente sensível à carga global do sistema lipídico. A elevada 

percentagem de lípidos carregados negativamente promove interações eletrostáticas com 

as espécies carregadas positivamente de metaloantibióticos a pH fisiológico. (1,5,6) 

Analisando o log Kp das FQs na forma livre verifica-se que este difere entre as três FQs e 

aumenta na seguinte ordem: Mxfx < Cpx < Lvx, FQs de 4ª, 2ª e 3ª geração respetivamente. 

As diferenças no valor do coeficiente de partição refletem a estrutura química dos grupos 

substituintes dos antibióticos (Figura 2), que podem alterar significativamente as 
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propriedades de biodisponibilidade. (15,17) Estes grupos alteram os valores de pKa das 

FQs e, consequentemente, a carga das espécies em solução. (17) Como anteriormente 

mencionado, as FQs têm dois grupos funcionais ionizáveis, um grupo acídico na posição 

3 do núcleo da quinolonas e um grupo básico na posição 7 (Figura 3), o que lhes confere 

um carater anfotérico. (1,4-8,17,19) Dependendo do pH do meio, o comportamento 

farmacológico das FQs é influenciado devido à protonação/desprotonação destes grupos. 

A pH 7,4 as quinolonas encontram-se total ou parcialmente ionizadas, sendo a espécie 

predominante a forma de ião-dipolar/neutra (HQ±/HQ0) podendo coexistir com as formas 

aniónica (FQ-) e catiónica (H2FQ+). (15,19) Avaliando as constantes de acidez (pKa) das 

três FQs (Tabela 6) (4) verifica-se que, embora exista similaridade entre elas, há 

simultaneamente pequenas diferenças. Estas diferenças são suficientes para influenciar 

as propriedades ácido-base das FQs e determinar as espécies existentes em solução, 

tendo um impacto importante ao valor do pH fisiológico. As espécies predominantes a pH 

7,4 são a forma de 82% ião-dipolar/neutra e 14,6% aniónica e 3,4% catiónica para a 

Levofloxacina, 90% de ião-dipolar/neutra e 10% aniónica para a Ciprofloxacina e, 93% ião-

dipolar/neutra e 7% catiónica para a Moxifloxacina. Uma vez que a forma aniónica é 

repelida pelos lípidos carregados negativamente e a percentagem de forma catiónica é 

bastante reduzida, o fator crucial parece estar relacionado com a natureza anfotérica da 

forma de ião-dipolar/neutra das FQs (Figura 29). (128) 
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Figura 29. Esquema da dissociação de uma FQ artificial (CNV-8912). (Adaptada de (128)) 

 
 
Na Figura 29 está representado o equilíbrio de protonação múltipla das FQs em solução, 

tendo em conta os dois locais de ligação de protão. Se se considerar o microequilíbrio entre 

as formas de ião-dipolar e neutra, a diferente interação das FQs com os LUVs de E. coli é 

melhor entendida, uma vez que se admite que a forma neutra permeia muito mais 

facilmente a bicamada que a forma de ião-dipolar. (128) A proporção destas duas 

microespécies pode ser estimada através da combinação das macroconstantes de 

protonação (Ka1 e Ka2), usadas para determinar o rácio de forma ião-dipolar/neutra 

(𝐻𝑄± 𝐻𝑄0⁄ = 10𝑝𝐾𝑎2 10𝑝𝐾𝑎1⁄ ). (128) Os valores de pKa e o rácio entre as espécies de ião-

dipolar e neutra de cada FQ estudada estão representadas na Tabela 6. 
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Tabela 6. Valores de pKa (média ± desvio-padrão) (4) e rácio das espécies ião-dipolar/neutra. 

 Ciprofloxacina Levofloxacina Moxifloxacina 

pKa1 6,18 ± 0,05 6,02 ± 0,02 6,23 ± 0,02 

pKa2 8,76 ± 0,03 8,15 ± 0,04 9,53 ± 0,03 

[HQ±]/[HQ0] 380,2 134,9 1995,3 

 
 
Como é possível verificar pela análise da Tabela 6, a concentração da forma neutra é maior 

para a Levofloxacina, enquanto a forma de ião-dipolar é maior para a Moxifloxacina. Isto 

sugere que o simples mecanismo de difusão através da bicamada pode ser dependente 

da proporção de cada microespécie presente. (128) O caracter lipofílico de um fármaco, 

revelado pelo coeficiente de partição, é normalmente aceite como uma medida da afinidade 

aos fosfolípidos. Hipoteticamente, o maior valor de Kp é indicativo de uma maior tendência 

das FQs se incorporarem nos lipossomas, nas condições utilizadas. (128) A maior 

quantidade de forma neutra para a Levofloxacina favorece a sua interação com a 

membrana, o que justifica que esta FQ possua o maior valor de Kp. Por outro lado, a maior 

quantidade de forma de ião-dipolar para a Moxifloxacina induz uma interação mais fraca 

com a membrana e, por isso, um menor valor de Kp.  

Os coeficientes de partição determinados para os metaloantibióticos podem ainda ser 

comparados com os obtidos na literatura referentes a células eucarióticas, os quais 

evidenciam uma partição praticamente nula em lipossomas de DMPC (lípidos na forma de 

ião-dipolar/neutra). Contrariamente, as FQs livres em solução têm uma interação relevante 

com estas vesículas. (1,5,6) Tendo em consideração que a fosfatidilcolina (PC) é o principal 

constituinte do folheto externo das membranas plasmáticas de mamíferos, os resultados 

obtidos para os metaloantibióticos apontam para um potencial aumento da seletividade das 

membranas bacterianas com efeitos colaterais mínimos para o hospedeiro relativamente 

às respetivas FQs. 
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1.3 Conclusões 

 

A análise quantitativa da partição dos metaloantibióticos [Cu(II)/cpx/phen], [Cu(II)/lvx/phen] 

e [Cu(II)/mxfx/phen] em LUVs de extrato total de E. coli foi semelhante, sugerindo que as 

interações lipossomas-metaloantibióticos são sensíveis à carga total do sistema 

membranar. Uma vez que a pH fisiológico as espécies de metaloantibióticos existentes têm 

carga positiva (+ ou 2+), rapidamente interagem com os grupos carregados negativamente 

dos fosfolípidos. Esta interação pode potenciar o influxo do fármaco na célula bacteriana, 

constituindo um mecanismo de entrada diferente relativamente aos antibióticos na forma 

livre. Ao valor de pH 7,4 apenas algumas FQs são capazes de se difundir através da 

bicamada devido ao seu caracter lipofílico e à sua forma não carregada (neutra). Várias 

evidências apontam a via porínica (mais concretamente a OmpF) como sendo a principal 

via de entrada das FQs na célula bacteriana. (1,2,33) A interação FQ/OmpF aumenta a 

partir da primeira geração de quinolonas, um fator que está diretamente relacionado com 

a hidrofilicidade das FQs. Em termos moleculares, admite-se que a FQ penetra 

perfeitamente o canal porínico na forma de ião-dipolar e interage simultaneamente com 

resíduos carregados negativamente e positivamente presentes nesta estrutura.  

Os resultados do coeficiente de partição obtidos para os metaloantibióticos são bastante 

promissores, visto que o sistema membranar de extrato total de E. coli é obtido diretamente 

pela extração da componente lipídica da bactéria, tornando-o um sistema mais aproximado 

do real e mais complexo. Além disso, o sistema lipídico usado está desprovido de porinas 

mimetizando a membrana externa de bactérias resistentes. 
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2. Estudos de Localização Membranar 

 

Os fármacos devem ter uma partição bem definida nas membranas lipídicas, tal como uma 

localização, orientação e conformação energeticamente favorável antes de atingirem o seu 

alvo intracelular. A compreensão sobre o seu eventual mecanismo de entrada nas células 

pode ser obtido a partir do estudo do coeficiente de partição e localização em modelos 

membranares. Os lipossomas conseguem mimetizar o ambiente químico e estrutural das 

membranas celulares. Porém, são desprovidos da maquinaria de transporte – porinas. 

(129)  

A determinação dos coeficientes de partição permite obter uma abordagem sobre a 

interação dos metaloantibióticos com o modelo mimético da membrana externa de E. coli, 

na medida em que é possível a sua quantificação. No entanto, o coeficiente de partição 

não contém qualquer tipo de informação acerca da localização do soluto na membrana. 

(117) Assim, com o objetivo de determinar se esta ocorre a um nível superficial, devido a 

uma orientação molecular e consequente adsorção da molécula à fase lipídica, ou se 

efetivamente o fármaco se difunde através da bicamada localizando-se numa zona mais 

profunda da membrana, foram realizados estudos de localização. Os estudos realizados 

neste trabalho incluíram extinção de fluorescência e anisotropia de fluorescência. A 

aplicação destas técnicas permite obter informação não só acerca da inserção e 

localização de fármacos em lipossomas mas também sobre a fluidez da membrana. 

(17,109,129) A extinção de fluorescência é uma técnica que permite obter informação 

sobre o sistema químico no qual o metaloantibiótico se encontra, tendo em conta a sua 

acessibilidade ao agente de extinção. Por outro lado, a anisotropia de fluorescência permite 

obter informações sobre vários ambientes membranares através do comportamento 

reportado por sondas com uma localização específica. (109)  

Outra informação importante que advém dos estudos de localização dos metaloantibióticos 

é a possível contribuição das componentes hidrofóbicas como forma de controlar a 

extensão ou a orientação de inserção, que poderá melhorar a interação eletrostática. (129) 

Com a combinação entre os valores de partição e os resultados dos estudos de localização, 

torna-se possível avaliar o papel das propriedades eletrostáticas/hidrofóbicas dos lípidos 

na incorporação e localização de metaloantibióticos. (102,129) 
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2.1 Extinção de Fluorescência por Fluorescência 

Resolvida no Tempo 

 

A localização membranar dos metaloantibióticos, moléculas fluorescentes, pode ser obtida 

a partir da sua extinção de fluorescência com agentes de extinção. (17,129) Os fenómenos 

de extinção de fluorescência requerem o contacto molecular entre o agente de extinção e 

o fluoróforo, revelando assim a acessibilidade dos fluoróforos aos agentes de extinção em 

ambientes distintos. (36,109) Para os estudos de localização em LUVs de extrato total de 

E. coli dos metaloantibióticos foram escolhidos dois agentes de extinção solúveis em água, 

o ião iodeto e a acrilamida, de forma a garantir a eficiência da experiência de extinção. 

O ião iodeto sendo um ião hidrossolúvel, faz sentir o seu efeito nas propriedades 

fluorescentes do fármaco, fundamentalmente, na fração disponível na fase aquosa. No 

entanto, o seu movimento Browniano pode permitir a sua entrada e saída da membrana. 

Neste processo o ião iodeto pode colidir e extinguir o fluoróforo. Naturalmente que quanto 

mais embebido na membrana o fármaco estiver, menor é a probabilidade de o I- o alcançar. 

(130) Desta forma, a extinção pelo ião iodeto fornece informação acerca da profundidade 

relativa do fluoróforo ligado à membrana. 

O fenómeno de extinção de fluorescência foi analisado por espectroscopia de fluorescência 

resolvida no tempo, onde qualquer artefacto causado pela presença da dispersão 

significativa de luz proveniente da suspensão lipossómica é completamente evitada. (131) 

O tempo de vida é uma propriedade molecular do fármaco sendo, por isso, uma medida 

absoluta. (5) 

A extinção de fluorescência dos metaloantibióticos na ausência e na presença de três 

concentrações LUVs de extrato total de E. coli (250, 500 e 750 μmol.dm-3) foi observada 

pela medida dos decaimentos de intensidade dos metaloantibióticos, num intervalo de [KI] 

selecionado (0,05 a 0,50 M) ao comprimento de onda de emissão máximo e com um LED 

de excitação de 290 nm. Os tempos de vida de fluorescência (), dos decaimentos medidos, 

foram obtidos utilizando um modelo de decaimento pré-definido através do programa DAS6 

Analysis como se pode observar na Figura 30. Este modelo baseia-se no método de 

convolução de ajuste não linear dos mínimos quadrados e apenas uma exponencial foi 

necessária para o ajuste. A função exponencial foi escolhida tendo em conta o valor de χ2 

<2.0, erros ponderados e gráficos de auto-correlação.   
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Figura 30. Representação do tratamento de dados no programa DAS6 Analysis do decaimento de intensidade 

de fluorescência em espectroscopia de fluorescência resolvida no tempo do complexo [Cu(II)/lvx/phen] na 
presença de LUV’s de extrato total de E. coli (~250 μmol.dm-3). A linha azul à esquerda representa o LUDOX 
e a linha vermelha do lado direito representa o perfil de decaimento ajustado com uma função de uma 
exponencial (linha verde) para o intervalo de canais selecionado. 

 
 
Os dados experimentais obtidos com o DAS6 Analysis para os metaloantibióticos, na 

ausência (0) e na presença (1 até 10) de concentrações crescentes de KI, foram tratados 

por um método gráfico linear usando a equação 5, ao comprimento de intensidade máxima, 

com o programa Origin 8.0. Na Figura 31 estão representados os tratamentos gráficos dos 

dados do tempo de vida de fluorescência dos metaloantibióticos em HEPES na presença 

de concentrações crescentes de KI, para uma concentração total de 5, 3 e 9 μmol.dm-3 

para o complexo da Ciprofloxacina, Levofloxacina e Moxifloxacina, respetivamente. 
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Figura 31. Ajuste linear dos dados do tempo de vida de fluorescência (equação 5) obtidos ao comprimento 

máximo de emissão de [A] – [Cu(II)/cpx/phen] a 414 nm,  [B] – [Cu(II)/lvx/phen] a 458 nm e [C] – 
[Cu(II)/mxfx/phen] a 468 nm, em concentrações crescentes de KI em tampão HEPES (pH 7.4). As intensidades 
de fluorescência foram obtidas por um LED com excitação a 290 nm.  

 
 
As constantes de Stern-Volmer (ksv) para a extinção de fluorescência dos 

metaloantibióticos pelo ião iodeto foram determinadas a partir do declive da reta obtida 

para cada ensaio. A linearidade do gráfico da equação de Stern-Volmer observada na 

Figura 31 é indicativa de que todos os fluoróforos estão igualmente acessíveis ao agente 

de extinção quando livres em solução. (17,109,129) Na Tabela 7 encontram-se 

representados os valores de ksv, determinados a partir da equação 5, e o respetivo desvio-

padrão para cada metaloantibiótico, pela extinção da intensidade fluorescência do iodeto, 

na ausência e presença de vesículas unilamelares de extrato total de E. coli para diferentes 

concentrações de lípido usadas (250, 500 e 750 μmol.dm-3). Os valores de ksv foram obtidos 

usando a intensidade de fluorescência ao comprimento de onda de emissão máximo (414 

458 e 468 nm para o complexo [Cu(II)/cpx/phen], [Cu(II)/lvx/phen] e [Cu(II)/mxfx/phen] 
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respetivamente). As retas representadas para cada uma das variáveis foram obtidas com 

um coeficiente de correlação R2 igual ou superior a 0,98. 

 

Tabela 7. Valores da constante de Stern-Volmer (ksv) para os metaloantibióticos com iodeto na ausência e na 

presença de diferentes concentrações de LUVs de extrato total de E. coli (250, 500 e 750 μmol.dm-3) através 
de espectroscopia de fluorescência resolvida no tempo. As contantes foram obtidas por um LED com excitação 
a 290 nm e lidas ao comprimento de emissão máximo para cada metaloantibiótico. 

 ksv (M-1) 

Extrato total de 
E.coli 

0 μmol.dm-3 250 μmol.dm-3 500 μmol.dm-3 750 μmol.dm-3 

[Cu(II)/cpx/phen] 15,36 ± 0,14 12,72 ± 0,15 11,23 ± 0,30 –  

[Cu(II)/lvx/phen] 41,59 ± 0,23 37,64 ± 1,16 35,37 ± 1,10 34,80 ± 1,37 

[Cu(II)/mxfx/phen] 15,83 ± 0,10 15,24 ± 0,15 14,81 ± 0,18 15,54 ± 0,06 

 
 
Comparando o valor de ksv (Tabela 7) dos três metaloantibióticos na ausência de vesículas 

lipídicas (0 μmol.dm-3), destaca-se de uma forma significativa o do complexo da 

Levofloxacina. Esta variação está associada à natureza anfipática destas moléculas. Uma 

vez que a Levofloxacina é o antibiótico que apresenta a natureza mais polar, o iodeto tem 

uma maior afinidade por esta. 

Pela análise da Tabela 7 verifica-se que, para o metaloantibiótico da Ciprofloxacina e 

Levofloxacina, o ksv vai diminuindo com o aumento da concentração de lípido. A diminuição 

da constante de Stern-Volmer na presença de lipossomas reflete um novo ambiente no 

qual o fármaco se encontra. (109) Quando o metaloantibiótico se encontra livre em solução, 

todos os fluoróforos se encontram acessíveis ao ião iodeto (como se observa na Figura 

31). Já na presença de lípido há uma falta de extinção de fluorescência (diminuição do ksv), 

que é interpretada como a inacessibilidade do iodeto à zona onde o metaloantibiótico se 

encontra, uma vez que o ksv reflete a afinidade do fluoróforo ao agente de extinção. (109) 

Deste modo, os dados experimentais supracitados sugerem que o complexo da 

Levofloxacina e da Ciprofloxacina se encontram numa zona mais interna da bicamada, 

uma vez que o ião iodeto extingue a fluorescência de fluoróforos normalmente quando 

estes se encontram num ambiente mais hidrofílico (pouco profundo). Desta forma, o iodeto 

como agente de extinção mostra-se eficiente quando estes dois antibióticos se encontram 

em solução. Porém, a perda de extinção indica a presença do fármaco numa zona 

inacessível ao iodeto. Estas zonas podem ser o núcleo hidrofóbico ou o espaço interno 

aquoso do lipossoma. (113)  

No caso do complexo da Moxifloxacina, o ksv permanece praticamente constante indicando 

que este complexo está quase sempre visível ao iodeto. O decréscimo pouco acentuado 

dos valores de ksv, com o aumento da concentração de lípido, deve-se provavelmente a 
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uma pequena redução da concentração do metaloantibiótico da Moxifloxacina em HEPES 

por partição para a fase membranar. Porém, esta leve diminuição no valor de ksv também 

pode ser atribuída à presença de uma pequena partição do iodeto na fase lipídica. (17) 

Embora se previsse uma repulsão eletrostática entre o ião iodeto e as cabeças polares do 

fosfolípido, devido à carga negativa comum, esta será superada não só devido à bicamada 

se encontrar numa fase mais fluida (experiência a 37 °C) mas também devido à repulsão 

eletrostática entre as cabeças polares, fatores responsáveis por um menor empacotamento 

do fosfolípido. (113) Deste modo, este resultado sugere que este complexo da 

Moxifloxacina se encontra numa parte mais superficial da bicamada. 

A acrilamida, uma pequena molécula polar, tem a particularidade da sua eficiência de 

extinção de fluorescência ser independente da polaridade do microambiente à volta do 

fluoróforo mas limitada pela possibilidade de ocorrência de efeitos estéreos. (36) Os 

resultados obtidos (não representados) das experiências de extinção de fluorescência dos 

metaloantibióticos com a acrilamida em HEPES não mostraram qualquer tipo de variação, 

ou seja, a razão 0/ foi sempre igual a 1, independentemente da concentração de 

acrilamida em solução e nos três ensaios. Sendo a acrilamida um agente de extinção 

dinâmico, este resultado sugere que simplesmente não há contacto entre a acrilamida e os 

metaloantibióticos, sendo este um pré-requisito necessário para a ocorrência de extinção 

de fluorescência dinâmica. (109) A invisibilidade dos metaloantibióticos à acrilamida pode 

dever-se a uma incompatibilidade estrutural entre eles, não fazendo sentido prosseguir 

com as experiências na presença de lípido com este agente de extinção.  

 

 

 

 

 

2.2 Anisotropia de Fluorescência por Fluorescência em 

Modo Estacionário 

 

De modo a complementar a informação obtida pelos dados de extinção de fluorescência 

pelo ião iodeto, foram realizados estudos de anisotropia de fluorescência em modo 

estacionário com as sondas TMA-DPH e DPH. Esta técnica além de permitir estudar a 

localização das moléculas de metaloantibióticos em LUVs de extrato total de E.coli, 

permitiu ainda avaliar a influência da sua incorporação na fluidez da membrana. (17,129) 
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A anisotropia de fluorescência em modo estacionário monitoriza mudanças nas restrições 

rotacionais das sondas, impostas pela ordem e desordem das cadeias alifáticas, após a 

passagem da fase gel para a fase fluida com o aumento de temperatura. 

O TMA-DPH e o DPH foram as sondas fluorescentes escolhidas, dadas as suas 

características biofísicas bem conhecidas. O DPH está totalmente embebido na 

membrana, dada a sua natureza hidrofóbica e incorpora-se bem entre as cadeias alquilo 

dos ácidos gordos, enquanto o TMA-DPH, devido ao seu grupo catiónico ancorado ao anel 

fenilo da porção DPH, encontra-se parcialmente embebido na interface água/membrana. 

(17,41,129) A utilização das sondas fluorescentes DPH e TMA-DPH permite avaliar a 

interação do metaloantibiótico com a membrana na região hidrofóbica e na interface 

aquosa da membrana, respetivamente.  

Para evitar a competição entre as moléculas de fármaco e de sonda na ocupação do núcleo 

hidrofóbico das vesículas lipossómicas, foi usada uma razão molar de sonda:lípido de 

1:300. Assim sendo, o comportamento observado deve-se unicamente a alterações na 

estrutura lipídica. (17,41) A variação da anisotropia de fluorescência, em função da 

temperatura (de ~ 10 a 80 °C), das sondas DPH e TMA-DPH incorporadas em lipossomas 

de extrato total de E. coli na ausência e na presença de metaloantibióticos encontra-se 

representada na Figura 32. A anisotropia de fluorescência (r) é definida pela equação 7. A 

fluorescência dos metaloantibióticos a qualquer um dos comprimentos de onda usados 

nesta experiência é desprezável. (17)  
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Figura 32. Variação da anisotropia de fluorescência, em função da temperatura, do DPH (grupo 1) e TMA-DPH 
(grupo 2) em lipossomas de extrato total de E. coli na ausência (quadrados cinzentos) e na presença de 

metaloantibiótico (círculos castanhos): [A] – [Cu(II)/cpx/phen], [B] – [Cu(II)/lvx/phen] e [C] – [Cu(II)/mxfx/phen]. 
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Experiências anteriores de anisotropia realizadas por incorporação das sondas DPH e 

TMA-DPH em sistemas modelo compostos por extrato total de E. coli, reportaram a 

existência de quatro temperaturas de transição de fase para este sistema, como se pode 

observar na Figura 32 (quadrados cinzentos). (41) Como anteriormente referido, a 

membrana externa de E. coli é composta por uma mistura de diferentes ambientes lipídicos 

que contribuem de forma distinta para as propriedades termotrópicas da membrana. As 

duas primeiras transições são atribuídas à presença de misturas de vários tipos de lípidos 

de PE e PG. Por outro lado, as transições a temperaturas superiores devem estar 

relacionadas com a interação entre as moléculas de PE e CL e ainda com as diferentes 

estruturas de CL (dependendo da estrutura das suas cadeias hidrocarbonadas a Tm pode 

variar entre 35 – 62 °C). (41) 

As temperaturas de transição reportadas por Lopes et al. (41) estão sumariadas na Tabela 

8. Neste tipo de ensaios, onde as sondas estão especificamente localizadas numa fase, as 

transições são observadas por uma mudança brusca no sinal de anisotropia. À medida que 

a temperatura varia, as sondas são uniformemente distribuídas ao longo de todas as fases 

do sistema. (41) Visto que as duas sondas estão localizadas em zonas distintas da 

bicamada e as temperaturas de transição reportadas por ambas estão dentro do mesmo 

intervalo, tal significa que o comportamento termotrópico deste sistema lipídico está 

caracterizado. (41)  

 

Tabela 8. Temperaturas de transição (Tm/ºC) reportadas para o sistema de Extrato total de E. coli (em tampão 

HEPES 10 mM, pH 7,4, NaCl 0,1M), usando DPH e TMA-DPH por anisotropia de fluorescência por 
espectroscopia de fluorescência em modo estacionário. (41)  

E. coli total Tm1 Tm2 Tm3 Tm4 

DPH 13,4 ± 0,6 28,5 ± 0,7 42,1 ± 1,2 62,5 ± 1,4 

TMA-DPH 11,1 ± 1,6 25,0 ± 1,0 43,2 ± 1,9 63,0 ± 0,8 

 
 
Através da Figura 32, verifica-se que na presença dos metaloantibióticos o perfil de 

anisotropia para as duas sondas altera-se (círculos castanhos). Esta mudança de 

anisotropia traduz restrições sentidas pelas sondas no seu microambiente.  

Nos ensaios realizados com a sonda DPH (grupo 1), o perfil obtido com os três 

metaloantibióticos é bastante semelhante. Os valores de anisotropia variaram ligeiramente 

mas verificou-se a perda das quatro temperaturas de transição de fase características dos 

lipossomas de E. coli total. Este comportamento da sonda sugere uma ordenação estrutural 

da bicamada fosfolipídica, menos suscetível a variações de temperatura, que apenas pode 

ser resultante da inserção do metaloantibiótico na bicamada. (132) Depois de penetrarem 
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na membrana, as moléculas de metaloantibióticos devido ao seu volume considerável, 

consequentemente dificultam o movimento da sonda fluorescente. (133) Como o DPH está 

profundamente embebido (7,8 Å a partir do centro da bicamada) (102), o comportamento 

refletido nas experiências com esta sonda permite concluir que os metaloantibióticos estão 

localizados no núcleo hidrofóbico da membrana. 

Por outro lado, nas experiências realizadas com a sonda TMA-DPH (grupo 2), o perfil 

anisotrópico obtido para os três metaloantibióticos não é tão linear relativamente ao obtido 

com o DPH. De uma forma geral, verifica-se que nos três casos há uma diminuição no 

valor de anisotropia abaixo da terceira temperatura de transição (~ 40 °C), o que sugere 

um aumento de fluidez na região da interface dos lipossomas de E. coli. Este 

comportamento membranar pode ser explicado pela neutralização das cargas negativas 

presentes à superfície dos lipossomas, pelas espécies catiónicas de metaloantibióticos 

presentes a pH fisiológico. Com o aumento da temperatura, o número de cargas negativas 

expostas aumenta (devido ao aumento do movimento térmico dos fosfolípidos) e, 

consequentemente, mais moléculas de metaloantibiótico interagem com a membrana. Este 

fenómeno provoca uma diminuição da polarização generalizada da membrana. (133) Esta 

interação eletrostática já foi mencionada em vários estudos sobre a interação de 

antibióticos com bicamadas lipídicas. (134-136)  

Para os complexos da Ciprofloxacina [A2] e da Levofloxacina [B2] verificou-se ainda a 

perda de todas as temperaturas de transição na anisotropia do TMA-DPH. Possivelmente, 

como resultado das interações eletrostáticas, ocorre uma estabilização da estrutura 

membranar fazendo com que se torne menos sensível ao aumento de temperatura. Isto 

pode ser explicado tendo em conta que em membranas com uma composição química 

complexa, as transições de fase nos estudos anisotrópicos não descreverem um sinal de 

forma tão percetível. Este facto é também reportado em membranas de qualquer célula 

viva. (133) 

Contrariamente, na presença do complexo da Moxifloxacina [C2] não ocorre perda das 

transições de fase dos lípidos na experiência reportada com o TMA-DPH. Apesar dos três 

metaloantibióticos possuírem uma seletividade para os lípidos aniónicos da membrana 

(dada as cargas positivas a pH fisiológico) e ser espectável que interagissem de igual modo 

com estes grupos negativos, isso não parece acontecer no caso do metaloantibiótico da 

Moxifloxacina. Este facto poderá estar relacionado com a presença de domínios 

membranares, ou seja, regiões com uma composição diferente. Há evidências de que a 

membrana externa de E. coli possui domínios ricos em PE, PG e CL. (43) Este resultado 

parece indicar que o complexo da Moxifloxacina interage com um tipo de domínio em 
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particular e, por isso, as transições de fase dos lípidos são mantidas. Contudo, as 

temperaturas de transição dos lipossomas de extrato total de E. coli experienciadas pela 

sonda TMA-DPH sofreram alterações. A variação das temperaturas de transição dos 

lípidos na presença do metaloantibiótico da Moxifloxacina ([C2]), assinaladas a vermelho, 

apresentam-se na Tabela 9. A equação 7 foi usada no ajuste dos dados de anisotropia 

versus temperatura.  

 

Tabela 9. Valores da temperatura de transição de fase (Tm) de lipossomas de extrato total de E. coli com TMA-

DPH incorporada obtidos através do ajuste não-linear dos dados de anisotropia de fluorescência estática da 
Figura 32 – [C2]. 

 Tm1 (°C) Tm2 (°C) Tm3 (°C) Tm4 (°C) 

Extrato total 

E. coli 

 

11,1 ± 1,6 (41) 

 

25,0 ±1,0 (41) 

 

43,2 ± 1,9 (41) 

 

63,0 ± 0,8 (41) 

 

[Cu(II)/mxfx/phen] 

 

- 

 

30,5 ± 0,3 

 

47,9 ± 0,7 

 

- 

 
 
Analisando a Tabela 9, verifica-se que a temperatura de transição de fase do lípido na 

presença do complexo CuMxfxPhen mostra um aumento de ~ 5 °C para a Tm2 e Tm3. 

Devido ao elevado erro associado na determinação das temperaturas Tm1 e Tm4, estas não 

foram incluídas. O aumento das temperaturas de transição é indicativo de uma maior 

ordenação estrutural na fase fluída. (132) Estes resultados sugerem que o 

metaloantibiótico da Moxifloxacina deve estar localizado muito próximo da interface 

água/membrana. Além disso, este resultado é corroborado pelos dados obtidos pela 

extinção de fluorescência pelo ião iodeto, onde este complexo se mostra constantemente 

acessível a este agente de extinção. 

Desta forma, os resultados obtidos pelas experiências de anisotropia de fluorescência com 

o DPH e TMA-DPH sugerem que os metaloantibióticos são atraídos para os grupos 

carregados negativamente dos lípidos. Como consequência, esta interação electroestática 

permite a inserção do metaloantibiótico no interior da bicamada. É possível que a 

acumulação de antibiótico forme domínios entre os fosfolípidos e possibilite a permeação 

do metaloantibiótico através da membrana.  

Os estudos de localização por extinção e anisotropia de fluorescência em LUVs de E. coli 

total encontrados na literatura para várias FQs na forma livre, incluindo a Ciprofloxacina e 

Moxifloxacina (17,102,129,137), reportam que as FQs devem estar localizadas perto das 

cabeças fosfolipídicas mas não penetram profundamente a bicamada. As experiências de 

extinção de fluorescência pelo ião iodeto são concordantes com os dados de anisotropia 

reportados pelo TMA-DPH e sugerem que as FQs interagem electrostaticamente com os 



Novas Estratégias para Entender o Sistema de Influxo de Antibióticos e a Resistência 
Antimicrobiana a Nível Molecular 

 86 

grupos negativos dos lípidos da membrana. Os dados com a sonda DPH não apresentam 

variações significativas, o que confirma a localização das FQs livres apenas na interface 

água/lípido.  

 

 

 

 

 

2.3 Conclusões 

 

A realização dos estudos de extinção de fluorescência pelo ião iodeto e de anisotropia de 

fluorescência pelas sondas DPH e TMA-DPH permitiu obter informação sobre a localização 

e inserção dos metaloantibióticos nos LUVs de E. coli total. 

A partir das experiências de extinção de fluorescência com o ião iodeto foi obtida 

informação acerca da profundidade relativa dos metaloantibióticos na bicamada, uma vez 

que este agente de extinção apenas tem acesso à parte mais superficial da membrana. Na 

presença de lipossomas, os metaloantibióticos da Ciprofloxacina e Levofloxacina tornam-

se menos acessíveis ao iodeto. Este resultado sugere que ambos os complexos estão 

localizados no núcleo hidrofóbico da bicamada, numa zona que o ião iodeto não consegue 

atingir. Por outro lado, a acessibilidade praticamente constante do metaloantibiótico da 

Moxifloxacina ao iodeto sugere a sua localização numa região mais próxima da interface 

água/lípido.  

Os estudos de anisotropia complementam e confirmam os resultados obtidos por extinção 

de fluorescência. Os dados obtidos com a sonda TMA-DPH (localizada a 10,9 Å a partir do 

centro da bicamada) sugerem a ocorrência de interações eletrostáticas entre as espécies 

catiónicas dos metaloantibióticos com os grupos aniónicos dos fosfolípidos da membrana.  

Contudo, o resultado obtido para o metaloantibiótico da Moxifloxacina sugere que 

provavelmente este antibiótico tem preferência por domínios específicos da membrana e, 

por essa razão, é mais visível na interface água/lípido. De qualquer modo, os dados obtidos 

com a sonda DPH (localizada a 7,8 Å a partir do centro da bicamada) mostram a inserção 

dos três metaloantibióticos na membrana.  

Tendo em conta os resultados obtidos pelos estudos de localização, é possível concluir 

que os metaloantibióticos das três FQs estudadas permeiam diretamente para o interior da 

bicamada lipídica. O mecanismo envolvido na sua entrada na célula bacteriana parece 
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incluir primeiramente uma adsorção eletrostática forte à região da interface, o que potencia 

a entrada do metaloantibiótico pela via hidrofóbica. 

Como conclusão, os dados obtidos neste trabalho indicam que os metaloantibióticos 

podem ser candidatos adequados para mais testes avançados a fim de substituir as 

respetivas FQs puras. A limitação da permeabilidade celular causada pela baixa expressão 

ou alteração da porina necessária para a entrada de FQs na célula, é um dos principais 

mecanismos de resistência bacteriana a FQs que parece ser ultrapassado com os 

metaloantibióticos.  



IV. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

 

 
Com este capítulo pretende-se reforçar as principais conclusões obtidas com a realização 

deste trabalho, com o objetivo de compreender o papel dos lípidos no transporte de 

metaloantibióticos em estirpes bacterianas. A utilização de metaloantibióticos, como novos 

derivados das FQs, tem sido apontada como uma alternativa para combater um dos 

principais mecanismos de resistência bacteriana a antibióticos – mutações em porinas. 

(1,4-6) Neste trabalho foi determinada a interação e localização dos metaloantibióticos da 

Ciprofloxacina, Levofloxacina e Moxifloxacina, FQs de 2ª, 3ª e 4ª geração respetivamente, 

com um sistema modelo mimético da membrana externa de bactérias Gram-negativas. 
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1.1 Considerações Finais 

 

O design de novos fármacos é uma estratégia válida e importante para combater a 

resistência bacteriana a antibióticos. Devido ao conhecimento dos mecanismos de 

resistência, o desenvolvimento de antibióticos que atacam diretamente as membranas 

bacterianas parece ser uma via promissora. (1,5) Estudos biológicos recentes com FQs e 

iões de metais de transição mostram claramente que o ião cobre(II) pode formar complexos 

ternários muito estáveis com FQs e fenantrolina, e ainda que esses complexos são agentes 

antimicrobianos (metaloantibióticos) tão ou mais eficientes que o respetivo antibiótico na 

forma livre. (4,7,22) Além disso, os estudos biofísicos sugerem que o mecanismo de 

entrada na célula bacteriana destes complexos parece ter uma base diferente 

relativamente à FQ na forma livre. (1,4-7,22) 

Tendo em conta que (1) – o ataque direto das membranas bacterianas é pensado para ser 

uma maneira de contornar os mecanismos de resistência de bactérias e que (2) – os 

metaloantibióticos são fármacos promissores por poderem exercer uma atividade 

antimicrobiana potenciada, neste trabalho os estudos realizados focaram-se no 

mecanismo de entrada dos complexos metálicos da Ciprofloxacina, Levofloxacina e 

Moxifloxacina, FQs de 2ª, 3ª e 4ª geração respetivamente, com um sistema modelo da 

membrana externa de Escherichia coli. O mecanismo de entrada dos metaloantibióticos foi 

estudado através da sua partição e localização em lipossomas de extrato total de E. coli, 

de forma a mimetizar a química e o ambiente anisotrópico estrutural da membrana externa 

desta bactéria Gram-negativa. Porém, os lipossomas preparados foram privados da 

maquinaria de transporte, porinas, reportada como necessária para as FQs alcançarem o 

seu alvo. (2,3,5) 

A análise quantitativa da partição (logKp), corroborando com estudos biofísicos 

precedentes, confirmou que os complexos metálicos CuCpxPhen (5), CuLvxPhen 

(resultados não publicados) e CuMxfxPhen (1) têm uma interação significativamente mais 

elevada com os lipossomas de E. coli do que o respetivo antibiótico na forma livre. Visto 

que as espécies de complexo de FQs que existem a pH fisiológico, CuHLA e CuH2LA, são 

catiónicas este resultado sugere que estas prontamente promovem interações 

eletrostáticas específicas com os grupos aniónicos característicos de moléculas de PG e 

CL presentes no sistema membranar de E. coli. As propriedades físico-químicas dos 

metaloantibióticos aumentam consideravelmente sua a afinidade com os lipossomas e, 

consequentemente modificam/melhoram o mecanismo de entrada destes antibióticos na 

célula bacteriana.  



Novas Estratégias para Entender o Sistema de Influxo de Antibióticos e a Resistência 
Antimicrobiana a Nível Molecular 

 92 

Os resultados obtidos para os coeficientes de partição são corroborados pelos obtidos nos 

estudos de localização membranar e sugerem claramente a internalização dos 

metaloantibióticos das FQs na bicamada lipídica. A localização membranar dos 

metaloantibióticos foi determinada pela combinação de extinção de fluorescência e 

anisotropia de fluorescência, de modo a obter um resultado mais elucidativo, dada a 

complexidade do sistema membranar de extrato total de E. coli.  

Os dados da extinção de fluorescência pelo ião iodeto, um agente de extinção solúvel em 

água, revelaram a existência de população inacessível dos complexos CuCpxPhen e 

CuLvxPhen na presença de vesículas lipídicas. Este resultado sugere que estes dois 

metaloantibióticos se localizam numa zona inalcançável pelo iodeto, como o núcleo 

hidrofóbico ou o espaço interno aquoso do lipossoma. No caso do complexo CuMxfxPhen, 

quase todos os fluoróforos se mostraram acessíveis ao iodeto na presença de LUVs de E. 

coli, pelo que sugere uma localização mais próxima da interface água/membrana. A 

localização dos metaloantibióticos na membrana lipídica foi complementada pelos estudos 

de anisotropia de fluorescência, através da avaliação do perfil anisotrópico das sondas 

DPH e TMA-DPH na membrana de E. coli total.  

Os resultados obtidos com as experiências de anisotropia de fluorescência mostraram-se 

concordantes com os resultados obtidos com a extinção de fluorescência pelo ião iodeto. 

A localização do complexo CuMxfxPhen na região da interface foi suportada pela alteração 

notória no perfil da sonda TMA-DPH. Este perfil foi ainda acompanhado por um aumento 

das temperaturas de transição de fase dos lípidos, que indicou uma maior ordenação 

estrutural na fase fluída. O comportamento distinto verificado no complexo da Moxifloxacina 

relativamente ao complexo da Ciprofloxacina e Levofloxacina sugere que, o 

metaloantibiótico da Moxifloxacina, interage com um tipo de domínio lipídico particular e 

não de uma forma genérica como parece verificar-se nos outros dois metaloantibióticos. 

Por outro lado, nos estudos anisotrópicos com o DPH verificou-se que a anisotropia desta 

sonda foi afetada de igual forma na presença dos três metaloantibióticos, refletindo a perda 

das fases de transição dos lípidos. Uma vez que a anisotropia em modo estacionário 

monitoriza mudanças nas restrições rotacionais das sondas fluorescentes e o DPH é a 

sonda hidrofóbica localizada a 7,5 Å do centro da bicamada, este comportamento indica 

que na presença de cada metaloantibiótico há uma ordenação estrutural da bicamada 

fosfolipídica que apenas pode ser causada pela inserção do antibiótico nesta zona.  

Considerando estes resultados é possível considerar que os metaloantibióticos estudados 

têm um mecanismo de entrada diferente comparativamente à FQ livre, fortemente 

dependente das interações fármaco-lípido. Esta forte associação entre as espécies 
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carregadas positivamente dos metaloantibióticos, as quais existem a pH fisiológico, com 

os grupos carregados negativamente dos lípidos potencia o influxo destes antibióticos 

baseado na via hidrofóbica. Por outro lado, os antibióticos na forma livre requerem a 

interface lípido/porina ou a porina para serem internalizados. (2,3,35,36) 

Em suma, a maior barreira permeável de bactérias Gram-negativas para a entrada de FQs 

é a membrana externa. A redução da permeabilidade desta membrana, devido à baixa 

expressão/mutações em porinas, constitui um dos principais mecanismos de resistência 

bacteriana. Devido a este conhecimento, os metaloantibióticos são uma via promissora 

visto que a sua entrada na célula é governada primeiramente pela via autopromovida 

(compostos catiónicos). Os resultados obtidos com a realização deste trabalho tornam-se 

ainda mais prometedores, uma vez que o sistema membranar utilizado se aproxima o 

máximo possível das membranas bacterianas naturais de E. coli. 

 

 

 

 

 

1.2 Perspetivas Futuras 

 

Os estudos biofísicos realizados sugerem que a via de entrada dos metaloantibióticos 

parece ser diferente das respetivas FQs e, por isso, os complexos parecem ser candidatos 

adequados para mais testes biológicos em microrganismos que exibem um fenótipo de 

resistência a FQs. Neste contexto, também os estudos realizados em solução são 

fundamentais para perceber o comportamento dos metaloantibióticos, pois apesar das 

suas limitações, são a melhor representação de uma situação in vivo. Não há muitas 

equipas de investigação que tenham o seu esforço focado nesta área e por isso, muito do 

trabalho publicado relaciona a atividade biológica dos metaloantibióticos com as suas 

propriedades no estado sólido, conduzindo a extrapolações e, em muitos casos, a 

conclusões erradas.  

O desenvolvimento de novos fármacos tem estagnado nos últimos anos, com poucos 

novos agentes antimicrobianos a entrarem em ensaios com seres humanos e ainda menos 

a serem aprovados para uso terapêutico. Particularmente, nenhuma nova classe de 

antibióticos para tratar bacilos Gram-negativos foi proposta há mais de 40 anos (desde a 

introdução das FQs). O descobrimento e desenvolvimento de antibióticos tem-se tornado 



Novas Estratégias para Entender o Sistema de Influxo de Antibióticos e a Resistência 
Antimicrobiana a Nível Molecular 

 94 

cientificamente mais complexo, mais caro e muito mais demorado. Além disso, todas as 

burocracias impostas para a aprovação de um antibiótico através da U.S. FDA e European 

Medicines Agency têm dificultado cada vez mais este processo durante a última década. 

(4) Os resultados supracitados sugerem o potencial dos metaloantibióticos como 

substitutos das FQs propondo o uso de novas formulações, e não necessariamente novos 

compostos, o que poderia ser um meio de introduzir terapias mais rápidas com períodos 

de teste reduzidos e menor exigência a nível regulamentar.  
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