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RESUMO

Quinonas despertam muito interesse devido as suas diversas atividades bioldgicas,
principalmente como agentes antitumoral e tripanossomicida. A citotoxicidade de
quinonas decorre de dois mecanismos principais: geragcao de EROs resultando no
estresse oxidativo e alquilacdo de nucledfilos celulares, como o DNA e algumas
enzimas, como as topoisomerases. Sua atividade depende de biorreducéo,
similarmente ao que acontece com compostos nitroaromaticos. Eles também
catalisam reacdes de transferéncia de elétrons bioldgicas e, apds a redugdo geram
anions radicais (anions radicais semiquinona e nitro), que dependendo da
estabilidade, podem transferir seus elétrons livres a moléculas aceptoras. Neste
trabalho, compostos de funcionalidade mista derivados da nor-g-lapachona, com um
grupo nitroanilina, foram estudados eletroquimicamente nos meios prético (tampao
acetato) e aprético (DMF + TBABF,, DMSO + TBAP e acetonitrila + TBABF,),
utilizando carbono vitreo e mercurio como eletrodos de trabalho. Os compostos
apresentaram um comportamento redox complexo e o mecanismo elucidado por
espectroeletroquimica. Os produtos da eletro-reducdo da nor-g-lapachona e
nitroquinonas reagiram com oxigénio, indicativo da geragao de EROs, na ordem de
reatividade 2 > nor-g-lapachona > 3 > 1. Foi investigada a interacdo com DNA, que
se mostrou positiva para as nitroquinonas e negativa para O precursor nor-g-
lapachona, concordantes com ensaios biolégicos que também evidenciou que as
nitroquinonas causam dano ao DNA. A estabilidade do nitrosemiquinona, tempos de
meia-vida e as taxas reacionais referentes a reacdo quimica de
desproporcionamento acoplada ao processo eletroquimico para cada derivado foram
determinadas usando eletrodo de mercurio. A partir desses estudos, foi evidenciada
a menor estabilidade para o nitrofenilamina meta-substituida (k, = 15,188 x 10° L
mol?* s and t;;, = 0,06 s). Nos estudos por espectroeletroquimica das nitroquinonas,
observou-se a geracdo de intermediarios radicalares (anions radicais semiquinona e
nitro), com diferencas entre os nitroderivados o- e m-, assim como para 0 p-
derivado. Com objetivo de aumentar a solubilidade das nitroquinonas, para
posteriores estudos in vivo, foi avaliada a formagcao de complexos de inclusdo com
B-ciclodextrina. Foram obtidos resultados positivos, refletindo em alternativa viavel
para formulacfes posteriores com estes compostos e ensaios bioldgicos.

Palavras-Chave: Sensores de DNA. Nor-B-lapachona. Nitroquinonas.B-ciclodextrina.
Parametros Eletroquimicos. Farmacoletroquimica.



ABSTRACT

Quinones have been the subject of much interest due to their various biological
activities, mainly as antitumor and as trypanocidal agents. Quinones are cytotoxic by
two main mechanisms: the generation of ROS resulting in oxidative stress and
alkylation of cellular nucleophiles, such as DNA and some enzymes such as
topoisomerases. Their activity depends on bioreduction, similarly to what happens to
nitroaromatic compounds. They also catalyze electron transfer reactions in biological
processes and, after reduction generate radical anions (semiquinone radical anion
and nitro), which depending on stability, can furnish their free electrons to acceptor
molecules. In the present study, compounds with mixed functionalities derived from
nor-g-lapachone, including a nitroaniline group were electrochemically studied in
protic (acetate buffer) and aprotic (DMF+TBABF4, DMSO+TBAP and
Acetonitrile+TBABF4) media, using glassy carbon and mercury as working
electrodes. The compounds showed a complex redox behavior and the mechanism
was elucidated using electron spin resonance. The electroreduced products of nor-3-
lapachone and of the nitroquinones reacted with oxygen, indicative of the generation
of reactive oxygen species, reactivity in the order of 2 > nor-g-lapachone >3 > 1. We
investigated their interaction with DNA, which was shown to be positive for
nitroquinones and negative for the precursor nor-g-lapachone, in agreement with
biological assays which had also shown that the nitroquinones cause DNA damage.
The stability of the nitrosemiquinones, their half-life times were measured using
mercury electrode, and the reaction rates for the electrochemical process-following-
up-disproportionation reaction were measured. From these studies, a lower stability
for the meta-substituted nitrophenylaniline (k, = 5.188 x 10° L mol™* s* and t, = 0.06
s) was evidenced. Upon spectroelectrochemical reduction studies of the
nitroguinones, the generation of radicalar intermediates (semiquinone radical anion
and nitro radical anion) was observed, with differences between o0-, m-derived
compounds and the p-substituted one. To increase the solubility of the nitroquinones,
in order to allow in vivo studies, the formation of inclusion complexes with B-
cyclodextrin were evaluated. Positive results were obtained, leading to a viable
formulation alternative for further biological studies with the compounds.

Keywords: DNA sensors. Nor-g-lapachone. Nitroquinones. p-cyclodextrin.
Electrochemical Parameters. Pharmacoelectrochemistry.
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1 INTRODUCAO

1.1 Consideracfes Gerais

O estudo das reacdes de transferéncia de elétrons constitui uma ferramenta
valiosa para compreensdo dos inUmeros eventos que ocorrem em nivel biolégico e,
deste modo, contribuem de forma significativa para a quimica medicinal. A maioria
dos processos biolégicos envolve reacdes de oxi-reducdo e estes, por sua vez, sao
responsaveis por funcdes vitais e de manutencdo da integridade celular. Desta
forma, uma vez que tais eventos sao uma consequéncia das reacbes de
transferéncia de elétrons, que dependem do estado redox da célula, a eletroquimica
pode contribuir de forma muito efetiva na compreensdo dos mesmos. Embora o
termo estado redox celular ndo seja facilmente definido, uma vez que este é
consequente de pares de substancias com capacidade redutora/oxidante, estudos
tém demonstrado que células e/ou tecidos estdo sujeitos a estresse oxidativo ou
redutivo quando os pares de substancias responsaveis pela manutencdo das
funcdes vitais se encontram em desequilibrio (Schafer & Buettner, 2001; De Abreu
et al., 2002; Hillard et al., 2008).

Nos seres humanos, a energia necessaria para construgcdo de estruturas
celulares, assim como a manutencdo destas, é obtida a partir de processos redox,
em que moléculas organicas doam elétrons ao oxigénio, repercutindo num ambiente
redutor em células e tecidos. Esses pares redox séo responsaveis pelo fluxo de
elétrons e, consequentemente de mudancas entre um ambiente redutor/oxidante,
podendo atuar de forma interligada. O termo estado redox € usado em referéncia a
razdo entre as formas reduzida e oxidada em um par redox especifico, como por
exemplo, no caso do par GSSG/2GSH, que é considerado o tampdo redox celular.
Assim, o0 estado redox desse par poderia ser usado para indicar o ambiente redox
celular (Schafer & Buettner, 2001).

Nos seres humanos, a energia necesséria a execuc¢ao das fungdes bioldgicas
advém de processos de oxidagédo/reducdo, em que pares redox S80 responsaveis
pelo fluxo de elétrons, promovendo uma mudanga no ambiente redox celular, com
consequente liberacéo de energia. O ambiente redox de um conjunto de pares redox
interligados como encontrado em fluidos bioldgicos, organelas, células, ou tecidos é

a soma dos produtos do potencial de reducao e da capacidade redutora dos pares
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redox presentes. Desta forma, em nivel celular, a capacidade redutora pode ser
estimada pela determinacdo da concentracdo de espécies reduzidas em um par
redox, enquanto que o potencial de reducéo pode ser obtido através da equacao de
Nernst (Schafer & Buettner, 2001). Em termos matematicos, esta consideracao pode

ser representada pela equacéao abaixo:

n(acoplados)
Balango redox = Z E; x [espécies reduzidas]; eq 1
i=t
Em que E; € o potencial de reducdo da semi-célula para um dado par redox e

[espécies reduzidas]; € a concentracdo das espécies reduzidas em um par redox.

Desta forma, vale ressaltar a importancia da equacdo de Nernst, que permite
determinar a voltagem de uma célula eletroquimica AE), uma vez que a mesma
incorpora a energia de Gibbs (AG) e a expressao de acédo das massas (Q). Esta
equacdo tem amplas aplicacdes nas reacdes eletroquimicas bioldgicas, que sao
responsaveis pela producdo de energia e para constru¢cdo e manutencdo das
estruturas necessarias a um organismo. Como nos organismos Vvivos 0S eventos nao
ocorrem sob condicbes padrées, a relacdo pode ser derivada a partir de um

processo como representado a SegUir:
aRed1 + bOXZ = C0x1 + dRedz eq 2

sendo que o potencial da célula eletroquimica pode ser expresso entdo pela

equacdao de Nernst:
AE = AE° RTl Q 3
- nf " cd

em que n € o numero de elétrons transferidos na reacdo redox, F é a constante de
Faraday (F = 96485 coulombsmol™), R é a constante dos gases (R = 8,314 J mol™*K’
1Y e T, a temperatura em Kelvin.

No entanto, do ponto de vista termodinamico, a célula ndo se encontra em
equilibrio com o ambiente, isto sé ocorre quando a mesma morre, cujo AE = 0.
Dentro da celula, as rea¢cdes quimicas tentam atingir o equilibrio, porém, isto é
permite somente para algumas reacdes selecionadas, como as reacbes de

degradacdo de acucares. Assim, para a manutencdo da estrutura e fungdes
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celulares é requerido que muitas reagbes quimicas ndo atinjam o equilibrio.
Contudo, em curtos periodos de tempo, a concentracdo destes pares redox e a
razdo [Ox]/[Red] ndo muda, sendo, portanto, possivel a aplicacdo da equacao de

Nernst, eq. 3.

1.2 Relevancia da Eletroquimica em Quimica Medicinal

A mudanca no balanco redox celular tem sérias consequéncias nos
processos biologicos, como o desequilibrio entre os sistemas pré e antioxidante
resultando no estresse oxidativo (Valko et. al, 2004). Uma vez que o ambiente redox
de uma célula viva estéa relacionado essencialmente a sua capacidade de reducédo
ou oxidacao, esta capacidade € inerente ao estado dos pares redox, presentes na
célula, sendo alguns diretamente acoplados e interagindo via processos
enzimaticos, definidos de varias maneiras, como em termos do par NAD'/NADH,
NADP*/NADPH ou GSSG/2GSH (Hillard et. al, 2008). O ciclo redox da glutationa
(GSH) e de proteinas sensiveis a processos redox, como a glutationa S-tranferase
(GST) e tiorredoxina constituem o sistema antioxidante primario da célula frente a

espécies reativas (Fernandez-Checa, 2003).

Outras implicagdes consequentes do desbalanco redox celular incluem
alteracBes nos processos de sintese de DNA e RNA, sintese de proteinas, ativacéo
de enzimas, e mesmo a regulacédo do ciclo celular. Desta forma, o ambiente redox
celular controla o ciclo celular, determinando se uma célula ira proliferar, diferenciar

ou morrer (Schafer & Buettner, 2001).

O estresse oxidativo é uma importante conseqiéncia do desbalanco redox,
sendo o resultado da producdo descontrolada de espécies reativas de oxigénio
(ERO) e de nitrogénio (ERN). A geracdo destas espécies pode ocorrer
endogeneamante durante diversas atividades metabolicas da célula. Em células de
mamiferos, a maior fonte de espécies reativas de oxigénio intracelular é a
mitocondria (Hileman et al., 2004). Tanto a geracao de espécies reativas de EROs
guanto de ERN, que resultam do estresse oxidativo, tem despertado grande
interesse devido ao papel biolégico duplo que apresentam (Valko, et al., 2006). A

producdo de ERO e de ERN é parte integrante do metabolismo humano e é
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observada em diversas condic¢des fisiol6gicas, como por exemplo, na fagocitose,
fenbmeno em que essas espécies sao produzidas para eliminar o agente agressor,

na apoptose, no controle da pressédo sanguinea (Vasconcelos et al., 2007).

Em condicbes de superproducdo de espécies reativas de oxigénio, estas
podem atuar como mediadoras em processos danosos a estrutura celular. Todas as
espécies reativas tém potencial para interagir com componentes celulares, incluindo
o DNA ou com esqueleto de desoxirribose danificando as bases do DNA ou
promovendo a quebra de fitas (Valko et al., 2004). Espécies reativas podem
promover a peroxidagdo de lipidios e membranas, gerando intermediarios reativos
ao DNA, que formam adutos com o DNA, promovem oxidacdo de proteinas e
inativacdo de enzimas (Hileman et al., 2004; Valko et al., 2006). Algumas lesdes
oxidativas ao DNA sdo promutagénicas, desempenhando assim importante papel no

desenvolvimento do cancer (Valko et al., 2004).

Em células aerdbias, a cadeia de transporte de elétrons da mitocondria e 0
reticulo endoplasmatico sdo as maiores fontes de espécies reativas de oxigénio,

como o anion radical superdxido (0). Na mitocondria a formagdo de EROs esta

associada a diversas condi¢des, como patologias, processo de envelhecimento. No
reticulo endoplasmatico, tais espécies resultam da perda ou doacéo de elétrons por
parte do citocromo NADPH: P450 redutase, o sistema FADH, e citocromo bs ao
oxigénio (Matés et al., 2000; Fleury et al.,, 2002). No organismo, o sistema
antioxidante responsavel pelo controle e restabelecimento do equilibrio na producao
de espécies reativas de oxigénio e/ou nitrogénio sdo as enzimas superoxido

dismutase (SOD), catalase e varias outras peroxidases (Vasconcelos, et al., 2007).

Por definicdo, espécies reativas sao entidades quimicas, moléculas ou
fragmentos de moléculas, contendo um ou mais elétrons desemparelhados em
orbital atbmico ou molecular. A presenca de elétrons desemparelhados confere a
estas espécies um alto grau de reatividade (Valko et al., 2004; Valko et al.,2006). As
espécies reativas derivadas do oxigénio representam a classe mais importante nos
sistemas vivos, sendo o préprio oxigénio molecular, no estado fundamental,
possuidor de uma configuragdo eletrbnica Unica que o caracteriza como um
birradical. A adigcdo de um elétron ao oxigénio resulta na formagéo do anion radical

superdxido (0,?). Este radical, advindo de processos metabdlicos ou através da
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ativacdo do oxigénio molecular por irradiacao fisica, é considerado ERO primaria. O
anion radical superoxido € capaz de reagir em etapas posteriores com outras
moléculas para gerar espécies reativas secundarias, seja de forma direta, ou em
processos catalisados por enzimas ou reacbes com metais. As diversas vias
responsaveis pela geracao de espécies reativas de oxigénio, o sistema antioxidante
responsavel pelo controle e o dano decorrente da presenca destas espécies é
representado na Figura 1 (Valko et al., 2007).

Figura 1. Vias de formacdo de ERO, o processo de peroxidacdo lipidica e do papel da
glutationa (GSH) e outros antioxidantes (vitamina E, vitamina C, acido lipbico), no manejo do
estresse oxidativo (equagBes ndo balanceadas). Reacao 1: O anion radical superdxido €
formado pelo processo da reducdo do oxigénio molecular mediado por enzimas oxidases
NAD(P)H e xantina oxidase ou ndao enzimaticamente, por compostos redox-reativos, como o
composto semi-ubiquinona da cadeia mitocondrial de transporte de elétrons. Reagdo 2: o
radical superoxido sofre dismutacdo pela superéxido dismutase (SOD) a perdxido de
hidrogénio. Reacdo 3: o peroxido de hidrogénio é eliminado mais eficientemente pela
enzima glutationa peroxidase (GPx) que requer GSH como doador de elétrons. Reacéo 4: a
glutationa oxidada (GSSG) é reduzida de volta a GSH, pela enzima glutationa redutase
(Greq) que utiliza NADPH como doador de elétrons. Reacdo 5: alguns metais de transicdo
(por exemplo, Fe**, Cu* e outros) podem quebrar o peréxido de hidrogénio ao radical reativo
hidroxila (reacdo de Fenton). Reacdo 6: o radical hidroxila pode abstrair um elétron a partir
de acidos graxos poliinsaturados (LH) para dar origem a um radical lipidio carbono-centrado
(L"). Reagdo 7: o radical lipidico (L") pode posteriormente interagir com o oxigénio molecular
para gerar um radical peroxila lipidico (LOO"). Se o radical peroxila lipidico resultante LOO’
ndo for reduzido pelo uso de antioxidantes, o processo de peroxidacdo lipidica ocorre
(reacbes 18-23 e 15-17). Reacédo 8: o radical peroxila lipidico (LOQO") é reduzido dentro da
membrana por uma forma reduzida da vitamina E (T-OH), resultando na formacdo de um
hidroperéxido lipidico e um radical de vitamina E (TO’). Reacdo 9: a regeneracdo da
vitamina E pela vitamina C: o radical de vitamina E (TO") é reduzido novamente a vitamina E
(T-OH) pelo acido ascoérbico (a forma fisiologica de ascorbato é a espécie monoanidnica
ascorbato, AscH) deixando para tras o radical ascorbila (Asc”). Reacao 10: a regeneracdo
da vitamina E por GSH: o radical de da vitamina E oxidada (TO’) é reduzido por GSH.
Reacdo 11: a glutationa oxidada (GSSG) e o radical ascorbila (Asc™) séo reduzidos de volta
para GSH e a espécie ascorbato monoanidnica, AscH’, respectivamente, pelo &cido
diidrolipdico (DHLA), que € convertido em acido a-lipdico (ALA). Reagéo 12: a regeneracéo
de DHLA a partir de ALA usando NADPH. Reacdo 13: hidroperdxidos lipidicos sao
reduzidos a alcodis e oxigénio molecular pela GPx, usando GSH como doador de elétrons.
O processo de peroxidacdo lipidica: Reacdo 14: hidroperéxidos lipidicos podem reagir
rapidamente com Fe?* para formar radicais alcoxil lipidicos (LO’), ou muito lentamente com
Fe* para formar radical peroxila lipidico (LOO’). Reacdo 15: radical alcoxila lipidico (LO ),
por exemplo, derivado da reagdo de ciclizagdo do acido araquidénico sofre reacdo de
ciclizagdo para formar um hidroperéxido, em anel de seis membros. Reacdo 16: anel
hidroperéxido de seis membros sofre reacdes posteriores (envolvendo B-cisédo) para formar
4-hidroxinonenal. Reagdo 17: o 4-hidroxinonenal € transformado em um aduto inécuo
glutatatil (GST, glutationa S-transferase). Reag¢do 18: um radical peroxila localizado na
posicéo interna do acido graxo pode reagir por ciclizagdo para produzir um peréxido ciclico
adjacente a um radical carbono-centrado. Reagédo 19: Este radical pode ser reduzido para
formar um hidroperéxido (reacdo ndo mostrada) ou pode sofrer uma segunda ciclizacéo
para formar um peréxido biciclico que apdés o acoplamento ao oxigénio molecular e reducao
gera uma molécula estruturalmente analoga ao endoperdxido. Reacdo 20: o composto
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formado é um produto intermediario para a producdo de malondialdeido. Reagbes 21, 22,
23: malondialdeido pode reagir com as bases citosina, adenina e guanina do DNA para
formar adutos M;C, M;A e M;G, respectivamente.
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Fonte: Valko et al., 2007, adaptado.

A maior quantidade de anion radical superdoxido € gerada dentro da
mitocondria da célula através da cadeia de transporte de elétrons, que é a principal

fonte de ATP em células de mamiferos e, portanto, essencial a vida. Durante o
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processo de transdugdo de energia, ocorre a “perda” prematura de elétrons ao
oxigénio, gerando o anion radical superéxido, Figura 1, que esta relacionado a
varias condi¢Bes patolégicas (Valko et al., 2007). Os parametros termodinamicos
envolvidos nas quatro etapas de reducdo monoeletronica do oxigénio a agua sao

representados na Figura 2 (Valko et al., 2004).

Figura 2. Potenciais padrdo (E°) de reducdo para o oxigénio molecular e espécies
relacionadas (valores de E° (V) em solucdo aquosa com O, a 1 atm, pH = 7,0).

Reduc&o de um elétron E° (V) vs ECS
0,+e ~ 0O -0,33

02: + e + 2H" ~——— +0,94

HZOZ

HO, + H + € <=  HO' + H,0 +0,38

HO® + H" + ¢ — H,O + 2,33

Reducéo de dois elétrons

O, +2H + 260 ~— H20, +0,30

H,0, + 2H' + 2 2H,0 +1,35
EE—

Reducéo de quatro elétrons
- + 0,82

O, +4H" + 4  ~— H)O,

Fonte: Valko et al., 2004, adaptado.

Como observado na Figura 1, as espécies reativas estao relacionadas a uma
cascata de reacles, tendo as biomoléculas, como alvos importantes. Uma
consequUéncia deste efeito sdo as mutacdes permanentes do material genético pelo
ataque de espécies reativas, que representam as etapas iniciais envolvidas nos
processos de metagénese, carcinogénese e envelhecimento (Valko et al., 2007).
Nesse sentido, papel importante é atribuido ao radical hidroxila, forma neutra do ion
hidroxido, produzido a partir da reacdo catalitica com ferro Il (reacdo de Fenton),
uma espécie altamente reativa, que possui um tempo de meia vida curto (~ 107 s).
No organismo, a maior parte do ferro (65 %) esta ligada a hemoglobina, 10%
constitui a mioglobina, citocromos e enzimas que contém ferro, enquanto que 25%
estd ligado a proteinas que armazenam ferro, como ferritna e hemosiderina.
Aproximadamente 0,1% do ferro corporal circula no plasma como reservatério
permutavel, essencialmente ligado a transferrina, sendo os processos de absorcdo e

armazenamento desse metal regulados por proteinas reguladoras de ferro. A
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desregulacdo da expresséo dessas enzimas pode ser prejudicial ou até mesmo letal
(Jomova & Valko, 2011).

E bem sabido que vérios tecidos cancerosos decorrem de danos ao DNA,
sendo o radical hidroxila, gerado no processo supracitado, um poderoso oxidante
frente as bases desta biomolécula. E relatado que o dano ao DNA resulta na
geracdo de mais de 100 produtos, contudo, a 8-hidroxiguanina (8-OH-G), produto da
adicdo do radical hidroxila a ligacdo dupla da guanina, o mais conhecido, Figura 3
(Jomova & Valko, 2011).

Figura 3. Reagéo de guanina com radical hidroxila.
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D v ““t — t
| + HO \>—0H
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guanina (G) aduto radicalar C8-OH 8- hldrOX|guan|na

(8-OH-G)

Fonte: Jomova & Valko, 2011.

Desta forma, de grande importancia € a concentracdo de oxigénio na célula.
Alguns tecidos, por exemplo, tumores soélidos, apresentam regides com baixa
concentragcdo de oxigénio (hipoxia). A concentragcdo de O; influencia profundamente
o resultado das reacfes eletroquimicas biolégicas (Goulart et al., 2006). Os
farmacos ativados em situacdes de hipoxia apresentam amplas aplicacoes,
principalmente, por suplantar a resisténcia de células tumorais hipdxicas a
radioterapia. As propriedades-chave de tais farmacos incluem propriedades redox
apropriadas, para ativacdo por redutases biolégicas e para reacdo com oxigénio de
tal modo que niveis normais de oxigénio possam inibir ou reverter o processo de
reducéo (Oliveira & Alves, 2002). Nesse sentido, o cancer € a doenca-alvo para a
maioria desses pro-farmacos. E a area onde a maioria dos estudos de correlagéo
entre parametros eletroquimicos e atividade bioldgica foi e é realizada (Goulart et al.,
2006).

O céncer é uma das doengas que mais causam temor na sociedade, por ter

se tornado um estigma de mortalidade e dor (Almeida et al., 2005). Em principio,
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concebeu-se que o cancer resultava de um crescimento celular realizado de uma
maneira descontrolada. Atualmente, € aceito que o cancer é consequéncia de
mutacBes dentro do ciclo celular, de modo que células em condi¢cdes de injuria ou
mutacdo que normalmente morreriam, seguem o ciclo celular, acumulando mutacdes
(Foster, 2008).

As alteragbes que geram as neoplasias podem ocorrer em genes especiais
denominados protooncogenes, que a principio sdo inativos em células normais.
Quando ativados, os protooncogenes transformam-se em oncogenes, responsaveis
pela malignizacdo (transformacdo) das células normais (Almeida et al., 2005).
Geralmente, o cancer € descrito como sendo uma doencga da diferenciacdo celular
ou doenca de origem celular. Seu processo de desenvolvimento € caracterizado
pela acdo cumulativa de multiplos eventos ocorrendo em uma Unica célula e pode
ser descrito em trés estagios: iniciacdo, promoc¢ao e progressdo. Espécies reativas

de oxigénio (ERO) podem atuar em todos estes estagios (Valko et al., 2006).

Na iniciacdo, EROs sdo responsaveis pelo dano oxidativo as bases do DNA,
tendo como resultado uma alteracdo celular reversivel. A promocao corresponde ao
estagio onde ocorre a proliferacdo das células inicialmente alteradas e/ou inibicdo da
morte celular programada (apoptose). O ultimo estagio do processo carcinogénico, a
progressado, envolve mudancas celulares e moleculares que ocorrem a partir de um
estagio pré-neoplasico a neoplasico. Este estagio é irreversivel e caracterizado por
um acumulo adicional do dano genético, resultando na transicdo de célula benigna
para maligna, com consequente desenvolvimento do tumor (Valko et al., 2006). Uma
vez formadas, as células se comportam de forma anormal e multiplicam-se de
maneira descontrolada. Novos vasos sanguineos sao formados como resultado
dessa multiplicacdo constante para que haja nutricdo destas células, em um
processo denominado angiogénese. A manutencdo e o acimulo de massa dessas
células formam os tumores malignos e elas também podem adquirir a capacidade de
se desprenderem do tumor e de migrar, invadindo inicialmente os tecidos vizinhos,
podendo chegar ao interior de um vaso sangiineo ou linfatico e, através destes,
disseminam-se, chegando a oOrgaos distantes do local onde o tumor se iniciou,

formando as metastases (Almeida et al., 2005).
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As mutac6es no DNA correspondem a etapa critica da carcinogénese e niveis
elevados de lesdes oxidativas ao DNA sdo observados em varios tumores. Assim, é
observado que o processo carcinogénico esta diretamente ligado ao dano oxidativo
do DNA e o produto de sua oxidacdo, a 8-hidroxiguanina, que atua como uma
espécie altamente mutagénica (Valko et al., 2006; Jomova & Valko, 2011). Uma vez
que os produtos da oxidacdo do DNA sdo mutagénicos e carcinogénicos, estes
atuam como biomarcadores do estresse oxidativo de um organismo e do processo
de carcinogénese. A Figura 4 representa os danos celulares provocados pelo
excesso de espécies reativas de oxigénio com consequiente mutacdo celular e

cancer (Matés et al., 2000).

No tratamento do cancer, os dois maiores problemas relacionados a
guimioterapia resultam da falta de seletividade e resisténcia a farmacos. As
estratégias que buscam aumentar a seletividade de farmacos se baseiam nas
diferengas biol6gicas entre células normais e células cancerosas, e sobre a
disponibilidade de agentes terapéuticos que tém como alvo eventos bioldgicos
criticos a células cancerosas, mas ndo as células normais. As células cancerosas,
em relacdo as normais, estdo sob maior estresse oxidativo associado a
transformacdo oncongénica, alteracdes na atividade metabdlica e aumento na
geracdo de EROs. O aumento da quantidade de EROs em células cancerosas pode
ter consequéncias significativas, como a estimulacdo de proliferacdo celular, a
promocdo de mutacdes e instabilidade genética, e alteracBes na sensibilidade

celular a agentes anticancerigenos (Pelicano et al., 2004).

A heterogeneidade bioguimica das células cancerosas é a maior causa da
resisténcia a farmacos durante a progressao da doenca. Embora os mecanismos de
resisténcia sejam complexos, dependentes do mecanismo de acdo do agente
anticancerigeno e de fatores genéticos das células, o dano ao DNA e mutacfes
causadas por ERO podem fornecer um mecanismo pelo qual, variantes resistentes a
farmacos evoluem constantemente. Contudo, as lesdes celulares decorrentes da
reatividade quimica de ERO, aliada ao fato que células cancerosas se encontram
em estresse oxidativo pode fornecer uma possibilidade Unica de matar células
cancerosas através de sua vulnerabilidade aos danos provocados por ERO
(Pelicano et al., 2004).
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Figura 4. Em condicBes normais, a célula é capaz de desintoxicar os radicais, mas em
excesso de ERO ocorre uma série de mudancas em macromoléculas e no ambiente celular,
que podem levar ao acumulo de mutacdes oncogénicas contribuindo, assim, para a
patogénese do cancer e a promog¢do do tumor. Modificagdes quimicas no DNA alteram a
especificidade das ligac6es de hidrogénio, causam a abertura de anéis de purina e 0s
produtos da fragmentacdo de pirimidinas impedem a replicacdo do DNA por meio de
mudancas conformacionais que diminuem a eficiéncia das polimerases do DNA.
Adicionalmente, o dano oxidativo a proteases e lesdes locais em tecidos pode promover a
progressao do tumor e metastase.
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Fonte: Matés et al., 2000, dapatado.

No processo de descoberta e/ou sintese de novos farmacos € de crucial
relevancia o conhecimento do destino metabdlico do candidato a farmaco no corpo
humano. O aumento no nimero de novas entidades quimicas nos ultimos anos
requer técnicas de rastreio rapido que possam prover informacdes confiaveis e
acessiveis sobre a biotransformagdo. A eletroquimica € uma das técnicas mais
sensiveis e versateis disponiveis para o estudo de biomoléculas. Atualmente, os
meétodos eletroquimicos sdo considerados uma ferramenta util para o estudo das

reacoes de transferéncia de elétrons e podem ser usados para simular reacdes
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redox biologicas (Garrido et al., 2011). Nesse sentido, a eletroquimica constitui um
método padrdo para o estudo das reacfes redox e a literatura fornece vasto material
sobre o uso de técnicas eletroquimicas com aplicacdo em biologia (Bard & Faulkner,
1990; Hillard et. al, 2008). E observado um conjunto de similaridades entre as
reacbes biologicas e as eletroquimicas, no que se refere aos processos de
transferéncia de elétrons (TE): a natureza heterogénea (interface eletrodo-solucéo,
enzima-solucdo); os processos podem ocorrer tanto em meio agquoso quanto néao-
aguoso, em temperaturas similares e ambos 0s processos requerem uma orientacao

especifica (Dryhurst et al., 1977).

A eletroquimica atua como uma ferramenta Util que auxilia na elucidagcéo do
mecanismo de acdo de farmacos ou até mesmo pode colaborar no planejamento de
compostos biologicamente ativos. Varias técnicas eletroquimicas podem ser
empregadas, sendo a voltametria ciclica uma das mais utilizadas. Estas permitem
obter inimeras informacgdes a respeito dos processos de transferéncia de elétrons,
inclusive biologicos. Os parametros eletroquimicos normalmente obtidos e
empregados sdo os potenciais de oxidacdo (Epa) € reducdo (Epc) ou Eredox (Epc +
Epa)/2 (para sistemas reversiveis) ou Eyc — Epe2 (para os processos ireversiveis), a
magnitude da fungéo corrente (lp/ /2 x C) e a razdo entre as correntes de pico
catédico e anddico lpa/lyc. O potencial Eredox OU 0 parametro similar, Ei» (potencial a
meia altura de onda, principalmente, em polarografia), fornece uma medida

guantitativa da facilidade de reducédo de um oxidante ou aceptor de elétrons A, onde

guanto mais anddico o potencial do par (A/A:), mais poderoso 0 oxidante.

Similarmente, para valores de potencial (E) mais catddicos de (A:/Az'), melhor

agente redutor. InformacBes sobre paréametros eletroquimicos constituem

ferramentas das mais relevantes em Quimica Medicinal (De Abreu et al., 2002).

No desenvolvimento racional de farmacos é fundamental o entendimento dos
mecanismos de acgdo, através da identificacdo dos possiveis alvos celulares ou

intermediarios responsaveis pelo efeito desejado.

A despeito das amplas possibilidades do processo e da complexidade da
guimica da célula/tecido, é possivel racionalizar o papel da eletroquimica no campo

da Quimica Medicinal em um arcabouco tedérico definido e ndo muito extenso. Um
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deles é relacionado ao duo Transferéncia de Elétrons-Estresse Oxidativo (TE-EO). A
geracdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) por cicladores redox (agentes que
sofrem reacdes redox, reversivelmente) ocorre via transferéncia de elétrons a
classes de substancias que contém “eletroforos®, como quinonas (ou precursores
fendlicos), complexos metélicos (ou complexantes), nitrocompostos arométicos (ou
suas formas reduzidas) e iminas conjugadas (ou ions iminio) (Kovacic; Osuna,
2000), entre outras, que apos sofrerem reacdes redox, estdo aptas a transferir
elétrons ao oxigénio, gerando o anion-radical superéxido e uma cascata de outras

espécies reativas, Figura 5.

Figura 5. Geracdo de espécies oxigenadas reativas apds reducdo do grupo quinona e
desintoxificacdo, pelo emprego de catalase e superoxido-dismutase (S.0.D.).

Q + NADH + H* ——» QH, + NAD* eq. 4
QHy + O ——> QH® + HOy® eq. 5
HO* HY + 052 eq. 6
20,8 + 2H* S.0.D. H202 + O eq. 7
0t 4 HOy ———» HO® + HO™ + Og €q. 8

2H,0 + O9 eq. 9

oH,0, Catalase

Fonte: Autor, 2011.

A alquilagdo apOs processos biorredox € o segundo dos mecanismos
principais e descreve o0 efeito de compostos, que expressam seu modo de acao
farmacoldgica como agentes alquilantes, mas o fazem apds reducéo ou oxidacéo in
vivo. A grande maioria destes agentes empregados clinicamente sao pré-farmacos e
se comportam como armadilhas eletrofilicas para nucled6filos moleculares ou
endobidticos, apds reducdo ou oxidacdo catalisada ou ndo por enzimas (Rajski &
Williams, 1998). Os dois mecanismos, TE-EO ou alquilacdo biorredox, ndo séo
mutuamente exclusivos e podem ocorrer simultaneamente. A predominancia de um
sobre o outro depende tanto do balanco redox celular quanto do contetdo de
oxigénio dos sistemas biolégicos envolvidos, como pode ser observado na Figura 6
(Wardman et al., 2001).

Entre os compostos farmacologicamente ativos que atuam por este caminho,
papel de destaque é atribuido as quinonas e aos nitroaromaticos. Esses farmacos

podem ser metabolizados in vivo, formando intermediarios reativos, que podem atuar
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como cicladores redox ou como agentes alquilantes do DNA e, assim serem
responsaveis por inimeras atividades biologicas (Morales-Morales et al. 2007; Silva
Junior et al., 2007). Entre as principais atividades para as classes em questéo,
destacam-se atividades antineoplasica, antifungica, tripanossomicida. Assim,
quinonas e nitroaroméaticos, embora correspondam a uma classe bem estudada e
difundida na literatura, continuam a despertar grande interesse por parte dos
pesquisadores em Quimica Medicinal (Da Silva Junior et al., 2007; Cavalcanti, 2010;
Da Silva Junior et al.; 2010), em que mudancas estruturais de compostos cuja
atividade jA é conhecida ou sintese de novos compostos que contenham estes
grupos funcionais tornam-se caminhos atrativos na busca de farmacos mais

potentes e/ou seletivos para atuarem frente a patologias.
Figura 6. Representagcdo de mecanismos pelos quais pré-farmacos ativados por

biorreducdo exercem suas atividades farmacolédgicas. A: Ativacdo seletiva em hipoxia; B:
Ativacao em condi¢cbes normaoxicas, geracdo do Estresse Oxidativo.
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Fonte: Wardman et al., 2001, adaptado.

De modo geral, os farmacos biorredutiveis ndo sdo tdo numerosos,
correspondendo a trés classes principais: 0s nitroaromaticos (a), compostos que
possuem a funcdo quinona (b) e N-Oxidos (c), Figura 7, todos detentores de
comprovada atividade anti-cancerigena seletiva a células hipdxicas, apds reducao
bioldgica (Monge et al. 1995; Naughton, 2001; Moreno et al.,2011).
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Figura 7. Estruturas do metronidazol (a), mitomicina C (b) e tirapazamina (c)

(0]

>/NH2

HoN N
= 2 J
—
N—CH,CH,OH J\
N> HaC r\|1+ NH2
CH, o
Metronidazol (a) Mitomicina C (b) Tirapazamina (c)

Fonte: Autor, 2011.

Os aspectos termodinamicos n&do sdo, na maioria das vezes, suficientes, para
a compreensdo da atividade farmacologica de farmacos. Aspectos cinéticos
revelam-se extremamente importantes na liberacdo de farmacos ativos ou ha
geracdo do Estresse Oxidativo nos sitios-alvo. Moléculas com baixa afinidade
eletrbnica (potenciais de reducdo mais negativos) sao ativadas inadequadamente
por enzimas, enquanto moléculas facilmente redutiveis podem ser rapidamente
metabolizadas ou excretadas ou ainda ativadas fora do alvo (Kelson et al., 1998). O
potencial de reducao do farmaco (que pode controlar a velocidade de reacao), o pka
do radical e a natureza cinética desse Ultimo podem influenciar tanto a atividade

quanto a seletividade do farmaco (Yanagi et al., 1974).

Do ponto de vista biolégico, a ativacdo redutiva representa um elegante
caminho para farmacos cujo alvo sdo células com limitada concentracdo de
oxigénio. Os compostos nitroarométicos apresentam extensa aplicacdo na clinica,
sendo empregados no tratamento de infeccbes anaerdbicas, no tratamento do
cancer como citotoxinas a células hipdxicas e como radiossensibilizadores (Squella
et al., 2005; Miller et al., 2001), no tratamento de doencas causadas por protozoarios

parasiticos, como a doenca de Chagas (Bollo et al., 2005; Maya et al., 2002).

Uma vez que acao farmacoldgica de muitos compostos biologicamente ativos
decorre da geracdo do estresse oxidativo apOs transferéncia de elétrons, vale
ressaltar que o mesmo é dependente do potencial de reducdo do farmaco. Quando
o potencial de reducdo do grupo eletroativo € mais positivo que —-0,5 V vs ENH
(Eletrodo Normal de Hidrogénio), a ciclagem redox in vivo pode ocorrer. O resultado

deste pré-requisito termodindmico é a geracado catalitica de grande quantidade de
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EROs com consequentes efeitos tdéxicos e benéficos (Kovacic & Osuna, 2000;
Kovacic, 2007). Assim, é observado que farmacos com maior eletroafinidade
(potencial de reducdo mais positivo) sdo geralmente mais toxicas e mutagénicas e,

também mais rapidamente metabolizadas (Gal et al., 2010).

Figura 8. Sumario dos potenciais mecanismos de citotoxicidade de quinonas.

Sitios Adutos Bases Quebra
Apurinicos Volumosos Oxidadas Fita de DNA

N/ NS

Adutos DNA Oxidacio DNA

‘E\/ETRO

DNA Proteinas

ERO
Peroxidacio Lipideos . Proteinas/ Oxidadas-Dissulfetos
. <———— Quinona — ~<E
Lipidica ERO Proteinas
NAD(P)H Alquilad
Gsty P450 Redutase 1113033
[NQO1]
Deplecio de GSH
E;/ \E‘RO / Consumo de Equivalente
GSH Formacio GSSG Formaciio de Redutores
P4 \ ERO
Destoxificacio Formacao de l
ERO Ativacio de Vias de Sinalizacio

Fonte: Bolton et al., 2000, adaptado.

Considerando que o estresse oxidativo resulta da transferéncia de elétrons ao
oxigénio a partir dos intermediarios de reducdo de grupos eletroativos, como
quinona e nitro, informacdes valiosas sobre a cinética e a termodinamica desses
processos podem ser adquiridas pelos métodos eletroquimicos. Contudo, em muitas
situacdes faz-se necessario a utilizacdo de técnicas adicionais as eletroquimicas,
que podem ser usadas concomitantemente ou alternativamente. Dentre estas, a
ressonancia do spin do elétron (EPR) auxilia de forma pontual na definicao estrutural
e na medida do tempo de vida de radicais eletrogerados (Goldberg et al., 1996).

A Ressonancia do Spin do Elétron (EPR), também conhecida por
Ressonancia Paramagnética do Elétron (RPE), é um processo de absorcéo
ressonante de microondas por atomos, ions ou moléculas com ao menos um elétron
desemparelhado (espécies paramagnéticas), em presen¢a de um campo magnético

estatico. Esta técnica foi descoberta pelo fisico russo Zavoiski, em 1945, sendo
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atualmente aplicada em quimica, fisica, biologia e ciéncias médicas. A ESR é
empregada para mapear a distribuicdo de um elétron desemparelhado em uma
molécula fornecendo informacfes sobre os niveis de energia (De Moura, 2008). A
técnica de ressonancia do spin do elétron associada a eletroquimica,
espectroeletroquimica, tem sido aplicada para caracterizar a presenca dos
intermediarios radicalares gerados na eletrorreducao de quinonas e nitroaroméaticos
(Gonzéles et al., 2007; Valle-Bourrouet et al., 2010; Herndndez-Mufioz et al., 2010).
Em estudo recente, a presenca de dois intermediarios radicalares gerados a partir
da reducdo dos grupos quinona e nitroaromatico (Hernandez et al., 2008), foi

caracterizada por espectroeletroquimica.

Outro aspecto importante a ser considerado que interfere diretamente nas
aplicacoes farmacéuticas de compostos organicos biologicamente ativos é a
insolubilidade em meio aguoso. Os mecanismos de liberacdo de farmacos com
intuito de aumentar suas caracteristicas hidrofilicas, taxas de dissolucdo e
biodisponibilidade constituem uma importante estratégia em Quimica Farmacéutica
(Wemp et al.,, 2008). Nesse sentido, a literatura relata a possibilidade de
complexacao entre moléculas organicas lipofilicas, ions inorganicos, entre outros,
com ciclodextrina. A formacdo de complexos de inclusdo entre ciclodextrina e
compostos biologicamente ativos pode aumentar a solubilidade desses compostos,
bem como a biodisponibilidade e a liberacdo in loco, de compostos detentores de
atividade biol6gica (Wang et al.,, 2008). Nesse contexto, a eletroquimica pode
auxiliar no entendimento dos mecanismos de inclusdo por meio das mudancas
observadas nas correntes e potenciais de pico relacionados a grupos eletroativos
(De Abreu et al., 2007).

1.3 Quinonas e Nitroaromaticos

As quinonas e nitroaromaticos apresentam uma gama atividades
farmacolbgicas. Sdo amplamente utilizados com agentes antitumoral, antiviral,
antifagico, tripanossomicida, entre outras atividades. O mecanismo de acdo €
similar, dependende de biorreducédo, tendo como alvos, importantes biomoléculas.
Devido as caracteristicas eletrofilicas dos grupos funcionais, varios mecanismos

podem ser observados. Contudo, papel de destaque € atribuido a alquilagédo
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bioredox e ciclagem redox com consequente geragdo do estresse oxidativo (Alegria
et al., 2004).

1.3.1 Quinonas

As quinonas sdo amplamente distribuidas na natureza e muito estudadas por
apresentarem diversas atividades biolégicas. Nos seres humanos, estas substancias
sao encontradas como compostos enddgenos, tais como a coenzima Q, Figura 9 (d)
e 0s metabdlitos do hormbnio estrogénio, e como compostos exdgenos, como 0S
utilizados em clinica médica. Devido a sua importancia para os seres humanos e sua
alta reatividade, quinonas sdo muito estudadas do ponto de vista toxicologico
(Alegria et al., 2004).

Inimeras quinonas desempenham papel vital na bioquimica de células vivas
e exercem relevante atividade bioldgica. Na natureza, as quinonas estédo envolvidas
em etapas importantes do ciclo de vida dos seres vivos, principalmente nos niveis da
cadeia respiratéria e da fotossintese, como as ubiquinonas (d) e as plastoquinonas
(e), Figura 10. As naftoquinonas, como as vitaminas do tipo K (f), Figura 9, essencial
aos seres vivos, possuem acao controladora da coagulacdo sanguinea (Silva et al.,
2003). Como carreadores de elétrons nos processos de fosforilacdo oxidativa que
ocorre na mitocondria, a formacédo de ATP é termodinamicamente favorecida como
consequéncia da transferéncia de elétrons por quinonas e outras moléculas, a partir
do NADH ou FADH; ao oxigénio molecular (Salas et al., 2003).

Os compostos quinondides também apresentam um interessante espectro de
atividades biologicas decorrentes de suas caracteristicas oxidantes e eletrofilicas.

Similarmente aos nitroaromaticos, estes compostos possuem a habilidade de, apés

transferéncia de elétrons (TE), gerarem especies reativas de oxigénio (0,2, H20,

HO*") (Figura 6), com consequente estresse oxidativo (EO), ou atuarem como
agentes alquilantes do DNA ou outras macromoléculas de revelevancia biologica. O
interessante espectro de atividades biolégicas de quinonas é sumarizado na Figura
8, que evidencia os dois mecanismos principais caracteristicos das quinonas, a
alquilacdo de biomoléculas e a ciclagem redox (Bolton et al.,, 2000) Além de

cliclagem redox e geragcdo de EROs com consequente estresse oxidativo, outros
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mecanismos de acdo envolvem arilagcéo, intercalagéo, inducdo de quebra de fitas do
DNA, e alquilag&o via formacao de intermediario quinonametideo (Giuliv & Cadenas,
1994; Plyta et al., 1998; Fisher et al., 2007).

As quinonas correspondem a uma das classes mais importantes de agentes
antitumorais (Bernardo et al., 2004). Quinonas representam uma ampla classe de
moléculas eletrofilicas que podem formar adutos covalentes com proteinas e
produzir efeitos toxicolégicos por meio deste mecanismo. Como cicladores redox,
produzem EROs e posterior estresse oxidativo (Fisher et al., 2007), conforme ja
demonstrado (Figura 8). Uma gama de atividades bioldgicas, incluindo atividades
bactericida, fungicida, antiparasitaria e inseticida é atribuida as quinonas (Babula et
al., 2009). Por serem moléculas eletrofilicas, compostos sulfidrilicos séo alvos da
reatividade quimica de quinonas. Glutationa (GSH), o maior tiol ndo protéico celular,
atua como citoprotetor, ligando-se covalentemente a moléculas eletrofilicas,
impedindo assim modificacbes covalentes em biomacromoléculas (Fisher et al.,
2007).

No desenvolvimento de farmacos, principalmente quimioterapicos que atuam
como cicladores redox, quinonas apresentam extrema relevancia. A bioativacéo de
quinonas que atuam como agentes antineoplasicos tém sido muito estudada dentro
do contexto quimico-estrutural, o que pode resultar em diferentes mecanismos de
bioativacdo e atividade (Gutierrez, 2000). Nesse contexto, muitos farmacos sao
derivados de quinonas, ou compostos como etoposideo (g), Figura 9, que podem
ser facilmente convertidos em quinonas por oxidacdo in vivo. O mecanismo esta
ligado aos processos redox catalisados por sistema enzimético, sendo as atividades
biolégicas centradas nas ligacdes orto e para-quinondide, aceptores de elétrons
capazes de formar anions radicais, dianions ou espécies protonadas, Figura 10 (da
Silva Junior et al., 2007; Nowicka & Kruk, 2010).
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Figura 9. Estruturas quimicas de ubiquinonas (d), plastoquinonas (e) e vitamina tipo K (f).
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Fonte: Autor, 2011.

Figura 10. Processo de reducao de quinonas (Q), formando anion radical (Q2), uma
semiquinona instavel, pode ser estabilizado pela interagdo com proteinas, e a hidroquinona

(QHy), forma estéavel.
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Fonte: Autor, 2011.

Em nivel biologico, as quinonas séo reduzidas em etapas que envolvem o
consumo de um e/ou dois elétrons, catalisadas por sistema enzimético. A reducgéo
via consumo de um elétron se da através das enzimas NADPH:citocromo P450
redutase microssémica, NADPH: citocromo bs redutase microssébmica e

NADPH:ubiquinona oxirredutase mitocondrila. Para o processo redox envolvendo
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dois elétrons as enzimas que o catalisam sdo a NAD(P)H:quinona oxidoredutase,
também denominada enzima DT-diaforase e a lipoamida desidrogenase (Giuliv &
Cadenas, 1994; Bolton et al., 2000; Ross et al., 2000; Gutierrez 2000). No decorrer
dos processos supracitados, reacdes secundarias justificam as propriedades

farmacoldgicas destas substancias, como observado na Figura 11.

Figura 11. Processo de reducdo de quinonas. Alquilagdo e ciclagem redox com
consequente formacdo de adutos e geracdo de ERO. O processo indicado pelo (asterisco)
ocorre apenas para quinonas que autooxidam.
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Fonte: Bolton et al., 2000, adapatado.

A facilidade de reducédo observada para quinonas, Figura 11, deve-se ao fato
de formarem sistemas aromaticos, onde a reducdo via um elétron resulta na
formacdo de semiquinonas (Q®) enquanto que a reducdo completa via dois elétrons
e dois prétons gera a hidroquinona (QH,). Por serem espécies eletrofilicas, quinonas
ndo sao suscetiveis a reacdes de protonacdo, contudo, quando protonadas
constituem oxidantes mais fortes que as respectivas formas nao protonadas. Tais
caracteristicas conferem as quinonas a habilidade de formarem &anions radicais
estaveis em pH fisiologico. O comportamento eletroquimico padrdo para 0s
processos redox de quinonas € representado na Figura 12 (De Abreu et al., 2002).
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Figura 12. Esquema quadrado representativo da oxirredu¢éo de quinonas em varios meios.
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Fonte: De Abreu et al., 2002).

Os principais mecanismos responsaveis pela acdo bioloégica de quinonas
(Figuras 8 e 11) sdo resumidos na Figura 13. Sua toxicologia é modulada pela
presenca de grupos substituintes, onde as propriedades oxidantes sdo acentuadas
por grupos eletroatraentes, enquanto que a facilidade de oxidac&do da hidroquinona
ou catecol correspondente é dificultada. Ja a presenca de grupos eletrodoadores
diminui o poder oxidante e facilita a oxidacdo da hidroquinona ou catecol (Hillard et

al.,2008).

Entre as quinonas, a naftoquinona B-lapachona (h), Figura 14, é uma das
mais estudadas por apresentar numerosas atividades biolégicas. A B-lapachona é
uma orto-naftoquinona derivada do lapachol (i), Figura 14, que ocorre naturalmente
em cascas de arvores (Tabebuia avellanedae) nativas da América do Sul (Gupta et
al., 2002). A B-lapachona possui varios efeitos farmacologicos, incluindo atividades
antibacteriana, antimalarica, antifingica, tripanossomicida, e atividades citotdxicas
ligadas a geracdo de espécies reativas de oxigénio. Este composto também inibe
diretamente a atividade enzimatica das topoisomerases | e Il do DNA, com
consequente citotoxicidade (Gupta et al., 2002; Lee et al., 2005; De Abreu et al.,
2007). Atividade antineoplasica expressiva contra linhagens de células humanas em
concentragdes de 1 a 10 uM também tem sido observada para a B-lapachona (Clsp).
A citotoxicidade foi observada para varias linhagens de células cancerosas a partir
de pacientes com leucemia promielocitica, cancer de proOstata, glioma maligno,

hepatoma, colon, cancer de mama, ovario, pancreas, linhas de células de mieloma
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multiplo, incluindo linhas resistentes aos medicamentos, os carcinomas de pulméo

humano e células de osteossarcoma.

Figura 13. Mecanismos gerais de acao biologica de quinonas.
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Fonte: Hillard et al., 2008, adaptado.

Figura 14. Estruturas quimicas da p-lapachona (g) e lapachol (h).
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Fonte: Autor, 2011.

Diante do interessante espectro de atividades biol6gicas dos compostos
quinonodides, uma gama de estudos é direcionada aos mesmos, sejam de origem
natural ou sintética (Valderrama et al.,2005; Valderrama et al.,2008; Da Silva Janior
et al.,2011). Um exemplo interessante é o estudo realizado com derivados de
isoquinolinaquinona (j), em que uma variedade de 7-aminoisoquinolina-5,8-quinona
(k), Figura 15, foi sintetizada. (Valderrama et al., 2009). Atividade anticancerigena in

vitro dos compostos derivados da série (j) frente a células de adenocarcinoma
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gastrico, cancer de pulméo e carcinoma de bexiga foi observada. Foi avaliado o
efeito da substituicdo do grupo amino sobre a atividade, sendo observado aumento
guando este € substituido por um grupo fenila e decréscimo quando da substituicdo
por um grupamento alquila, exceto para o grupo metila que ndo causou mudancas
na atividade (Valderrama et el., 2009). O referido estudo também analisou as
propriedades redox dos compostos, uma vez que se faz necessaria a biorreducédo da
quinona para a atividade biolégica e, a presenca de grupos eletroatrantes nas
moléculas analisados promoveu um deslocamento anddico nos potenciais de

reducdo e, portanto, boa correlagdo deste parametro com a atividade bioldgica.

Figura 15. Estrutura quimica de isoquinolinaquinona (j) e derivado 7-aminoisoquinolina-
5,8-quinona (k).
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Fonte: Valderrama et al., 2009, adaptado.

Em estudo recente (Garrido et al.,, 2011), o potencial terapéutico da classe
quinondide é observado a partir dos produtos da metabolizacdo do tamoxifeno
(TAM), uma substancia anti-estrogénica nao-esteroidal aprovada pela FDA-USA
(“Food and Drug Administration — United States of America”) desde 1978 como
guimioterapico na terapia do cancer de mama e, também utilizado na prevencéao
desta neoplasia em pacientes saudaveis sob alto risco (Mourits et al., 2001). O
metabolismo do tamoxifeno (TAM), enzimaticamente ou quimicamente, gera pelo
menos trés diferentes metabdlitos eletrofilicos, incluindo um carbocéation, uma
quinometideo e uma orto-quinona, Figura 16. Essas espécies sdo altamente
reativas, podendo sofrer processos de polimerizagdo subsequentes entre si e/ou
com biomarcadores e antioxidantes endoégenos. A o-quinona, resultante da oxidacao
do metabolito catecol (3,4-DIOHTAM) pode alquilar residuos de aminoacidos em
proteinas, causar dano ao DNA celular por meio da geracdo de espécies reativas de

oxigénio e/ou alquilar o DNA (Garrido et al., 2011).



Figura 16. Espécies eletrofilicas geradas a partir da metabolizacdo do Tamoxifeno.
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1.3.2 Compostos Nitroaromaticos

Estudos eletroquimicos de compostos nitroaromaticos se iniciaram nos

principios de 1900, quando as etapas envolvidas na redug¢do do nitrobenzeno foram

demonstradas. Contudo, grande ainda € o interesse nesta classe de compostos,

uma vez que muitos nitrocompostos sao preparados para uso como farmacos e
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consequentemente introduzidos nos organismos vivos e metabolizados via
processos redox. Assim, estes compostos sdo constantementes estudados
eletroquimicamentes, sendo possivel concluir que sua reducéo envolve uma série de
adicbes monoeletrbnicas e etapas quimicas subsequentes, responsaveis pelas
diferencas observadas nos processos de reducao (Baizer, 1991; Nufiez-Vergara et
al., 2005; Goulart et al., 2007; Bollo et al., 2011).

Em nivel biologico, similaridades entre nitroaromaticos e quinonas séo
observadas, uma vez que catalisam reacfes de transferéncia de elétrons nos
processos biolégicos, principalmente por meio da geracdo de &anions radicais
(semiquinonas e anions radicais nitroaromaticos), que dependendo de sua
estabilidade, podem transferir seus elétrons livres a moléculas aceptoras. Estas
moléculas aceptoras podem ser outras espécies eletrogeradas ou oxigénio
molecular, que €, entdo, reduzido ao anion radical superdxido, gerando espécies
reativas de oxigénio e, dependendo da concentracdo, condicdes de estresse
oxidativo no interior da célula. O conhecimento e estudo das propriedades
eletroquimicas das espécies que geram radicais em ciclos biolégicos de oxidacao e
reducdo sdo essenciais para a compreensdo da atividade bioldgica deste tipo de

composto (Souza et al., 2010).

Importantes representantes das classes dos nitrocompostos sdo o0s
nitroimidazéis, que apresentam diversas atividades biolégicas, sendo observada
toxicidade preferencial a tecidos tumorais hipoxicos. Dentre estes, testados
clinicamente como radiossensibilizadores, o metronidazol (I) e o mesonidazol (m),
Figura 17, sdo rapidamente reduzidos por radicais gerados por radiacao ou através
dos sistemas enzimaticos (Heimbrook et al., 1988). Contudo, apesar da
citotoxicidade seletiva destes dois compostos a células hipéxicas, eles apresentam
baixa poténcia, requerendo assim a administracdo de altas doses para exercerem
sua atividade (Oliveira & Alves, 2002). Esta caracteristica reforca o quao valioso é o
caminho seguido no intuito de melhorar os perfis biolégicos de farmacos por meio de

modificagdes estruturais.
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Figura 17. Estrutura Quimica do Metronidazol (I) e mesonidazol (m).
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Fonte: Autor, 2011.

A ativacdo de nitroaromaticos pode acontecer por uma reducado enzimatica
direta seguida de reacdo com oxigénio, gerando espécies reativas de oxigénio ou,
alternativamente, em baixa concentracdo de oxigénio, por geracdo, apds extensa
reducdo, de espécies eletrofilicas (iminoquinometanos), Figura 18 (De Abreu et al.,
2001). Mais detalhadamente, nitrocompostos apos sofrerem reducdo em condi¢cdes
de hipdxia, Figura 18, com formacédo da hidroxilamina (4 elétrons) ou amina (6
elétrons), via intermediario nitroso (2 elétrons), liberam um farmaco ativo que pode
ser um intermediario alquilante, capaz de se ligar ao DNA ou a outras biomoléculas
(Jaffar et al., 2001; Oliveira & Alves, 2002), como tidis e acidos nucléicos, resultando

assim em um efeito téxico potencial.

Figura 18. Fragmentagdo redutiva de compostos aromaticos amino ou hidroxilamino
substituidos, gerando intermediario eletrofilico iminoquinometano.
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Fonte: De Abreu et al., 2001, adaptado.

Como observado na Figura 19, os principais intermediarios formados a partir
da reducéo enziméatica do grupo nitro em meio anaerobio até o derivado amino sdo o
anion radical nitro (Ar-NO;") e a hidroxilamina (Ar-NHOH). Estes intermediarios

podem interagir com o DNA celular, o que resulta nos efeitos farmacologicos
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observados. Contudo, outros intermediarios também apresentem atividade biol6gica,
entre 0s quais, a toxicidade ao DNA supostamente causada pelo anion radical
protonado Ar-NO,H™ e a inativacdo enzimatica desempenhada pelo derivado nitroso
(Ar-NO), agindo como aceptor de grupos tidis de enzimas destoxificantes. Ja em
meio aerdbio, o anion radical nitro gerado no processo de reducdo enzimatica
interage com o oxigénio presente no meio, em uma etapa metabdlica denominada
ciclo futil, formando o anion radical superéxido O,", que por sua vez, sofre acdo de
enzimas, como a superoxido dismutase, S.0.D., formando peroxido de hidrogénio
(H2.0, que pode desestruturar membranas biolégicas e também reagir com enzimas
ferrodoxinas, liberando espécies reativas, como o radical hidroxila (OH’), téxicas a
células bacterianas e parasitarias (Paula et al., 2009; Viodé et al., 1999; Kovacic &
Osuna, 2000; Brezden et al., 1994; Berube et al., 1991).

A reducdo eletroquimica de nitroarométicos tem sido amplamente estudada
em meio protico e aprético. Nesses estudos é avaliada a dependéncia do processo
redox com o pH do meio, a estabilidade dos intermediarios de reducdo e a
caracterizacdo do mecanismo eletrodico, interagcdo com tidis de relevancia biologica,
como a glutationa (GSH) e determinagcdo de constante reacionais do intermediario
radicalar gerado no primeiro processo de redugédo do grupo nitro com oxigénio (La-
Scalea et al., 2005; Aravena et al., 2005; Bollo et al., 2005).

De modo geral, as técnicas eletroquimicas sdo usadas para estudar a
formacdo, estabilidade e reatividade do produto da reducdo monoeletronica do
grupo nitro, o anion nitro radical, em diferentes meios. O conhecimento e o estudo
das propriedades eletroquimicas das espécies que geram radicais em ciclos
bioldgicos de oxidacdo e reducdo sdo essenciais para a compreensdo da atividade
biolégica destes compostos. A técnica de voltametria ciclica € um procedimento
adequado para avaliar a estabilidade dos anions radicais. Varios nitroaroméaticos de
importancia bioldgica sdo capazes de gerar eletroquimicamente espécies radicalares
e suas estabilidades podem ser estudadas a partir da técnica citada. Em resumo, a
geracdo de anion radical e sua estabilidade podem ser representadas por um
mecanismo eletroquimico-quimico (EC) em que uma primeira etapa eletroquimica &

seguida por uma reacao quimica acoplada (Souza et al., 2010).
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Figura 19. Provavel mecanismo biorredutivo de nitrocompostos aromaticos.
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Fonte: Paula et al., 2009, adaptado.

1.4 Biossensor Eletroquimico de DNA

O estudo das interacdes entre moléculas organicas e o DNA é relevante por
estar relacionado aos processos de transcricdo e replicacdo do DNA in vivo,
mutacao de genes e variacdes das caracteristicas de cada espécie, bem como por
prover informacdes sobre farmacos cujo alvo bioldégico de acdo é o DNA. Uma
variedade de métodos tem sido empregada para investigar interagcdes de moléculas
com o DNA, a exemplo, a eletroforese em gel, a cristalografia de raio-X, a
fluorescéncia, a espectroscopia no UV-Vis e a ressonancia magnética nuclear
(RMN). Técnicas eletroquimicas também s&o extensivamente empregadas para

investigar interacdes entre o DNA e moléculas que apresentam atividade redox,
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representando assim um campo bastante dinamico. Isto se deve principalmente a
alta sensibilidade, ao custo relativamente baixo, ao acompanhamento direto e a
simplicidade dos respectivos métodos (Yang et al., 2008).

Desde que a estrutura do DNA fita dupla foi desvendada, a possibilidade de
transferéncia de carga por parte dos pares de bases arométicas empilhados na
dupla hélice do DNA permitiu o desenvolvimento de vérios estudos a cerca das
propriedades condutoras do DNA. Embora o transporte de cargas pelo DNA resulte
em dano oxidativo a partir de um agente oxidante, esta habilidade também é
extremamente sensivel a integridade das bases de DNA, assim como para o
acoplamento de doadores e aceptores com o DNA. Tal sensibilidade tem promovido
consideracdes a respeito do papel biolégico das propriedades condutoras do DNA e
a construcdo de sensores eletroquimicos de DNA com intuito de averiguar

mutacdes, lesdes de bases e ligacdo de proteinas (Gorodetsky et al., 2008).

Os 4cidos desoxirribonucléicos desempenham importante papel nos
processos biologicos. O DNA é a biomolécula responsavel pela determinacdo das
caracteristicas hereditarias, pois é transportador da informacéo genética, além de
instruir a sintese de proteinas e enzimas por meio dos processos de replicacdo e
transcricdo da informacdo genética celular (Rauf et al.,, 2005). Esta biomolécula
consiste em duas cadeias antiparalelas de polinucleotideos formados por unidades
monomeéricas de nucleotideos. Cada nucleotideo € formado por trés tipos de
componentes quimicos: um grupo fosfato, que corresponde a uma pentose
(desoxirribose), e quatro diferentes bases nitrogenadas. O esqueleto do DNA é
representado pelo polimero acucar-fosfato (desoxirribose-fosfato). As bases puricas,
adenina (A) e guanina (G), e as bases pirimidicas, citosina (C) e timina (T),
codificam a informacao genética como uma funcdo de suas ordens consecutivas nha
cadeia. A dupla hélice de DNA é resultante das ligacbes de hidrogénio entre as
bases nitrogenadas, A-T e G-C, presentes nas duas fitas de nucleotideos que

constituem a biomacromolécula (Almeida et al., 2005; Disculescu et al., 2005).

Nos sistemas vivos, o dano ao DNA esta geralmente relacionado a processos
de envelhecimento, neurologicos e de formacédo de tumores. Espécies reativas de
oxigénio (ERO) sao consideradas os principais responsaveis pelo dano oxidativo ao

DNA, onde a guanina é a base mais facilmente oxidada, com formacdo da 8-
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hidroxiguanina (Evans et al.,, 2004; Huang et al., 2008). A primeira etapa dos
processos carcinogénicos e mutagénicos decorre de interagbes entre espécies
quimicas eletrofilicas com o DNA, seja de forma direta ou apés ativacdo metabdlica.
Os sitios que potencialmente interagem com espécies eletrofilicas sdo os centros
nucleofilicos do DNA: nitrogénio e oxigénio das bases puricas e pirimidicas, assim
como o esqueleto fosfato (Bengini & Bossa, 2011). Considerando um agente
bifuncional eletrofilico, Figura 20, a adicdo deste aos sitios nucleofilos do DNA pode
ocorrer através da adicdo a um unico sitio, formando um monoaduto, ou a dois sitios
nucleofilos na mesma nucleobase, formando um sistema biciclico ou triciclico.
Adicionalmente, esta adicdo pode ocorrer em nucleobases diferentes no mesmo
sentido ou oposto a fita de DNA, resultando em ligacdes cruzadas intrafitas, interfitas
e inter-hélices de DNA, ou ainda, ligar-se a proteinas, formando uma ligacao
cruzada DNA-proteina (De Abreu et al., 2002; Bengini & Bossa, 2011 ).

Figura 20. Mecanismo de alquilagdo do DNA, A e B representam grupos eletrofilicos.
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Fonte: De Abreu et al., 2002, adaptado.

O entendimento dos mecanismos pelos quais moléculas orgéanicas se ligam
ao DNA é de grande importancia para desenvolvimento de novos farmacos com
melhores perfis farmacéuticos e consequentemente mais eficientes nas interagdes

com o DNA. As interacbes de pequenas moléculas/farmacos com DNA envolvem
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trés mecanismos principais: o primeiro destes se da por meio do controle de fatores
de transcricdo e polimerases, onde os farmacos interagem com proteinas que se
ligam ao DNA. A segunda ocorre por meio da ligagdo com RNA, que pode ocorrer
com o DNA dupla fita, formando uma tripla hélice, ou por expor uma fita simples de
DNA, formando hibridos que podem interferir na atividade de transcricdo. A ultima
interacdo consiste na ligacdo direta de moléculas pequenas a dupla hélice do DNA,
que podem ser de natureza eletrostatica devido as cargas negativas do acucar-
fosfato (geralmente nédo especificas), intercalacdo entre os pares de bases e
ligacdes covalentes (Meric et al. 2002; Rauf et al., 2005; Heli et al., 2005).

Os agentes alquilantes do DNA, que incluem as “mostardas” nitrogenadas,
nitrosouréias, complexos tipo cisplatina e outros, correspondem aos agentes
antineoplasicos mais antigos e mais utilizados. Esses compostos constituem fortes
reagentes eletrofilicos que estabelecem ligacbes covalentes por reacdo de
alquilacdo com os centros nucleofilicos do DNA, principalmente as bases puricas e
pirimidinicas. Os agentes intercalantes do DNA, onde as acridinas e antraciclinas
constituem exemplos, promovem alteracdes no pareamento das bases. Estes
agentes tém como alvo as fendas do DNA, Figura 21, através de um mecanismo de
acdo baseado na intercalacdo nos pares de bases nitrogenadas, o que envolve
interacdes eletrostaticas, além de complexos de transferéncia de elétrons (Almeida
et al., 2005).

Biossensores eletroquimicos tem sido amplamente utilizados para averiguar o
mecanismo de interacdo de farmacos. Um exemplo disto é o estudo realizado com
doxorubicina, ou adriamicina, um agente intercalante do DNA. A adrimiciana é um
antibiotico pertecente a classe das antraciclinas com um amplo espectro de
aplicacbes quimioterapicas e antineoplasicas. O emprego de biossensor
eletroquimico de dsDNA permitiu confirmar o mecanismo de intercalagdo de
adrimicina na dupla hélice do DNA através de seu potencial redox, cuja intensidade
de corrente aumentou gradativamente com o tempo de contato do biossensor em
solugcdo de adriamicina. Picos adicionais referentes & oxidagdo de guanosina e
adenina também foram observados e o mecanismo de dano foi proposto como
representado na Figura 21. O processo se inicia a partir de uma transferéncia de
elétrons da guanina ao grupo quinona da adriamicina intercalada no DNA, gerando

um cation radical guanina e a semiquinona adriamicina. Os potenciais de reducéo
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e/ou oxidacdo destas espécies podem ser mensurados eletroquimicamente através
do biossensor (Brett et al.,2002).

Figura 21. Mecanismo eletroquimico de dano oxidativo in sito da adriamicina ao DNA.
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Fonte: Brett et al., 2002, adaptado.

Os testes diagndsticos de cancer sao freqlientemente baseados em sistemas
para determinacdo de agentes que causam dano ao DNA. E estabelecido que algum
dano irreversivel ao DNA possa resultar em doencas hereditarias, que apresentam
consequUéncias letais, mutagénicas ou carcinogénicas para a célula. Devido a
grande variedade de compostos que atuam por esse caminho, O sucesso na
determinacao de acGes mutagénicas requer o desenvolvimento de métodos simples
e sensitivos para determinacdo da reatividade potencial desses agentes com
macromoléculas biolégicas. Entre os agentes quimicos carcinogénicos que Ssao

reativos per si, agentes alquilantes constituem um grupo com conhecida reatividade
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quimica (Séquaris & Valenta, 1987). Desta forma, um dos alvos bioldgicos mais
relevantes para mecanismo de acdo de farmacos é o DNA. Muitos compostos se
ligam e interagem com o DNA, causando mudancas na estrutura do DNA e
sequéncia de bases, provocando perturbacbes na replicacdo do DNA (Brett &
Chiorcea, 2003).

Neste contexto, 0 emprego de biossensores eletroquimicos de DNA constitui
ferramenta valioso para elucidar os mecanismos biologicos de acao de farmacos ou
candidatos a farmacos (Brett et al., 1997; Rauf et al., 2005; Chiorcea-Paquim et al.,
2009). Biossensores eletroquimicos de DNA, Figura 22, consistem em dispositivos
cujo elemento de reconhecimento biolégico € o DNA fita dupla (dsDNA) ou DNA fita
simples (ssDNA), imobilizado sobre um transdutor eletroquimico (eletrodo), que
permite mensurar processos onde ocorrem ligacbes especificas com o DNA
(Mousty, 2004; Brett & Chiorcea, 2003). Especificamente, eletrodos modificados com
DNA dupla fita podem ser construidos para detectar o modo de interacdo entre
pequenas moléculas como farmacos e espécies carcinogénicas com o0 acido

nucléico imobilizado sobre superficie eletrodica (Dogan-Topal et al., 2009).

A oxidacéo eletroquimica do DNA em eletrodo de carbono vitreo através da
voltametria de pulso diferencial, meio acido (pH 4,5), apresenta dois picos de
oxidacdo referentes as bases puricas (guanina e adenina), sendo as bases
pirimidicas (timina e citosina) eletroinativas nestas condicdes (Brett et al, 1999),
Figura 23. De acordo com a Figura 23, o comportamento eletroquimico para o
dsDNA (double strand ou fita dupla) em relacdo ao ssDNA (single strand ou fita
simples) apresenta grande dificuldade de transferéncia de elétrons a partir da parte
interna da forma rigida do dsDNA para a superficie eletrodica. Por outro lado, no
ssDNA, que se encontra em uma forma flexivel, suas bases estdo mais suscetiveis
a processos de oxidacdo e, portanto, apresenta correntes de pico de alta
intensidade de corrente (Diculescu et al., 2005).
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Figura 22. Representacdo do modo de operacdo do biossensor de DNA. O analito entra
entre as fitas do DNA, modifica sua conformacéo, o que leva a exposicdo de suas bases,
passiveis de oxidacao anddica.
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Fonte: De Moura, 2008, adaptado.

Figura 23. Voltamograma de pulso diferencial obtido com eletrodo de carbono vitreo
modificado com DNA (60 pg mL™) em uma solucéo de tampéo acetato 0,1 mol L™, pH 4,5:
1° voltamograma do ssDNA (linha vermelha) e dsDNA (linha preta), 40° voltamograma do
dsDNA (linha pontilhada).
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Fonte: Disculescu et al., 2005, adaptado.

A literatura é bem generosa no que se refere a estudos da interacdo de
substancias eletroativas com o DNA através do uso biossensores voltamétricos de
DNA. Muitos compostos pertencentes a diferentes classes quimicas (quinonas,
nitroaromaticos, acridinas) tém sido investigados empregando-se diferentes

metodologias. Em determinadas situagdes, o dano ao DNA foi observado de forma
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direta, onde o biossensor foi mantido em contato com solugdo da substancia de
interesse por determinado tempo, realizando-se varredura em potencial anddico
para mensurar quaisquer alteracdes. Contudo, em algumas situacdes para
averiguacdo da interacdo, fez-se necessario prévia ativacdo do farmaco, como
reducdo do grupo eletroativo, por exemplo, havendo formagédo de intermediarios
reativos (Wang et al., 1998; Brett et al., 2002; De Abreu et al., 2002).

Desta forma, observa-se que biossensores de DNA podem ser empregados
tanto para investigar uma interacdo especifica de um farmaco com uma base de
DNA, como também para elucidar o mecanismo envolvido em tal interagdo. A
interpretacdo de resultados é feita por meio de comparacdo dos perfis voltamétricos
obtidos para o0 biossensor isoladamente e quando em contato com a

substancia/farmaco de interesse.

1.5 Sobre Nitroquinonas

Diante do exposto a respeito de compostos quinénoides e nitroaromaticos, é
notdria a sua importancia, do ponto de vista bioldgico, pois inUmeras atividades séo
atribuidas aos mesmos. Nesse contexto, varios estudos de compostos pertencentes
as respectivas classes, sejam no intuito de caracterizacdo dos intermediarios de
reducdo, reatividade frente a alvos biolégicos importantes ou desenvolvimento de
derivados detentores dos grupos farmacoféricos sdo constantemente realizados.
Alguns compostos quinondides e nitroaromaticos bastante estudados em
decorréncia de suas atividades biologicas sdo representados na Figura 24. As
qguinonas Doxorrubicina (0) e Mitomicina C (b), que apresentam atividade antitumoral
preferencial a tumores solidos, e os nitroaromaticos benznidazol (p), utilizado no
tratamento da doenca de Chagas, e niclosamida (q), um esquistossomicida, foram
estudadas através de biossensores eletroquimicos de DNA, que evidenciaram que
0s mesmos sao DNA-reativos (Yau et al., 2003; Spanswick et al., 1996; La-Scalea
et al., 2002; De Abreu et al., 2002), sendo estes um dos mecanismos responsaveis

por suas atividades biolégicas.
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Figura 24. Estruturas quimicas da Doxorrubicina (0), Mitomicina C (b), Benznidazol (p) e
Niclosamida (q).

o) OH O

/w[)oxorrublcma (0) Mitomicina C (b)
[e) HoN

Antitumoral

H
Antitumoral

N OH O cl
3
N N Q !
NH NO,

| &
O
Benznidazol (p) Niclosamida (q)

Tripanossomicida Moluscicida

Fonte: Autor, 2011.

Diante do interessante espectro de atividades apresentadas por compostos
quinondides e nitroaromaticos e, em busca de farmacos com melhor perfil
farmacoldgico, anélogos da nor-pB-lapachona (r), Figura 25, com funcionalidade
mista, foram sintetizados pelo Dr. Eufranio N. da Silva Junior (UFMG) coordenado
pelo professor Dr. Anténio Ventura Pinto (UFRJ) (Da Silva Janior et al., 2007; Da
Silva Junior et al., 2008; Da Silva Junior et al., 2010) e avaliadas suas atividades

frente a linhagens de células cancerosas e cepas do Trypanosoma cruzi.

Figura 25. Estrutura quimica da nor-p-lapachona (r).

O

I/O

Fonte: Autor, 2011.
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A nor-B-lapachona (r) foi sintetizada a partir do nor-lapachol (s), Figura 26,
obtido pela oxidacdo de Hooker do lapachol (h) (Lee et al., 1995). Em presenca de
bromo molecular, o nor-lapachol sofre ciclizacdo ao derivado 3-bromo-nor-lapachol
(r) que, via reagdo com um grupo arilamino, originou os derivados 1, 2 e 3,
substituidos na posicdo C-3 do anel di-hidrofuranico com nitroanilina, Figura 26 (Da
Silva Junior et al., 2007; Da Silva Janior et al., 2008; Da Silva Junior et al., 2010). As
estruturas dos compostos arilaminados foram confirmadas pelo uso de técnicas
espectroscopicas, como Ressonancia Magnética Nuclear de *H e *3C, infravermelho

e espectrometria de massas.

Figura 26. Rota sintética dos derivados arilaminos substituidos da nor-p-lapachona

NH,
Ry
i i °
OH o R R2 I
¥
Br,/CHCl, - Rs /O
= = > W
I Br cHcl, % N R,
o) 0 L
R
nor-lapachol (s) 3-bromo-nor-lapachol (t) ! ’
4

1:R,=NO, R, =R, =R, =H
2:R,=R,=R,=H; R, =NO,

3:R,=R,=R,=NO, R, =H

Fonte: Da Silva Junior et al., 2007, adaptado.

As atividades biologicas apresentadas pela nor-B-lapachona se mostraram
similares as atividades ja mencionadas para a naftoquinona B-lapachona (g). As
atividades bioldgicas dos derivados substituidos com a nitroanilina (1, 2 e 3)
também foram avaliadas frente a varias linhagens de células tumorais humanas,
Tabela 1, bem como frente a formas tripomastigota do Trypanosoma cruzi, agente
causador da Doenca de Chagas, Tabela 2 (Da Silva Janior et al., 2007; Da Silva
Junior et al., 2010).

A partir dos resultados apresentados na Tabela 1, observa-se que o0s

compostos apresentam atividade citotoxica frente a células MDA- MB435, superior a
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doxorrubicina, reforcando seu perfil antitumoral. Por outro lado, atividades

interessantes também foram observadas para as demais linhagens de células

tumorais, sendo obtido uma Clsg abaixo de 2 pmol L™,

Tabela 1. Atividade Citotoxica expressa por Cls, em pmolL™ para linhagens de células
cancerosas: HL — 60: Leucemia; MDA- MB435: Melanoma; SF295: Glioblastoma; HTC 8:
Carcinoma de Coélon; DU 145: Carcinoma de préstata; PC-3: Carcinoma de Prdstata; CMSP:
Células Mononucleadas de Sangue Periférico, apdés 72 horas de exposicdo ao composto
(via MTT e Alamar Blue).

MDA-

Compostos HL - 60 SF295 HTCS8 DU145 PC-3 CMSP
MB435

Nor-B-lapachona (11) 1,75 0,31 1,36 1,58 1,30 1,98 >21,9

1 (QPh-0-NO;) 1,18 0,74 1,59 1,78 0,78 0,66 12,02

2 (QPh-m-NO,) 0,91 0,63 1,76 1,37 ---- ---- 0,91

3 (QPh-p-NOy) 0,96 0,19 0,76 0,82 1,25 0,51 5,02

Doxorrubicina 0,03 0,88 0,06 0,41 ---- ---- 0,42

Fonte: Da Silva Junior et al., 2007; Cavalcanti, 2010, adaptado.

Quanto a atividade tripanossomicida, Tabela 2, esta se mostrou muito
interessante para 0S compostos com grupo nitro substituinte em posicéo o- (1) e m-
(2) (Da Silva Janior et al.; 2008), superando o benznidazol, uUnico farmaco
atualmente aceito para o tratamento da Doenca de Chagas (Folch-Cano et al.,
2010).

Tabela 2. Atividade frente formas tripomastigotas do T. cruzi.

Composto Clso/24 h (umolL™)
Nor- B-lapachona >4800
1 55,6 £ 4,6
2 86,3+ 4,6
3 857,3+96,4
Benznidazol 103,6 + 0.6

Fonte: Da Silva Junior et al.; 2010, adaptado.

Diante das atividades biologicas obtidas para a nor-B-lapachona e
nitroguinonas derivadas a partir dos ensaios biologicos, é possivel racionalizar que a

sintese de compostos de funcionalidade hibrida € um caminho interessante em
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busca de farmacos com melhor perfil farmacoldgico. As atividades antitumorais das
nitroquinonas frente ao precursor nor-pB-lapachona se mostraram similares, assim
como em relagdo ao antitumoral padrdo doxorrubicina. Quanto a atividade
tripanossomicida, as nitroquinonas superaram de forma acentuada a nor-j-

lapachona, e os compostos 1 e 2, mostraram-se mais ativos que o benznidazol.

Nesse sentido, considerando os mecanismos de acdo ja conhecidos para
compostos quinondides e nitroaromaticos, os quais dependem de biorreducéo, é
esperado que compostos hidridos (quinona e nitro) apresentem um perfil
interessante no tocante ao mecanismo de acgdo. Assim, estudos que fornecam
informacdes relativas aos produtos de reducdo, a estabilidade dos intermediarios de
reducdo e/ou interacdes com alvos biologicos importantes sdo relevantes para o

entendimento dos mecanismos de acdo em nivel molecular.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Realizar estudos bioeletroquimicos de nitroquinonas visando a obtencéo de
parametros eletroquimicos que possam ser correlacionados com atividades

biolégicas, em busca do entendimento do mecanismo de acdo em nivel molecular.

2.2 Especificos

Investigar o comportamento eletroquimico de nitroquinonas em meio aquoso
€ nao-aquoso.

Determinar através da técnica de voltametria ciclica, as constantes
relacionadas a reacfes quimicas acopladas aos processos de transferéncia
heterogénea de elétrons para os compostos estudados

Avaliar a possibilidade de correlagcdo entre os potenciais de reducdo das

substancias com as atividades bioldgicas ja descritas na literatura.

Estudar a possibilidade interacdo de nitroquinonas com o DNA através da
utilizacdo de biossensor eletroquimico de DNA.

Estudar a reatividade das nitroquinonas em presenca de oxigénio.

Investigar a interagdo entre as nitroquinonas e a p-ciclodextrina.
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3.1 Reagentes e Solventes
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As nitroquinonas derivadas da nor-p-lapachona foram sintetizadas, purificadas

e caracterizadas pelas técnicas espectroscépicas de Ressonancia Magnética

Nuclear de *H e *C, infravermelho e espectrometria de massas. (Da Silva Junior,

2007; da Silva Junior, 2008), Figura 27, e cordialmente cedidas pelo Prof. Dr. Vitor

Francisco Ferreira (UFF) e pelo Prof. Dr. Eufranio Nunes da Silva Junior (UFMG). As

substancias estudadas no presente trabalho séo representadas na Figura 27.

Figura 27. Substancias derivadas da nor-p-lapachona estudas no presente trabalho.

Nor-B-lapachona

C14H1203 (MM =228 g mol-l

2,2-dimetil-2,3-di-hidronafto[1,2b]furan-4,5-diona

Composto 1
C20H16N,05 (MM = 364,35 g/mol)

3-(2-Nitrofenilamino)-2,2-dimetil-2,3-di-
hidronafto[1,2b]furan-4,5-diona

Composto 2
C20H16N205 (MM = 364,35 g/mol)

3-(3-Nitrofenilamino)-2,2-dimetil-2,3-di-
hidronaftol[1,2b]furan-4,5-diona

Composto 3
C20H16N205 (MM = 364,35 g/mOl)

3-(4-Nitrofenilamino)-2,2-dimetil-2,3-di-
hidronafto[1,2b]furan-4,5-diona

Fonte: Autor, 2011.
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3.2 Estudos Eletroquimicos

As analises eletroquimicas foram realizadas sempre utilizando sistema de trés
eletrodos (eletrodos de trabalho, auxiliar e referéncia). Conforme procedimento
experimental, utilizou-se como eletrodo de trabalho, o carbono vitreo (BAS, area
7,065 mm?) ou eletrodo de gota estatica de mercurio (SMDE). Em todas as situagées
foi utilizado como eletrodo de referéncia Ag|AgCI|CI" (0,1 mol L) em um tubo com
capilar de Luggin e vycor em sua extremidade, e como eletrodo auxiliar foi utilizado
um fio de platina.

As medidas eletroquimicas foram realizadas nos equipamentos AUTOLAB
PGSTAT 20, AUTOLAB PGSTAT 30 e BAS 100B, interfaceados a um
microcomputador. Os dados obtidos em cada analise foram entdo tratados no
programa Origin 7,0 e Origin 8,0, para obtencao dos graficos e dados.

3.2.1 Estudos em Meio Aprético

Em estudos eletroquimicos, os solventes mais utilizados para compostos
organicos sdo dimetilformamida (DMF) e dimetilsulféxido (DMSO), pois além de
serem solventes polares, apresentam uma larga janela de potencial de trabalho
(Bard, 1990). Uma vez que tanto o DMF como o DMSO se decompdem, em altas
temperaturas, sob pressdo atmosférica, o caminho mais adequado para a
purificacdo dos mesmos € sob pressao reduzida, apés tratamento com CaH, (hidreto
de célcio) anidro, para o DMSO e para o DMF, o CuSO, (sulfato de cobre) anidro
(para remocdo de aminas). A forma totalmente anidra do solvente é de dificil
obtencéo. Deve-se evitar a presenga de N-metilformamida, pois esta pode agir como
um doador de prétons ou interferir no desenvolvimento da reacédo (Lund, 2001).

As analises em meio aprético foram conduzidas utilizando como eletrdlito
suporte tetrafluoroborato de tetrabutilaménio (TBABF., 0,1 mol L™). ou perclorato de
tetrabutilaménio (TBAP), sendo este ultimo sintetizado (3.2.1.1) e secado sob

presséao reduzida a 40°C.
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3.2.1.1 Sintese e Purificacdo de TBAP

Para a sintese de TBAP procedeu-se da seguinte forma: 103,69 g de brometo
de tetrabutilaménio (TBABr) foram lentamente dissolvidos em 200 mL de agua
destilada, sendo adicionada posteriormente a solucdo aquosa de TBABr, uma
aliqguota de 30 mL de acido perclérico (Aldrich), resultando em suspensao branca. O
produto formado foi filtrado a vacuo, originando pequenos cristais brancos. A agua
mae desse processo de filtracdo apresentava pH ~ 3,0, o precipitado foi lavado até o
filtrado apresentar pH ~7.0. Para a recristalizacdo, os cristais filtrados foram
dissolvidos em acetato de etila a quente e a mistura colocada num funil de
separacédo para remoc¢ao de 4gua residual. A fase acetato de etila foi entdo colocada
em um banho de gelo para cristalizacdo e, em seguida, os cristais formados foram

secados sob pressao reduzida.

3.2.1.2 Andlises Cinéticas das Espécies Eletrogeradas em Meio Aprotico

Para caracterizacdo da presenca de reacfes quimicas acopladas ao processo
de transferéncia de elétrons, estudos cinéticos em meio aproético foram realizados
segundo o procedimento de Nicholson (Olmstead et al., 1969), sendo a velocidade
varredura variada de 0,1 at¢é 10,0 V s*. Usando o procedimento teérica de
Olmsteade col., 1969, os valores de razéo I, J/l, . medidos experimentalmente foram
calculadas segundo a equacao (Bard & Faulner, 1990):

La (I 0,485). (I
loa _ Upado , 0485)-Unsdo | oa6 g1

IP:C - (Ip.C)O (Ip,c)o

Sendo as intensidades de corrente pico anddico, catédico e em potencial de
inversdo, (Ip.a)o, (Ipc)o € (Ips)o, respectivamente, consideradas a partir do zero de

corrente, conforme indicado na Figura 28.

Para a caracterizacdo da reacdo quimica acoplada ao processo de
transferéncia de elétrons, utilizaram-se as aproximagfes teoricas descritas de
Omstead e col., 1969, em que as razbes de corrente I, ./l Se relacionam com o
parametro cinético o, que incorpora os efeitos da constante reacional, concentragédo

da espécie quimica eletroativa e a velocidade de varredura, definido como:
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log w =log(K,.Cy.7) + 0,034 (at — 4) eq.11
log w =log(K,.Cy.7) + 0,047 (at — 4) eq.12

Sendo a equacao 11 referente ao modelo matematico descrito para uma reacdo de
dimerizagdo, enquanto que a equacdo 12 relaciona-se a uma reagdo de
desproporcionamento. Os mecanismos relativos a uma reacdo quimica de
desproporcionamento € representado pela equacdo 13 e o mecanismo de
dimerizacéo é descrito pela equacéo 14.

Figura 28. Voltamograma ciclico detalhando as correntes de pico em relacdo ao zero de
corrente.
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Fonte: Nicholson & Shain, 1964, adaptado.

Ks
A + e —— B

Kais

2B —2 LA+ C eq.13

Kaim

2B ——— D eq. 14

A contante de decaimento para uma segunda ordem é representado por ka,
enquanto que t é a constante de tempo entre o potencial a meia altura da onda e o

potencial de inverséo, definida por

(Eij2 —E))
T=—A
v

eq. 15
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em que, E1» € obtido,

E,,+E
Ey, = 2222 > = eq.16

sendo E;;, 0 potencial a meia altura da onda, E) € o potencial de inversédo,v é a
velocidade de varredura, Epa e E;c S80 0s potenciais de pico catddico e anodico,

respectivamente.

O segundo termo das equacgdes 11 e 12 representa o efeito dos potenciais de

inversao de varredura (E,) sobre o parametro cinético, como

— nF (E EO) 17
a.t = =7 (B eq.
sendo,
nFv (Ey, — E9
— = — . 1
a RT e T ” eq.18

Os valores de E) foram ajustados para que o produto a.t fosse igual a 4, em
todos os experimentos realizados. Desta forma, a partir das equacdes 12 e 13 se

obtém a expresséao
w=k,.Cy1 eq.19

cuja relacdo linear permite determinar a constante de segunda ordem de
decaimento. Por esta razdo, as regressoes lineares foram feitas para passar pela
origem dos eixos cartesianos, sendo k, a constante para reacdo de segunda ordem

e C, € a concentracdo inicial do composto.

As curvas descritas por Nicholson & Shain (1964) consideram diversos
valores de esfericidade de eletrodo. Para todos os calculos, foi utilizada a curva de

trabalho, para um eletrodo esférico de 100%, que é descrita pelo seguinte polindbmio:
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. . 2
1 1

w = 608,9675272 + 9218,32978906 lp—a — 61731,8318. (lp—a>
p.c p.c

. 3 . 4
1 1

+ 144122,1409.(_‘”—"") - 163352,9841_<_p_'a>
Ip,c Ip,c

i 5
+91531,177664 <ﬂ>
lp,c

i 6
— 20395,808563 <1"—a> eq.20
p.c

Obtendo-se o valor de k,, pode-se calcular os valores referentes ao tempo de meia
vida do radical, segundo a equacao:

1

t, = — 21
12 =Gy q

3.2.1.3 Ressonancia do Spin do Elétron Acomplada a Voltametria Ciclica —
Espectroeletroquimica

Todas as andlises em espectroeletroquimica foram resultado de colaboracdo
com o Prof. Dr. Carlos Frontana, do Departamento de Quimica, Centro de
Investigacion y Estudios Avanzados, México, sendo estas realizadas por seus

alunos sob sua supervisao.

Os espectros de ESR foram obtidos em banda de raio X (9,85 GH), em
instrumento ELEXSYS 500 com cavidade retangular TEjp, € uma cela para
espectroeletroquimica comercial (Wilmad). As medidas espectroeletroquimicas
foram realizadas com auxilio de potenciostato galvanostato (PGSTAT 30) para a
geragao dos radicais a serem caracterizados, sendo utilizado platina como eletrodo
de trabalho (~ 0,2 cm?) e auxiliar (2,5 cm?) e, como eletrodo de referéncia Ag/AgNO3
(0,1 mol L™).
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3.2.1.4 Estudos em Meio Aprotico em Presenca de Oxigénio

Estudos eletroquimicos em meio aprético (DMF + TBABF, 0,1 mol L) foram
realizados em presenca e auséncia de oxigénio para averiguar a reatividade, apos
reducdo da nor-p-lapachona e seus derivados nitrados, frente a oxigénio.
Analisaram-se 0s parametros eletroquimicos, como o deslocamento anodico de
potencial para a primeira onda de reducdo e 0 aumento da corrente de pico. Cada
componente foi adicionado ao eletrolito de suporte e a solugédo foi desaerada com
argonio antes das medidas por voltametria ciclica. O oxigénio foi entdo borbulhado
dentro da célula e sua concentracdo foi monitorada com oximetro (Digimed DM-4).

Voltamogramas ciclicos foram registrados em diferentes concentracdes de oxigénio.

A constante catalitica (Kapp) para reacdo com oxigénio foi determinada a partir

da equacao descrita por Bard & Faulkner (1990), como segue:

I Kapp -R.T.[O
Ipe = PR _ Zapp [0:] eq.22
Ipo n.F.v

sendo,

l,c = corrente catalitica

loe/lpo = corrente normalizada

Kapp = CONstante catalitica aparente (s

v = velocidade de varredura (V s™)

n = nimero de elétrons

F = Constante de Faraday (96485 C mol™)
T = temperatura (298 K)

R = 8,314 J molt K
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3.3 Estudos em Meio Prético - Reatividade frente ao ssDNA

Nas andlises com ssDNA, foi utilizado como eletrolito suporte, solucéo
tampao acetato (pH 4,5, forca iénica 0,2 mol L™) (Perrin, 1974), preparada com agua
purificada em um sistema Milli-Q Millipore e fervida, com o intuito de eliminar
eventuais microrganismos que pudessem modificar a estrutura do DNA. Para o
preparo do tampao foram adicionados aproximadamente 0,717 mL de acido acético

glacial e 0,59 g de acetato de s6dio em 100 mL de &gua fervida.

Nas analises eletroquimicas em meio prético foi utilizado como eletrolito
suporte solucdo de tampdo fosfato (pH 7,0, forca idnica 0,2) (Perrin, 1974),
preparada com agua purificada em um sistema Milli-Q Millipore. Para o preparo do
tampao, foram adicionados 0,471 g de fosfato de sodio monobésico (NaH,PO,) e
0,785 g de fosfato de sédio dibasico (Na;HPO,) em 100 mL de agua. O valor de pH

da solucéo foi determinado em pH-metro modelo Quimis Q400A.

3.3.1 Estudos em Biossensor de dsDNA

As bases puaricas do DNA (guanina e adenina) sdo oxidadas
eletroquimicamente em eletrodo de carbono vitreo, em meio acido pH 4,5, sendo
gue para o dsDNA (DNA nativo, “double strand” ou dupla fita), devido as ligacdes de
hidrogénio, os picos de oxidacdo destas bases apresentam menores intensidade de
corrente (ou quase nulas) em relacédo ao ssDNA (DNA desnaturado, “single strand”,
ou fita simples) desnaturado por tratamento térmico, em meio acido (Brett et al.,
1998). Quando o dsDNA, imobilizado em superficie eletrédica, € incubado em
solucdo de compostos que podem acarretar modificacfes estruturais ou danos ao
mesmo, ocorre exposicao das bases puricas na superficie do eletrodo acarretando,

entdo, o0 aumento ou surgimento de picos referentes a oxidacao destas.

Considerando-se o ssDNA em relagdo ao dsDNA, este apresenta picos de
oxidacdo com alta intensidade de corrente e o diagnostico de possiveis interacdes

de substancias com o ssDNA é feito pelo decréscimo dessas correntes.

Como ja mencionado em vasta literatura (Brett et al., 2002; Brett et al., 2005;
De Abreu et al.,, 2002; Rauf et al.;2005; De Abreu et al., 2008) para estudos com
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biossensor de dsDNA, o meio mais adequado € 0 meio aquoso tamponado (tampé&o
acetato) pH 4,5, sendo este, entdo, empregado no presente estudo.

3.3.2 Preparacéao do Gel de dsDNA

O DNA utilizado para preparagéo do gel foi do tipo |, altamente polimerizado
de calf thymus (timo de bezerro), que apresentava as seguintes especificacdes: 6,2
% de Na’ e 13% (v/v) de H,0O, dessecado e armazenado a 8°C. Pesaram-se em
eppendorf 12 mg de DNA que foram solubilizados em 1 mL de tamp&o de acetato
(pH 4,5). Como o gel ndo pode ser submetido ao ultra-som para ndo comprometer a
integridade da dupla fita, este foi submetido a refrigeracdo por 24 h, para completa
formacéo do gel de DNA.

3.3.3 Condicionamento do Eletrodo

O eletrodo de carbono vitreo, utilizado para a preparacdo do biossensor, foi
previamente polido cuidadosamente com alumina (3 um) para garantir completa
limpeza da superficie. Apds esse procedimento, o mesmo foi submetido a
condicionamento para assegurar a imobilizacdo do dsDNA. Este condicionamento foi
realizado por meio da técnica de Voltametria de Pulso Diferencial (VPD), varrendo-
se uma faixa de potencial (Esp = 0 a +1,4 V) em velocidade de 5 mV st em um
minimo de trés ciclos até completa estabilizacdo da superficie -eletrédica
(organizacdo da dupla camada elétrica). Uma vez executado esse procedimento, o
eletrodo se encontra polarizado positivamente, permitindo assim interacbes

eletrostaticas entre este e os grupos fosfato do dsDNA.

3.3.4 Estudo da Interacéo das Substancias Estudadas com dsDNA

Uma vez preparado e secado o biossensor de dsDNA, através da adi¢do de
10 uL do gel no eletrodo condicionado conforme descrito no item 3.2.4, este foi
imerso em solugdes das substancias a serem analisadas em concentracdes que
variaram de 10° a 10™ mol L™ solubilizadas em meio aquoso-etanélico (10% viv).
Transcorrido um tempo minimo de 15 minutos, fez-se uma Unica varredura andédica
de potencial (E =0 a +1,4 V) em VPD. O mesmo procedimento foi realizado com um

biossensor controle imerso apenas em solucdo tampao-etanol (10% v/v) para
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assegurar que toda e qualquer mudanca observada na eletrooxidacdo do dsDNA

referia-se apenas a alguma interacéo deste com as substancias analisadas.

3.3.5 Preparacao da Solucdo de ssDNA

Para o preparo da solugcéo de ssDNA foram pesadas 3 mg de dsDNA que foi
desnaturada pela adicdo de 1 mL de &cido cloridrico (1 mol L™) e aquecimento
durante 1 h a 100°C até solubilizacdo. Em seguida, para neutralizacdo do meio foi
adicionado 1 mL de solucdo de NaOH (1 mol L™), completando-se o volume para 10

mL com tampao acetato (pH 4,5), para finalizagao do procedimento.

3.3.6 Estudo da Interagcédo das Substancias com ssDNA

Em principio, fez-se varredura anddica de potencial (0 a +1,4 V) em VPD a 10
mV s da solucdo de ssDNA para conhecer o perfil voltamétrico da solucdo de
ssDNA. Foram observados dois picos de alta intensidade de corrente referentes a
eletrooxidacdo das bases guanina e adenina (0,83 V e 1,16 V), respectivamente.
Uma caracteristica que torna os estudos com ssDNA relativamente laborioso é a
forte adsorcdo em superficie eletrédica apdés o processo redox das bases puricas.
Desta forma, foram realizadas medidas eletroquimicas em triplicata, sendo feito
polimento adequado do eletrodo apds cada varredura para que ndo houvesse
variacfes significativas das correntes de pico entre as medidas. Apds obter as
correntes maximas relativas a oxidacdo de guanina e adenina, observou-se o efeito
da adicdo das substancias avaliadas nas correntes de pico das bases. Foram
adicionadas aliquotas das substancias em andlise a partir de solugdo estoque em
etanol (10° mol L™?), de tal modo que a concentracdo das mesmas na cela

eletroquimica variou de 10® a 10 mol L
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3.4 Estudo da Interacéo da Nor-B-lapachona e Derivados com B-ciclodextrina
(B-CD)

A avaliagcdo qualitativa da interagdo da nor-B-lapachona e nitroquinonas
derivadas (1, 2 e 3) com B-CD foi realizada em experimentos de transferéncia de
fase, em que massas correspondentes a 0,1 mmol L™ de cada substancia a ser
analisada foram adicionadas a cela eletroquimica contendo tampéao fosfato pH 7,4 e,
apos 5 minutos de agitacdo e desaeracdo com argdnio, a resposta eletroquimica foi

registrada.

Em seguida, foram adicionadas massas de B-CD correspondentes as
concentracdes de 0,01, 0,1 e 1 mmol L™, sendo a solucdo agitada e desaerada, a
cada adicdo de p-CD, por 5 minutos, para entdo ser realizada a medida
eletroquimica. A interacdo e consequentemente formacao de complexos de incluséo
foi avaliada através das mudancas observadas nos parametros eletroquimicos

potencial e corrente de pico, em cada procedimento.

3.5 Andlise da Citotoxicidade de o-, m- e p-nitroanilinas in vitro — Ensaio do
MTT

Em busca de informacfes adicionais sobre as atividades farmacoldgicas
apresentadas pelas nitroquinonas, foi investigada a atividade citotoxica de
nitroanilinas sbstituidas em o-, m- e p- pelo grupo do LOE (Laboratério de Oncologia
Experimental da UFC) frente as seguintes linhagens de células tumorais humanas:
MDA-MB435 (melanoma), HCT-8 (célon) e SF-295 (glioblastoma), cedidas pelo
Instituto Nacional do Cancer (EUA), tendo sido cultivadas em meio RPMI 1640,
suplementados com 10% de soro fetal bovino e 1 % de antibidticos
(penicilina/estreptomicina), mantidas em estufa a 37 °C e atmosfera contendo 5% de
CO..

A citotoxicidade da amostra foi avaliada pelo método do MTT (Mosman,
1983), que consiste em uma analise colorimétrica baseada na conversdo do sal 3-
(4,5-dimetil-2-tiazol)-2,5-difenil-2-H brometo de tetrazolium (MTT) para fromazam,
pela atividade da enzima succinildesidrogenase presente na mitocondria de células

viaveis, que permite quantificar a porcentagem de células vivas. As células foram
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plaqueadas em placas de 96 cavidades nas seguintes densidades: 0,7 x 10° (HCT-
8), 0,6 x 10° (SF-295) e 0,1 x10° (MDAMB-435). As amostras foram adicionadas e as
placas foram incubadas por 72 h em estufa a 5% de CO;a 37°C. As amostras foram

testadas em concentracdes que variaram de 0,33 a 173 umol L™.

As substancias foram analisadas em triplicata, registrando-se gréaficos de
absorvéncia X concentracdo e determinadas suas Clsy (concentracdo inibitoria
minima capaz de provocar 50% de efeito maximo) e seus respectivos intervalos de
confianga (IC 95%) realizado a partir da regressdo nao-linear utilizando o
progrmama Prisma versao 4.0 (GraphPad Software).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

O mecanismo de acdo de muitos farmacos, como quinonas e/ou
nitroaromaticos é dependente de biorreducdo (Rauf et al., 2005). As quinonas
exercem seu maior papel como farmacos biorredutiveis, por promocdo do estresse
oxidativo e por serem catalisadores redox. Como aceptores de Michael, quinonas
podem induzir o dano celular por alquilacdo de proteinas celulares importantes e/ou
o DNA (Herndndez et al., 2008). Os nitroarométicos exercem suas atividades
biolégicas por um mecanismo similar, por meio dos intermediarios formados na

reducado do grupo nitro (Colén et al., 2008).

Nesse sentido, o estudo sobre o mecanismo de reducdo eletroquimica, a
caracterizacdo dos respectivos produtos eletrogerados e, a andlise destes com
biomoléculas, como o DNA, sédo ferramentas relevantes para o entendimento do
mecanismo de acdo farmacoldgica de moléculas detentoras de atividade biologica

(Nufiez-Vergara et al., 2005).

No estudo das reacdes eletroquimicas, a técnica de voltametria ciclica
apresenta papel de destaque, sendo uma das mais empregadas. Parametros
eletroquimicos importantes (Epa, Epc OU Eredox (Epc + Epa)/2, OU Epc — Epc2) € sua
variacdo com a velocidade de varredura, com a concentracdo do analito, entre
outros, sdo empregados para elucidacdo do mecanismo eletrédico, incluindo a
obtencdo de constantes cinéticas relacionadas as reacdes quimicas acopladas ao
processo de transferéncia heterogénea de elétrons. Outras técnicas, como
voltametria de pulso diferencial e de onda quadrada, sdo também extensivamente
empregadas, principalmente para fins analiticos. A maior vantagem inerente a essas
duas técnicas consiste na maior sensibilidade apresentada devido a compensacéao

da corrente capacitiva, assim como a rapidez da analise.

Como o ambiente celular pode ser lipofilico e/ou hidrofilico e, os
intermediarios radicalares gerados a partir da metabolizacdo redutiva de quinonas e
nitroaromaticos sdo determinantes para o mecanismo de acao biolégico (De Abreu
et al., 2002; Barety et al., 1984; Jaffar et al., 2001), faz-se necessario mimetizar as
condicOes bioldgicas para assim avaliar a estabilidade desses intermediarios. Assim,
estudos eletroquimicos para a nor-p-lapachona e seus derivados arilaminados (orto-

nitro (1), meta-nitro (2) e para-nitro (3)) foram realizados com o objetivo de
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caracterizar o mecanismo redox relacionado, a reatividade dos intermediarios
eletrogerados com oxigénio (ciclagem redox) e provaveis interagdes com o DNA.
Desta forma, espera-se correlacionar os parametros termodinamico-cinéticos
encontrados com as respectivas atividades bioldgicas (Silva Juanior et al., 2007; Silva
Janior et al., 2008) (Tabelas 1 e 2, pag. 67). Assim, a seguir, estudos eletroquimicos
em meio ndo-aquoso e aquoso tamponado s&o descritos para 0S COmMpPOStos

supracitados.

4.1 Estudos em Meio Aprotico

Os estudos em meio aprético foram realizados utilizando os respectivos
eletrodos de trabalho: carbono vitreo e eletrodo de gota pendente de mercurio. No
altimo caso, os ensaios eletroquimicos foram realizados na Universidade do Chile,
em Santiago do Chile, no grupo do Prof. Juan-Arturo Squella. A partir destes
estudos, informacdes relevantes sobre o processo de reducdo eletroquimica foram
obtidas, o mecanismo de reducdo, caracterizado e determinadas as constantes
reacionais para as reacfes quimicas subseqientes ao processo de transferéncia de
elétrons. Buscando-se informac8es adicionais para o esclarecimento do mecanismo
de reducéo eletroquimica, estudos por espectroeletroquimica foram realizados em

colaboracdo com o Dr. Carlos Frontana (México).

4.1.1 Estudo em Eletrodo de Carbono Vitreo

Os estudos eletroquimicos da nor-B-lapachona e seus derivados
nitroquinonas (o-nitro (1), m-nitro (2) e p-nitro (3)) evidenciaram um comportamento
caracteristico das funcdes quinona e nitroaroméatico em meio aprotico. A reducéo
eletroquimica de quinonas em solventes ndo aquosos ocorre em duas etapas
monoeletrénicas individuais via consumo final de dois elétrons (De Abreu et al.,
2004). A primeira etapa de redugdo apresenta caracteristicas de reversibilidade,
onde a insercdo de um elétron ao grupo quinondide gera o anion radical
semiquinénico (Q®), oxidado em varredura reversa. O segundo processo de reducéo,
que envolve mais um elétron, resulta na formagdo do dianion quindnico, uma

espécie de maior basicidade que a semiquinona, sendo, portanto mais reativo e
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suscetivel a reacdes quimicas subsequentes a sua formagdo, como

desproporcionamento ou protonacao (Crawford et al. 1996).

No que se refere aos compostos nitroaromaticos, sua redu¢cdo em meio nao
aguoso também ocorre em duas etapas individuais. A primeira é relacionada a
formacédo do anion radical nitro (RNOy®), processo reversivel que envolve o consumo
de um elétron, enquanto no segundo processo redox, o anion radical é reduzido a
hidroxilamina (RNHOH), etapa envolvendo o consumo de mais 3 elétrons/4H*. A
depender da estabilidade da hidroxilamina, uma onda de oxidacdo relacionada a
formacdo do derivado nitroso (RNO) ou outros intermediérios, como azoxi ou azo

derivados, € observada em varredura anddica (Goulart et al., 2007).

Os estudos em voltametria ciclica da nor-pB-lapachona e seus derivados
nitroquinonas em meio aprético sdo representados na Figura 29. O perfil
voltameétrico observado para a nor-fB-lapachona, Figura 29a, € caracterizado por
duas ondas de reducdo bem definidas, sendo a primeira onda catddica (Ic = -0,687
V) com caracteristicas de reversibilidade, conforme a presenca da correspondente
onda de oxidacéo (la = -0,590 V), de intensidade de corrente correspondente & onda

de reducéo.

De acordo com a diferenca entre os potenciais de pico anddico e catddico (AE
= 97 mV) para o par Ic/la, o processo se caracteriza como quasi-reversivel, sendo o
radical semiquindnico suscetivel a reacfes quimicas posteriores a sua formacéo. O
segundo processo de reducgdo (llc = -1,110 V, relacionado a formacédo do dianion
quindnico apresentou menor caracteristica de reversibilidade, sendo observado um
sinal largo anddico correspondente (lla), de baixa intensidade de corrente. A menor
reversibilidade deste intermediario, assim como sua menor corrente de pico decorre
de sua maior basicidade, tornando-o mais suscetivel a reacdes quimicas acopladas
a sua eletrogeracdo, como protonacdo, dimerizacdo ou desproporcionamento. Por
outro lado, a menor intensidade de corrente da onda llc, metade da corrente
observada em Ic, confirma a presenca de reacdes quimicas subseqientes a
formacdo da semiquinona, que tem sua concentracdo diminuida na dupla camada

elétrica da superficie eletrédica. Um possivel mecanismo seria de

desproporcionamento: 2Q: - Q + Q%, gerando, a partir da semiquinona, a quinona

de partida e o dianion, eletroinativo na redugéo.
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Figura 29. Voltamogramas ciclicos da nor-p-lapachona e seus nitroderivados (C = 1 mmol L
Y em DMF/TBABF, (0,1 mol L™). Eletrodo de carbono vitreo, v = 100 mV s.
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Fonte: Autor, 2011.

Os compostos 1, 2 e 3, apresentaram maior facilidade de reducédo em relagéo
a nor-p-lapachona, consequéncia do efeito do grupo nitro eletroatraente, mesmo em
auséncia de efeito mesomérico, Figura 29b-d, com perfis voltamétricos
diferenciados. Os voltamogramas para a reducao das nitroquinonas 1 e 2 (QPh-o-
NO,) e (QPh-m-NO,), Figura 29b-c, apresentaram trés ondas principais, sendo
observado também um ombro catddico (I'c) intermediario entre o primeiro e o
segundo processo redox. Para o composto 3 (QPh-p-NO,), Figura 29d, o
voltamograma ciclico é caracterizado por quatro ondas de reducdo bem definidas, o
que reforca a possibilidade de reducdo independente dos dois grupos eletroativos.
Em todos os casos, a primeira onda de reducdo apresenta caracteristica de

reversibilidade, como observado para o composto padrao, nor-p-lapachona.

As analises dos parametros eletroquimicos, corrente e potencial de pico
catédico, obtidos nos estudos das nitroquinonas mostraram que o transporte de

massa até a superficie eletrédica € controlado por processo difusional, conforme
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linearidade entre as correntes de pico catodico (l,c) em funcéo da raiz quadrada da

velocidade de varredura (v2

), Figuras 30-32a. Quanto aos potenciais de pico
catédico, para o primeiro processo de redugdo (Ep), dos referidos compostos,
Figuras 30-32b, apresentaram leve variacdo em funcdo do log v. Diante desta
relacdo, juntamente com a presenca de onda anddica referente ao primeiro processo
de reducdo, em varredura reversa de potencial, pode-se concluir que o primeiro
processo de reducdo € de natureza quasi-reversivel, conforme testes diagnosticos
definidos em literatura especifica (Southampton Electrochemistry Group, 2001).
Andlises semelhantes para a onda llc, também demonstraram que o0 processo nela

ocorrido é de natureza quase-reversivel.

Figura 30. a: Analise da corrente de pico (Ipc1), para a primeira onda de reducéo de 1, em
funcdo de v*?, caracterizando o fendmeno de transporte de massa em solucéo. b: Gréfico
de potencial de pico de primeira onda de redugé&o em fungéo do log v (DMF/TBABF, 0,100
mol L?).
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Fonte: Autor, 2011.
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Figura 31. a: Analise da corrente de pico (lpc1), para a primeira onda de reducéo de 2, em
funcéo de v'2, caracterizando o fenémeno de transporte de massa em solucdo. b: Gréfico
de potencial de pico de primeira onda de reducédo em funcdo do log v (DMF/TBABF, 0,100
mol LY.
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Fonte: Autor, 2011.

Figura 32: Andlise da corrente de pico (l,1), para a primeira onda de redugdo de 3, em
funcdo de v'2, caracterizando o fendémeno de transporte de massa em solucédo. b: Gréafico
de potencial de pico de primeira onda de reducdo em funcdo do log v (DMF/TBABF, 0,100
mol L™).
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Fonte: Autor, 2011.

Estudos realizados em varredura anodica para 0os compostos também foram
realizados para avaliar a eletroatividade de grupamento amino presente nestes
derivados. A partir desses estudos, constatou-se a presenca de uma onda de
oxidacdo para cada composto em valor de potencial anddico elevado, Figura 33.
Como observado no voltamograma ciclico desta figura, o derivado 1 (QPh-0-NO,)
apresenta maior dificuldade de oxidacdo, sendo o potencial de oxidagdo para o

mesmo, o mais elevado.
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Figura 33. Voltamogramas ciclicos dos nitroderivados da nor-B-lapachona, 1, 2 e 3 (C =1
mmol L) em DMF/TBABF, (0,1 mol L™). Eletrodo de carbono vitreo, v = 100 mV s™.
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Fonte: Autor, 2011.

Os maiores valores de potencial anddico para os compostos 1 e 3 (QPh-o-
NO, e QPh-p-NO,), Figura 33, sdo consequéncia do maior comprometimento do par
de elétrons do grupo amino com o sistema aroméatico. A presengca do grupo nitro
eletroatrante nestas posi¢cdes promove a diminuicdo da densidade eletrbnica sobre o
atomo de nitrogénio, por efeito indutivo e mesomérico dificultando, portanto, a

oxidacdo para esses derivados.

De maneira geral, foi observado para os trés derivados, processos de
reducdo independentes para as respectivas fungdes quinona e nitroaromatico. Esta
caracteristica € relevante para os compostos em questdo e o entendimento das
propriedades eletroquimicas das espécies eletrogeradas, anions radicais e dianions,
gue sdo suscetiveis a reacfes quimicas posteriores ao processo eletroquimico,
constitui ferramenta valiosa para 0 entendimento das atividades biol6gicas
apresentadas. Tal consideracao resulta do fato de que a atividade biol6gica de
substancias detentoras de propriedades farmacoféricas decorre de ativacéo
metabdlica in vivo, processos de oxido-reducéo catalisados por sistema enzimatico,
gue geram as espécies anidnicas ou radicalares supracitadas. Um sumario dos
parametros eletroquimicos mais relevantes para 0S respectivos compostos é

apresentado na Tabela 3.
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Tabela 3. Pardmetros eletroquimicos da nor-B-lapachona e seus derivados. Eletrodo de
Carbono Vitreo, E, vs. Ag|AgCI|CI' 0,1 mol L™, v =100 mV s™.

AE
-E -E ! -E -Epr -E -E AE -E -E
Composto plc pla mV redox pl'c plic plla 2 pllic pllla
P V) V) () V) M M VM my) V) V)
Nor-- 0687 0590 97 0596 - 1110 - e e e
lapachona

1(QPh-0-NO,) 0,655 0,579 76 0,581 1,132 1,279 1,195 84 2,163 1,012

2 (QPh-m-NO;) 0,659 0,579 80 0,583 1,088 1,279 1,134 88 2,038 1,012

3 (QPh-p-NO,) 0,676 0592 84 0,588 1,148 1,450 1,366 84 2,245 0,985

Fonte: Autor, 2011.

A partir dos dados da Tabela 3, observa-se um deslocamento anédico para o
primeiro potencial de reducdo para os compostos nitrados, sendo a maior facilidade
de reducédo para 1 e 2, em relagdo a nor-B-lapachona. O composto 3 apresentou
menor facilidade de redugcdo em relacdo a 1 e 2, contrariamente ao esperado pela
presenca do grupo nitro em para, com efeitos aditivos de campo e mesomeria. Os
valores obtidos para as diferencas entre os potenciais de pico anddico e catddico,
potencial de pico catddico e potencial a meia altura de onda, dos pares redox Ic/la e
lic/lla para as trés nitroquinonas excederam o valor teérico para uma transferéncia
de um elétron reversivel (AE = 60 mV), sugerindo a presenca de reacdo quimica
acoplada ao processo eletroquimico, como dimerizagdo, protonacdo ou

desproporcionamento.

Considerando a caracteristicas de reversibilidade observadas para os
processo Ic e llc das nitroquinonas e, em analogia ao perfil eletroquimico descrito na
literatura para quinonas e nitroaromaticos em meio aprético (De Abreu et al., 2004;

Goulart et al.; 2007), estes processos devem estar relacionados a formacdo do

intermediario radicar semiquinona (Q%) e ao anion radical nitro (ArNO,). J4 o ombro
catodico (I'c) intermediario pode estar relacionado ao dianion quindnico. Assim,
diante das evidéncias de reacdo quimica acoplada a reducgédo eletroquimica destes
compostos, fizeram-se necessarios estudos mais detalhados sobre os mecanismos

de reducédo dos mesmos.
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Nesse sentido, foram realizados estudos eletroquimicos para caracterizar o
processo eletrodico e determinar as constantes cinéticas que acompanham tais
processos, assim como outros parametros termodinamico-cinéticos relevantes. E
sabido que o uso de mercurio, em vez de carbono vitreo, como eletrodo de trabalho
em experimentos por voltametria ciclica permite uma diminuicdo consideravel na
corrente capacitiva, permitindo o aumento das velocidades de varredura nas
analises. Assim, € possivel estudar o par correspondente a reducdo das
nitrogquinonas para obtencao de informacdes sobre a estabilidade, o tempo de vida

dos radicais e compreender os mecanismos de decaimento.

A seguir é descrito o comportamento eletroquimico da nor-p-lapachona e seus
derivados em eletrodo de mercurio. Nestes estudos, ensaios por voltametria ciclica
foram realizados para investigar o mecanismo de reducédo das nitroquinonas. O
objetivo principal destes estudos foi a medida da estabilidade dos intermediarios de
reducdo, aplicando a metodologia descrita por Omstead e colaboradores (1969),
para analise das reacbes quimicas acopladas ao processo heterogéneo de

transferéncia de elétrons.

4.1.2 Estudos em Eletrodo de Mercurio

Os estudos eletroquimicos realizados em eletrodo de mercurio para a nor-[J-
lapachona e seus derivados foram realizados em um faixa de potencial mais restrita
gue os respectivos estudos em eletrodo de carbono vitreo, devido a limitagdes do
eletrdlito e a complexidade dos perfis voltamétricos obtidos para as nitroquinonas.
Contudo, os estudos por voltametria ciclica permitiram a obtencdo de parametros
eletroquimicos relevantes, que além da informacao a respeito da energia requerida
para reducdo das nitroquinonas (E,c), forneceram informagdes referentes a cinética
do processo de transferéncia de elétrons e estabilidade dos &anions radicais
eletrogerados.

No processo de reducéo eletroquimica de nitroaromaticos em meio aprotico,
estudos anteriores (Carbajo et al., 2002; Arguello et al.; 2006; Goulart et al., 2007)
descrevem a suscetibilidade do anion radical nitro sofrer reacdes quimicas
posteriores a sua geracdo, um mecanismo EC (Eletroquimico-Quimico). As

possiveis reacfes quimicas acopladas ao processo de transferéncias de elétrons
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relatadas sédo desproporcionamento (Etapa 2) e/ou dimerizacdo (Etapa 3), Figura 34.
Uma vez que quinonas e nitroaromaticos apresentam similaridades, pois catalisam
reacoes de transferéncia de elétrons bioldgicas, principalmente por meio de reacdes
de reducéo para gerar anions radicais (semiquinonas e anions radicais nitro), que a
depender de sua estabilidade, podem transferir seus elétrons livres a moléculas
aceptoras, como oxigénio molecular e assim gerar o estresse oxidativo celular, fez-
se necessario a analise da estabilidade das espécies derivadas da reducao
eletroquimica das nitroquinonas.

Figura 34. Mecanismo proposto para reacdo quimica acoplada ao processo de formacao
anion radical nitro.

ArNO, + € ArNO; Etapa 1

2 ArNO; + 2H" ———> ArNO, + ArNO + H,O Etapa 2

2 ArNO; + 2H*  —— > (ArNOzH), Etapa 3

Fonte: Autor, 2011.

Nos estudos utilizando eletrodo de mercuario, a nor--lapachona apresentou
um perfil voltamétrico muito similar ao observado em carbono vitreo, Figura 35,
caracterizado por duas ondas de reducéo (Ic e lic), sendo a primeira onda com
caracteristica de reversibilidade (AE = 70 mV), conforme a presenca de onda
anodica correspondente (la) em varredura reversa de potencial, referente a
formacdo do anion radical semiquinénico. Ja o dianion gerado em llc se mostra
menos estavel, conforme baixa intensidade de corrente referente a onda de

oxidacéao relacionada ao mesmo (lla), em varredura reversa.

Contudo, vale ressaltar que o perfil voltamétrico observado para a nor--
lapachona em eletrodo de mercurio, contrariamente ao obtido em eletrodo de
carbono vitreo, Figura 29a, ndo fornece indicios de reacdo quimica acoplada ao
processo eletroquimico, sendo a diferenca de potencial de pico catédico e anddico
(AE = 70 mV) proximo do valor tedrico (60 mV) para uma transferéncia reversivel de
um elétron, um comportamento padréo para a eletroredugcdo de quinonas em meio

aprotico.
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Figura 35. Voltamograma ciclico da nor-p-lapachona (C = 1 mmol L") em DMSO/TBAP (0,1
mol L), eletrodo Hg, v = 100 mV s.

-1,0 1 Nor-B-lapachona

o) la (- 0,52 V)

-0,5 4

o
o
1

Corrente / pA
b
[$,]
1

1,04

Ic (-0,59 V)

'5 (llc (-1,26 V) .

T T T T
-1,8 -1,5 -1,2 -0,9 -0,6 -0,3
E/V vs Ag|Agclicr 0,1 mol L1

Fonte: Autor, 2011.

Nos estudos eletroquimicos das nitroquinonas 1, 2 e 3, o potencial referente
ao primeiro processo de reducédo é situado em valor similar aquele da quinona. No
entanto, em funcdo da presenca do grupo nitro substituinte, caracteristicas bem
peculiares foram observadas para o segundo processo de reducdo. Na faixa de
potencial de trabalho, os compostos 1 e 2 apresentaram um comportamento similar,
porém o perfil voltamétrico do nitroderivado 3 diferiu consideravelmento. Assim,
diante da complexidade relacionada ao segundo processo de reducédo, os estudos
foram voltados para caracterizacdo do intermediario formado na primeira onda
catddica, o anion radical semiquinbnico e, assim 0s parametros cinéticos

relacionados a essa espécie eletrogerada foram determinados.

A literatura apresenta varios estudos voltados a caracterizagdo dos
intermediarios de reducdo do grupo nitroaromatico (Carbajo et al., 2002; Bollo et al.,
2005; Bollo et al.; 2011). Nesses trabalhos, o tipo de reacdo quimica posterior ao
processo eletroquimico, assim como a taxa reacional referentes a estas foram
determnidas seguindo metodologia de Olmstead e colaboradores (1969). Esses
autores fornecem um modelo matemético Util para reacdo quimica de dimerizagédo
ou desproporcionamento acoplada a etapa eletroquimica, utilizando a técnica de
voltametria ciclica (Olmstead et al., 1969). A partir dos parametros eletroquimicos

obtidos por voltametria, € possivel determinar a razao lpa/lyc, 0 parametro cinético o,
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mencionado no procedimento experimental, e assim construir uma curva de trabalho

para caracterizar o tipo de reacao posterior a etapa eletroquimica, Figura 36.

Figura 36. Curva tedrica desenvolvida para mecanismo de desproporcionamento e
dimerizagéo.
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Fonte: Olmstead et al., 1969, adaptado.

De acordo com a Figura 36, construida a partir dos valores tedricos descritos
na literatura (Omstead et al.,, 1969), observa-se que a diferenca entre um
mecanismo de dimerizacdo e desproporcionamento € o decaimento da razao lpa/lpc
em funcdo do log ®, 0 qual € mais acentuado para uma reacdo de dimerizagao.
Assim, seguindo este modelo, estudos eletroquimicos das nitroquinonas foram

realizados para caracterizacdo do mecanismo de reacdo subsequiente a etapa

eletroquimica e, avaliada a estabilidade dos intermediarios de reducéo.

O perfil voltamétrico do nitroderivado 1 (QPh-0-NO,) é representado na Figura
37a, o qual apresentou duas ondas de reducdo bem definidas (Ic e lic) e duas ondas
de oxidacdo correspondentes (la e lla). Observa-se que a corrente de pico da
segunda onda catodica € pouco mais que o dobro da corrente relacionada a primeira
e, como ja mencionado, pode se referir tanto a formacdo do anion radical nitro
qguanto a etapa final de reducdo da quinona ao seu dianion. Esta consideracao é
reforcada pelo potencial correspondente ao processo, muito similar ao observado

para a nor-B-lapachona.
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Figura 37. Voltamograma ciclico de 1 (C;= 1 mmol L) em DMSO/TBAP (0,1 mol L™,
eletrodo de Hg. a: Voltamograma em 100 mV s™. b: Dependéncia da corrente de pico para a
primeira onda de reducdo em funcdo da velocidade a velocidade varredura.
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Fonte: Autor, 2011.

A estabilidade do anion radical semiquindnico, gerado na primeira onda de
reducdo de 1 foi avaliada pela variacdo da velocidade de varredura, Figura 37b.
Diante da diferenca entre os potenciais de pico anddico e catédico (AE = 80 mV),
analogamente aos estudos em carbono vitreo, que excederam o valor esperado
para um sistema de transferéncia reversivel de um elétron (60 mV) em meio
aprético, caracteristico de processo quasi-reversivel, a presenca de reacdo quimica

subsequente a formacao deste intermediario foi confirmada.

A partir deste estudo, foi determinada a razéo lpa/l,c, conforme procedimento
tedrico descrito por Omstead e colaboradores (1969), sendo a velocidade de
varredura variada de 0,1 a 10,0 V s, a qual aumentou até a unidade, o valor teérico
para um processo totalmente reversivel, em funcao deste parametro. A estabilidade
do anion radical depende fundamentalmente do meio reacional, o que € refletido no
decaimento da corrente de pico da correspondente onda de oxidagdo (la). Assim, o
melhor parametro para andlise da estabilidade de espécies radicalares é a razéo
loa/lpe, que revela a tendéncia de espécies eletrogeradas sofrerem reacgdo quimica.
Desta forma, a partir da curva observada na Figura 38, a presenca de reacao
guimica apos o processo de transferéncia de elétrons, um mecanismo eletroquimico-

quimico (EC;), foi caracterizada.
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Figura 38. Dependéncia da razao l,./l,c em relagéo a velocidade de varredura. DMSO/TBAP
(0,1 mol L.
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Fonte: Autor, 2011.

Adicionalmente, foi calculado o parametro cinético w, que incorpora os efeitos
da constante reacional, concentracdo do composto e velocidade de varredura e,
construida a curva de trabalho para caracterizacdo do tipo de reacdo quimica
posterior a etapa eletroquimica, Figura 39a. O perfil desta curva de trabalho foi
comparado com as curvas tedricas de dimerizacdo e desproporcionamento
(Olmstead et al., 1969), havendo coincidéncia com o perfil para uma reagdo de
desproporcionamento, Figura 39b. Por consequéncia, concluiu-se que o decaimento
do anion radical semiquinbnico se da por desproporcionamento. A partir do
parametro o, a constante para reacdo quimica de segunda ordem pode ser obtida
por meio da curva o vs. t, Figura 40, resultando numa relagéo linear descrita pela

equacao 19 (pg. 74).
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Figura 39a: Curva experimental da razéo l./l,c em fungéo do log de » obtida para 1. b: (m)
Curva tedrica para desproporcionamento; (e) Curva tedrica de dimierizacdo (Olmstead et al.
1969); (A) Curva experimental de 1.
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Fonte: Autor, 2011.

Assim, a constante da reacdo quimica de segunda ordem foi calculada (k; =
1420 mol™ L s™), que se refere a um decaimento do anion radical semiquinénico por
reacao de desproporcionamento. Determinada a constante de decaimento, o tempo
de meia vida (t12) do &nion radical foi calculado por meio da equagéo 21 (pagina 75),

sendo o mesmo igual a 0,70 s.
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Figura 40. Curva ® vs 1, DMSO/TBAP (0,1 mol L™), de acordo com o procedimento tedrico
para a reacdo de desproporcionamento.
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Fonte: Autor, 2011.

O mesmo procedimento descrito para 1 foi realizado para as nitroquinonas 2 e
3, para entdo quantificar as estabilidades dos intermediarios radicalares. Para o
derivado 2 (QPh-m-NO), em eletrodo de mercurio, as duas ondas catédicos (Ic e
lic) presentes no voltamograma, Figura 41a, também apresentaram caracteristicas
de reversibilidade, como pode ser observado pela presenca de suas
correspondentes ondas anddicas (la e lla). Uma maior diferenca, em relacdo a
nitroquinona 1, para os valores de pico anodico e catddico (AE = 110 mV), foram
obtidos, descartando a possibilidade de um mecanismo totalmente reversivel
governar o processo eletrédico. Desta forma, a analise da razdo lpl/l,c para a
primeira onda de reducao, obtida pelo estudo em funcéo da velocidade de varredura,
Figura 40b, aumentou em funcéo deste parametro até valores de uma unidade, em
altas velocidades de varredura, Figura 42, caracterizando a presenca de reacao

quimica posterior ao processo eletroquimico (ECi).
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Figura 41. Voltamogramas ciclicos de 2 (C, = 1 mmol L™) em DMSO/TBAP (0,1 mol L™).
Eletrodo de Hg. a: Voltamograma a 100 mV s™. b: Dependéncia da corrente de pico para a
primeira onda de reducdo em funcdo da velocidade a velocidade varredura.
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Fonte: Autor, 2011.

Figura 42. Dependéncia da razdo Ipa/lpc em relagdo a velocidade de varredura.
DMSO/TBAP (0,1 mol LY.
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Fonte: Autor, 2011.

Assim como realizado para 1 (Figura 39), foi construida a curva de trabalho
entre a razao lpa/lpc € 0 log o, que de acordo com o perfil observado, caracterizou o
decaimento do éanion radical por desproporcionamento. Em seguida, o0s
procedimentos realizados a partir dos dados experimentais de 2 permitiram
determinar a taxa reacional para o decaimento do anion radical semiquinénico. A

curva de trabalho de o versus t foi construida, Figura 43, obtendo-se uma relacéo
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linear que permitiu a determinacdo da constante de decaimento (k, = 15.188 mol™ L
s™), e de posse deste valor, determinou-se o tempo de meia vida do anion radical
(tl/z = 0,06 S).

Figura 43. Curva o vs 1, DMSO/TBAP (0,1 mol L™) para 2, de acordo com o procedimento
tedrico para reacdo de desproporcionamento.
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Fonte: Autor, 2011.

Os estudos com 3 (QPh-p-NO,) apresentaram um perfil voltamétrico distinto
em relacdo aos dois outros compostos, sendo observado, nesse caso, trés ondas de
reducdo (Ic, lic e llic) na faixa de potencial analisada, Figura 44a. Neste caso,
considerando que as duas primeiras ondas se encontram em potenciais similares
aqueles referentes a reducéo da nor-B-lapachona (Figura 35), € possivel sugerir que
0 quinona reduz primeiro que 0 grupo nitro, que comeca a ser reduzido apenas em
lllc. Contudo, as moléculas apresentam um préton acido (grupo amino), e a onda llc

pode ser relacionada a auto-protonacéao.

De acordo com o perfil voltamétrico de 3, Figura 44a, o primeiro par de ondas
de reducéo (Ic), e oxidacédo (la), € de natureza quasi-reversivel (AE = 90 mV). A
segunda onda reducéao (llc = -1,04 V) nao apresenta correspondente andodica, sendo
portanto um processo irreversivel ou reversivel com reacdo quimica acoplada. Este
perfil se assemelha bastante ao precursor nor-p-lapachona, podendo estar
relacionado ao processo final de reducdo da quinona ao dianion, porém como ja

mencionado, pode ser consequencia do efeito do préton acido em sua molécula. Ja
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para terceira onda catddica (llic) € observado a presenca de onda de oxidagéo (lla)
correspondente, com caracteristica de processo reversivel (AE = 70 mV), sendo
esta, possivelmente relacionada a reducdo do grupo nitro. Para caracterizacdo do
primeiro processo de reducdo, que apresentou menor caracteristica de
reversibilidade, realizou-se estudo detalhado do mesmo, como demonstrado na
Figura 44b.

Figura 44. Voltamogramas ciclicos de 3 (C = 1 mmol L) em DMSO/TBAP (0,1 mol L™).
Eletrodo de Hg. a: Voltamograma a 100 mV s™. b: Estudo da primeira onda de reducéo em
funcao da velocidade a velocidade varredura.

a "1 _—3 la (- 0,47 V)
lla (- 1,24 V)

Ic (- 0,56 V)

Corrente / pA

lic (- 1,04 V)
o]

_0 Y -3 4
@@ A N
e 1,31 V) ° NO;
48 15 12 09 06 03 0,7 0,6 05 04 -0,3

E /V vs. Ag|AgCI|CI 0,1 mol L E/V vs. Ag]AgCI|CI 0,1 mol L

Corrente / nA

Fonte: Autor, 2011.

Seguindo a mesma tendéncia ja observada para as nitroquinonas, a razao
lpa/lpc para 3 aumentou gradativamente com a velocidade de varredura, até a
unidade, confirmando a presenca de reacdo quimica acoplada a reducao
eletroquimica (ECi), Figura 45. A constante cinética (k, = 5.495 mol™ L s™) associada
a este processo foi determinado a partir da curva de trabalho o versus t, Figura 46,
bem como o tempo de meia vida para o radical formado a partir de 3 (t1» = 0,18 s)

foram determinados.
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Figura 45. Dependéncia da razao l,./l,c em relagéo a velocidade de varredura. DMSO/TBAP
(0,1 mol L.
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Fonte: Autor, 2011.

Figura 46. Curva o vs 1, DMSO/TBAP (0,1 mol L) para 3, de acordo com o procedimento
tedrico para reacao de desproporcionamento.
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Fonte: Autor, 2011.

Diante dos parametros cinéticos determinados a partir dos estudos por
voltametria ciclica em eletrodo de mercario, Tabela 4, é observada maior
estabilidade para o produto da reducdo em primeira etapa eletroquimica da
nitroquinona 1 (orto-nitro), sendo obtida a menor taxa reacional para este derivado e
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0 maior tempo de meia-vida. Em seguida, aparece o para-nitro derivado, com
estabilidade 3x menor. O composto meta-nitrado € o menos estavel, com

estabilidade cerca de 10x menor.

Tabela 4. ParAmetros eletroquimicos obtidos para os derivados da nor-B-lapachona. Andlise
da estabilidade do intermediario gerado no primeiro processo de reducdo. Eletrodo de
Mercurio, E, vs. Ag|AgCI|CI" 0,1 mol L™, meio DMSO/TBAP (0,1 mol L™).

- Eper (V) AE (V) kz (mol™ L s™) tus (S)
Composto
Nor-B-lapachona 0,59 0,07
1 (QPh-0-NO,) 0,54 0,08 1420 0,70
2 (QPh-m-NO,) 0,57 0,07 15188 0,06
3 (QPh-p-NOy) 0,56 0,09 5495 0,18

Fonte: Autor, 2011.

Os estudos por voltametria ciclica realizados em eletrodo de mercdurio,
empregando o modelo matematico descrito por Olmstead e colaboradores para
reacdo quimica de segunda ordem, desproporcionamento e dimerizacdo, permitiram
caracterizar a reacdo quimica posterior a reducdo eletroquimica das nitroquinonas.
Assim, semiquinonas geradas na primeira onda de reducdo reagem entre si, em
uma reacao de ordem 2, regenerando a quinona e formando um dianion quindnico,

como demonstrado na Figura 47 para o composto 1.

Diante do comportamento eletroquimico distinto observado para cada
nitroquinona, estudos por polarografia foram realizados no intuito de obter
informac@es adicionais sobre a reducéo eletroguimica das mesmas. Os estudos por
voltametria ciclica, considerando os respectivos potenciais para a nor-p-lapachona,
sugerem que a funcdo quinona de 3 se reduz completamente antes do grupo nitro,
enquanto que para 1 e 2, a segunda e terceira ondas de reducdo sao muito
proximas, e se referem tanto a reducédo do anion radical semiquinénico quanto do

grupo nitro.
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Figura 47. Mecanismo de reducdo eletroguimica do nitroderivado 1 ao &nion radical
semiguinona e subsequente reacdo quimica de desproporcionamento.
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Fote: Autor, 2011.

Nesse sentido, 0 comportamento eletroquimico da quinona e seus derivados
em eletrodo de mercurio foi investigado, por estudos polarograficos, Figura 48. Os
estudos em eletrodo de mercurio fornecem medidas com alta precisdo, uma vez que
a superficie eletrodica é continuamente renovada. Em polarografia, tem-se que a
altura da corrente de pico é diretamente relacionada com o numero de elétrons
envolvidos no processo. Assim, polarogramas da nor-B-lapachona e derivados
foram obtidos para que o mecanismo de reducéo eletroquimica fosse caracterizado.

Na Figura 48a-c, séo representados os polarogramas dos compostos mencionados.
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Observou-se a partir destes estudos, similaridades nos perfis de reducdo entre a
nor-B-lapachona e as nitroquinonas. Para os compostos 1 e 2, figura 48b-c, as
correntes faradaicas relativas ao segundo processo de redugdo apresentam uma
relagdo de 2:1 para primeiro pico, evidenciando o envolvimento de dois elétrons
nesse processo. Desta forma, a partir do estudo realizado, € possivel concluir que o
segundo processo redox refere-se tanto a reducédo do grupo nitro quanto a reducao

da semiquinona formada no primeiro processo eletroquimico.

Figura 48. Polarografia TAST para nor-p-lapachona (a) e os derivados nitroquinonas, 1 (b),
2 (c) e 3(d), (C=1 mmol L") em DMSO/TBAP (0,1 mol L. Eletrodo de Hg.
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Fonte: Autor, 2011.

A partir destes resultados, € possivel racionalizar que o mecanismo de

reducdo das nitroquinonas 1 e 2, em eletrodo de mercurio, envolve primeiramente a
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reducdo da funcéo o-quinona ao radical semiquindnico, um processo que envolve a
transferéncia de um elétron (eq. 23), enquanto o segundo pico de reducao se refere
a reducdo desta espécie a dianion radical nitroquinona (eq. 24). Para facilitar o

entendimento, as nitroquinonas serao representadas como [Q]-PhNO..
[Q]-PhNO, + e S [Q"]-PhNO; eq. 23
[Q"]-PhNO, + 2e S [Q7]-PhNO,” eq. 24

Quanto a nitroquinona 3 (QPh-p-NO;), seu polarograma difere
consideravelmente daqueles obtidos para 1 e 2, sendo que os dois primeiros picos
catddicos apresentam a mesma intensidade de corrente faradaica, Figura 48c. Este
perfil peculiar permite deduzir que neste derivado a funcdo quinona pode ser
reduzida completamente antes da funcédo nitro, conforme expressado pela equacao
25, porém a possibilidade de auto-protonacéo para a onda llc ndo é descartada. Em
potenciais superiores, mais negativos que llc, inicia-se a redugéo do grupo nitro que

resulta na formacao do derivado hidroxilaminico, equacgéo 26 (Viodé et al., 1999).

[Q*]-PhNO; + e S [Q7]-PhNO; eq. 25
[Q*]-PhNO, + 3e/4H" — [Q7]-PhNHOH eg. 26

Os parametros eletroquimicos referentes aos estudos polarograficos séo
apresentados na Tabela 5. Uma vez que em polarografia, o potencial de pico a meia
altura de onda corresponde ao potencial de reducdo de uma espécie eletroativa, a
maior tendéncia de reducdo das nitroquinonas em relagdo ao precursor é

confirmada, sendo esta referente ao derivado 1.

Tabela 5. Parametros eletroquimicos obtidos para nor-fB-lapachona e seus derivados.
Eletrodo de Hg, E, vs. Ag|AgCI|CI" 0,1 mol L™ meio DMSO/TBAP (0,1 mol L™).

- Ep2 (V) la (nA) - Epr2 (V) la (LA)
Composto
Nor-B-lapachona 0,550 0,73 1,040 0,65
1 (QPh-0-NOy) 0,492 1,46 1,080 2,70
2 (QPh-m-NO,) 0,540 1,25 1,080 2,13
3 (QPh-p-NO,) 0,520 0,82 0,970 0,84

Fonte: Autor, 2011.
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Assim, diante das consideracfes realizadas até entdo, fundamentadas nos
perfis polarograficos apresentados por cada composto, Figura 48a-c, aliado aos
estudos cinéticos realizados seguindo o procedimento matematico descrito por
Olmstead e colaboradores, foi demonstrado que o primeiro processo de reducao das
nitroquinonas € acompanhado por reacdo quimica de segunda ordem
(desproporcionamento). O mecanismo eletroquimico-quimico (EC) € representado

na Figura 46 para o composto 1.

4.2 Estudos em Espectroeletroquimica

Diante da dificuldade de caracterizacdo dos potenciais de pico posteriores a
formacdo da semiquinona, estudos espectroeletroquimicos foram realizados
buscando-se informacfes adicionais que pudessem caracterizar 0 mecanismo de
reducdo das nitroquinonas. Os perfis voltamétricos de 1, 2 e 3, em eletrodo de
carbono vitreo, para efeito de comparacdo, sao reapresentados na Figura 49a-c.
Esses voltamogramas sugerem que a funcédo quinona é reduzida anteriormente ao
grupo nitro, porém a segunda onda de reducao nao € tdo nitidamente observada em
todos os derivados. Para o composto 3, seu perfil voltamétrico sugere que a quinona
é reduzida antes do nitro, Figura 49c, conforme semelhanca entre o voltamograma
deste com seu precursor nor-B-lapachona. Contudo, vale ressaltar que nos
respectivos estudos em eletrodo de mercurio, em 1 e 2, a segunda onda de reducao
se relaciona a reducdo tanto do grupo nitro quanto da semiquinona, como ja
mencionado. Nestes estudos, apenas 3 manteve o perfil em eletrodo de carbono
vitreo, caracterizado por quatro ondas de reducao bem definidas.

Assim, duavidas quanto ao mecanismo de reducdo das nitroguinonas,
principalmente apds a primeira etapa de reducdo, persistem. O primeiro pico se
refere apenas a geracdo do intermediario radicalar semiquinona ([Q*]-PhNO,).
Considerando o nitroderivado 3, o segundo processo de reducéo estaria realmente
relacionado ao dianion a partir do grupo quinondide ou seria relativo ao radical
resultante da reducéo do nitro ([Q7]-PhNO,"), conforme trabalhos ja registrados?

Nesse sentido, no intuito de esclarecer o mecanismo de reducdo das
nitroguinonas, estudos espectroeletroquimios, empregando-se Ressonancia do Spin
do Elétron acoplado a voltametria ciclica, foram realizados para verificar a natureza

dos radicais eletrogerados. Estes mesmos estudos (Hernandez et al., 2008) ja foram
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realizados com o0 composto 2 (meta-nitroquinona), onde foi verificado um
comportamento eletroquimico caracterizado por trés ondas de reducdo, sendo as
duas primeiras ondas catodicas de natureza quasi-reversivel, a primeira referente a
formacdo do anion radical semiquinona e a segunda, relativa a formacdo do anion

radical nitro, gerando um dianion diradical (Hernandez et al., 2008).

Figura 49. Voltamogramas ciclicos comparativos da nor-p-lapachona e seus derivados
nitrados 1, 2 e 3 (C = 1 mmol L") em DMF/TBABF, (0,1 mol L™). Eletrodo de carbono
vitreo, v = 100 mV s™.
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Fonte: Autor, 2011.

Desta forma, mesmo que alguns estudos (reatividade com oxigénio e DNA)
tenham sido realizados para o composto 2, em continuidade ao trabalho do grupo

(De Moura, 2008), estudos em espectroeletroquimica deste ndo foram mais
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realizados, uma vez ja terem sido conduzidos, para caracterizagdo do seu
mecanismo de reducdo. Portanto, aqui ser4d descrito o estudo por
espectroeletroquimica para caracterizacdo das espécies de reducdo relacionadas
aos derivados 1 e 3.

Para os estudos em espectroeletroquimica (México), foram realizados
estudos prévios por voltametria ciclica em acetronitrila/TBABFs. A Figura 50a-b
apresenta os perfis voltamétricos obtidos para os compostos 1 e 3, respectivamente.
A partir destes voltamogramas, € possivel observar similaridades com os perfis
voltamétricos obtidos em DMF/TBABF,, Figuras 49a e ¢c. Em 1, as mesmas trés
ondas de reducdo bem definidas se apresentam, Figura 50a, além do ombro
intermediario entre o primeiro e o segundo processo redox. Para 3, Figura 50b, as

quatro ondas de reducao bem definidas presentes em DMF se confirmam.

Figura 50. Voltamogramas ciclicos de 1 (a) e 3 (b), c = 1 mmol L™, em CH;CN/TBABF; (0,1
mol L™), eletrodo de carbono vitreo. Voltamogramas obtidos em varios E, (potenciais de
inversdo), v= 100 mV s™.
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Fonte: Autor, 2011.

Os potenciais de pico catddico e anddico referentes aos estudos com as

nitroquinonas 1 e 3 em acetonitrila séo representados na Tabela 6.
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Tabela 6. Valores de potencial para os compostos 1 e 3, em eletrodo de carbono vitreo, E,
vs. vs Fc/Fc'.

Composto -Eplc (V) -Epla (V) -Eplic (V) -Eplla(V) -Epllic (V) -Epllla(V) -EplVc (V)

1 1,200 1,120 1,610 1,520 1,730 1,670 2,450

3 1,200 1,120 1,600 1,840 1,900 1,550 2,500

Fonte: Autor, 2011.

7

Nos estudos em acetonitrila, Figura 50a-b, € observada relacdo entre as
ondas Ic e la das nitroquinonas, situadas em mesmo valor de potencial, em um
processo quase-reversivel (AE = 80 mV). Caracteristicas de reversibilidade também
sdo observadas para os pares lic/lla, llic/llla. Contudo, a onda lla ndo é tdo definida
quanto as outras. As intensidades nas correntes de pico referentes a lla e llla
aumentam apOs aplicagdo de potencial de inversdo superior a IVc, que

provavelmente se refere a geracéo da hidroxilamina, oxidada em IVa.

A nitroquinona 3, como mencionado nos estudos anteriores, apresentou o
perfil voltamétrico mais definido. Neste caso, a relacdo entre as ondas llic e llla
apresenta uma diferenca entre os potenciais de pico anddico e catédico (AE = 60
mV), igual ao valor tedrico para uma transferéncia reversivel de um elétron. Apés a
reducdo em llic, a corrente de pico de lla se acentua, sugerindo relacdo desta com
lllc. Uma quarta onda de oxidacdo (IVa) aparece apés varredura de potencial mais
negativo que IVc, sendo entdo relacionada a IVc, referente provavelmente a

oxidacdo da hidroxilamina gerada ao derivado nitroso.

De acordo com estudo prévio realizado para o composto 2 (Hernandez et al.,
2008), que evidenciou a geracdo de um dianion biradical [Q®*]-PhNO.*] e,
considerando as caracteristicas de reversibilidade dos trés primeiros processos
redox de 1 e 3, um intermediario de mesma natureza pode estar relacionado a
reducdo destes nitroderivados. Uma vez caracterizada a presenca de reacao
guimica de desproporcionamento para estes compostos e, diante das caracteristicas
de reversibilidade do segundo processo de reducéao, Figura 50, este perfil pode ser
consequéncia tanto da maior estabilidade do dianion quindnico em acetonitrila,
quanto da reducdo da quinona regenerada na reagdo quimica mencionada (Figura
47).
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O composto 1 (C = 1 mmol L) foi reduzido em potencial constante entre os
picos Ic e llc (Eqp. = -1,30 V vs Fc'/Fc) e um espectro de EPR in situ foi obtido,
Figura 50. Este espectro é caracterizado por seis diferentes valores de HFCC
(Constante de Acoplamento Hiperfina), os quais sao relacionados a interacédo entre o
spin nuclear dos &tomos de H com o elétron desemparelhado do anion radical
eletrogerado. Considerando a multiplicidade de sinais correspondentes a essas
interagcdes, constantes de acoplamento hiperfino (HFCC) e a literatura (De Abreu et

bY

al., 1999) relacionada a reducdo de nitroquinona em meio aprotico, a estrutura
radicalar observada refere-se a geragdo da semiquinona a partir da reducdo da
funcdo o-quinona, Figura 51, um comportamento similar ao estudo anterior realizado
com o composto 2 (Hernandez et al., 2008). A estrutura numerada para as trés
nitrogquinonas é representada na Figura 52 para melhor visualizacdo das possiveis
interacdes entre o spin do elétron do radical e spin nuclear dos atomos de hidrogénio
do sistema aromatico. Nesse sentido, o primeiro processo de reducdo pode ser

representado COMmo se segue:

[Q]-PhNO, + e S [Q*]-PhNO; eq. 23

Figura 51. Espectro de EPR para a espécie eletrogerada a partir do composto 1 (C =1
mmol L"), CH;CN/TBABF; (0,1 mol L"), em banda de raio X (9,85 GHz), apds eletrolise em
potencial constante (E,, = -1,30 V vs Fc'/Fc) e estrutura do radical semiquinona gerado.
Espectro experimental (o). Espectro tedrico simulado (e).

3462 3464 3466 3468 3470 3472 3474 3476

. Anion radical semiquindnico
Field / G

Fonte: Autor, 2011.
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Figura 52. Estrutura numerada dos nitroderivados da nor-p-lapachona (1, 2 e 3).

1: R3= R4 =H; R, =NO,
2: R, =R4s=H; R3 =NO»
3: R, =R3=H; R4, =NO>

Fonte: Autor, 2011.

Como discutido nos estudos anteriores, a caracterizacdo do segundo
processo de reducao (lic) se mostrou complexa em virtude da presenca de dois
grupos eletroativos, quinona e nitroaromatico, que, em meio aprotico, sado reduzidos
em duas etapas, uma destas com caracteristicas de reversibilidade. Assim, uma vez
confirmado que o primeiro processo de reducdo estd relacionado a geracdo do
intermediario semiquindnico, € esperada a geracdo do segundo anion radical em
potencial mais negativo. Neste caso, a maior caracteristica de reversibilidade foi
observada para o par llic/llla, sendo este possivelmente relacionado ao
intermediario mencionado, enquanto o par llc/lla, com caracteristica de
reversibilidade, pode se referir tanto a formac&o do dianion a partir da semiquinona,
equacdo 25, ou de um intermediario dianion biradicalar, equacdo 27, conforme

registrado na literatura (Hernandez et al., 2008).

[Q*]-PhNO, + 2e S [Q7]-PhNO; eq. 25
[Q*]-PhNO, + e S [Q"]-PhNO,* eq. 27

Andlises por espectroeletroquimica foram realizadas, sendo agora aplicado
um valor de potencial mais negativo, entre os picos llic e IVc (Ea. = -1,80 V vs.
Fc'/Fc). De posse do espectro referente a esta analise, Figura 53 (preto), uma
segunda estrutura radicalar foi detectada. O espectro apresentou um tripleto de
sinais correspondente aos valores de HFCC, em concordancia com espectro tedrico
simulado, Figura 53 (vermelho), resultante da interacdo de um elétron

desemparelhado com o atomo de hidrogénio do anel aromatico ligado ao grupo nitro
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(C-3’, C-4’, C-5, e C-6’) e o sinal intenso de HFCC a partir da interagdo do elétron
desemparelhado com o 4&omo de N da fung¢do nitroaromatico, indicando que a
estrutura secundaria esta associada a formacdo de um anion radical a partir da
funcdo -NO, na posicdo C-2’. Desta forma, € observado que o processo Ic esta
relacionado ao anion radical semiquinénico, enquanto que llic refere-se a geracao

do anion radical nitro.

Figura 53. Espectro de EPR para espécies eletrogeradas a partir do composto 1 (¢ = 1
mmol L), CH;CN/TBABF; (0,1 mol L), em banda de raio X (9,85 GHz), apds eletrolise em
potencial constante (E,, = - 1,80 V vs Fc'/Fc). Espectro tedrico simulado (e). Espectro
experimental (e).

T T T T T N T 1
3450 3460 3470 3480 3490
Field / G

Fonte: Autor, 2011.

Estudos para definir a natureza do segundo processo de reducédo ainda se
encontram em realizacdo. Contudo, diante do mecanismo de desproporcionamento
caracterizado nos estudos em eletrodo de mecurio, este pode estar relacionado a

reducdo completa da semiquinona (Figura 47).

Os estudos por espectroeletroquimica do composto 3 também confirmaram a
geracdo de espécies radicalares no processo de reducao deste derivado. A partir do
espectro experimental de 3, Figura 54 (vermelho), em concordancia com o espectro
tedrico simulado, Figura 54 (preto), observa-se a multiplicidade de sinais relativos
aos seis acoplamentos hiperfinos do elétron desemparelhado no radical
semiquindnico, equacao 23, com 0s spins nucleares dos atomos de hidrogénio do

sistema aromatico.
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Figura 54. Espectro de EPR para espécies eletrogeradas a partir do composto 3 (c = 1
mmol L), CH;CN/TBABF; (0,1 mol L"), em banda de raio X (9,85 GHz), apds eletrolise em
potencial constante (E,p = - 1,30 V vs Fc'/Fc) e estrutura do radical semiquinona. Espectro
experimental (o). Espectro tedrico simulado (e).

r T T T T T T T 1
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Field/ G

Fonte: Autor, 2011.

No mesmo estudo realizado com aplicagdo de um potencial mais negativo
(Eap = -1,80 V), entre os picos llic e IVc, um espectro de ressonancia mais
complexo para 3, com sinais de acoplamento hiperfinos sobrepostos, foi obtido,
Figura 55 (preto). Contudo este espectro esta de acordo com 0 espectro tedrico
simulado, Figura 55 (vermelho), para o anion radical gerado a partir do grupo nitro.
Assim, pode-se concluir que a reducdo de 3 envolve a geracdo do anion radical
semiquindnico no primeiro processo de reducdo eletroquimica, enquanto que o
anion radical nitro é formado no processo llic. Quanto a natureza do segundo
processo de reducao (lic), este deve estar relacionado a reducdo da quinona
regenerada por desproporcionamento como sugerido para o composto 1, aliada a

reducdo da semiquinona, uma vez que sinais de EPR sao obtidos.
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Figura 55. Espectro de EPR para espécies eletrogeradas a partir do composto 3 (c = 1
mmol L™), CH;CN/TBABF¢ (0,1 mol L), em banda de raio X (9,85 GHz), apos eletrélise em
potencial constante (E,, = - 1,80 V vs Fc'/Fc). Espectro teérico simulado (e). Espectro
experimental (e).
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Fonte: Autor, 2011.

Desta forma, os estudos por espectroeletroquimica permitiram confirmar a
geracdo dos anions radicais semiquinona e nitro nos processos Ic e llic,
respectivamente. Quanto ao processo de reducao lic, situado em potencial similar
ao observado para a reducdo da semigquinona no precursor nor-g-lapachona (Figura
49), este pode estar relacionado a etapa final de reducéo da quinona, processo que
envolve adicdo de mais um elétron ao anion radical semiquinona. Por outro lado,
este processo também pode ser relativo a reducao de um elétron do grupo quinona,
regenerada em reacdo de desproporcionamento, como caracterizada para estes
compostos. Em relacdo ao processo V¢, relaciona-se a etapa final de reducédo do

grupo nitroanilina ao composto hidroxilamina como representado na equacao 28.

[Q*]-PhNO," + 3e” + 4 H*> [Q*]-PhNHOH + H,O  eq. 28
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4.3 Racionalizacdo dos Resultados em Meio Aprético

bY

Os estudos eletroquimicos referentes a reducdo da nor-g-lapachona
nitroderivados, realizados em diferentes meios em eletrodo de carbono vitreo e
eletrodo de mercdurio, evidenciaram um comportamento redox similar e, confirmaram
um perfil voltamétrico distinto para a reducé@o da nitroquinona 3. Como ja discutido,
este derivado apresentou duas ondas de redugdo bem definidadas com
caracteristicas de reversibilidade, e uma onda intermedidria entre estas
caracterizando um sitema quasi-reversivel. Para facilitar as consideracdes que se
seguem, os potenciais de reducéo nos estudos das nitroquinonas, tanto em eletrodo

de mercurio (Hg) quanto carbono vitreo (ECV), séo representados na Tabela 7.

Em analogia ao comportamento eletroquimico observado para o precursor
nor-g-lapachona, em eletrodo de carbono vitreo, as duas primeiras ondas de
reducéo (E,c e Epic) das nitroquinonas séo situadas em potenciais de redugéo
similares aos observados para a nor-p-lapachona, sendo assim relacionadas a
reducéo do grupo quinona, enquanto que o terceiro processo (Epc) deve referir-se a
redug&o do grupo nitro ao respectivo anion radical. Contudo, ressalta-se que apenas
para 3 (QPh-p-NO,), houve separagéo nitida dos trés processos (Egic, Epiic € Epiiic ),
sendo a egunda onda com caracteristicas de processo quasi-reversivel, ao passo
gue para os derivados 1 (QPh-0-NO,) e 2 (QPh-m-NO,), o egundo pico de reducéo
dox (Epic) se apresentou como um ombro catodico entre o primeiro e segundo

processo, respectivamente.

Tabela 7. Valores potenciais de pico catddico para a nor-g-lapachona e nitroquinonas
em eletrodos de carbono vitreo (ECV) e mercurio (Hg).

Epc(V) em  Epic(V) em  Epye(V) em Epic(V) Epic(V) Epuc(V)

Composto ECV ECV ECV em Hg em Hg em Hg
Nor-pB-lapachona -0, 687 -1,110 -0,590 -1,260
1 (QPh-0-NO,) -0,655 -1,132 -1,279 -0,540 -1,170 -—--
2 (QPh-m-NO,) -0,659 -1,088 -1,279 -0,570 -1,120 -—--

3 (QPh-p-NO,) -0,676 -1,148 -1,450 -0,560 -1,040 -1,310

Fonte: Autor, 2011.

Quanto aos estudos em eletrodo de mercario, como ja discutido, o

comportamento eletroquimico de 3 (QPh-p-NO,) € caracterizado por trés ondas de



116

redugédo, destoando mais uma vez do comportamento observado para 1 (QPh-o-
NO,) e 2 (QPh-m-NO,), que apresentaram duas ondas de reducdo da faixa de
potencial estudado, Tabela 7. Assim, argumenta-se que razbes para um
comportamento eletroquimico tdo distindo em 3. Uma analise da estrutura das
moléculas permite observar a possibilidade de formacédo de ligacdes de hidrogénio
intramoleculares, Figura 56, para os trés compostos. Porém, a nitroquinona 1 (QPh-
0-NO,), em decorréncia da posi¢ao do grupo nitro em C-2’, apresenta a possibilidade
de estabelecimento de ligacdo de hidrogénio intramolecular com o hidrogénio do
grupo amina vizinho tanto a quinona, quanto ao nitro. A presenca de ligacado de
hidrogénio intramolecular influencia os potenciais de reducéo, principalmente para o

processo de reducéo do grupo nitro.

Figura 56. Possibilidade de ligacdo de hidrogénio intramolecular com o préton amino das
nitroquinonas.

Fonte: Autor, 2011.

O comportamento eletroquimico diferenciado de 3 (QPh-p-NO,) em relacao a
1 (QPh-0-NO,) e 2 (QPh-m-NO,) pode ser uma consequéncia direta da acidez do
préton amino. De acordo com dados da literatura (Bordwell et al., 1977), em solvente
aprotico, meio DMSO, a nitroanilina com grupo nitro em posicao p-, apresenta pKa
20,9. Assim, considerando a nitroanilina 3 (QPh-p-NO,), um valor de pKa similar é
esperado, uma vez da auséncia de conjugacdo do sistema nitrofenilamina com a
quinona, sendo a acidez do préton amino pronunciadamente influenciado pela
ligacdo de hidrogénio intramolecular em 3, Figura 56. A partir destas conisderactes
um provavel mecanismo de reducdo da funcdo quinona de 3 seguido por um

mecanismo de auto-protonagao é proposto na Figura 57.
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Figura 57. Provavel de meanismo de reducdo da funcdo quinona de 3 (QPh-p-NO,)
seguida por mecanismo de auto-protonacdo em meio aprotico.

Fonte: Autor, 2011.

Como pode ser observado na Figura 57, apos a adicdo de dois elétrons a
funcdo quinona, aliado ao efeito do substituinte em p- que acentua o carater acido
do proton amino, o dianion quindnico resultante abstrai o préton amino, que leva a
formacdo de uma espécie com carga negativa centrada no nitrogénio, diminuindo
entdo o carater eletrofilico do grupo nitro. Este efeito exerce influéncia direta sobre o
potencial de reducdo do grupo nitro eletroatraente em 3, promovendo um
deslocamento de potencial para valores mais negativos (200 mV). Quanto aos
derivados 1 (QPh-0-NO;) e 2 (QPh-p-NO,), a mesma tendéncia de perda de proton
apos reducdo da quinona gerando uma carga hegativa no nitrogénio nao €
observada, Figura 58. Em 1, tal consideracao é justificada por efeitos estéricos que
promovem uma disputa por estabelecimento de ligacdo de hidrogénio com o préton
amino tanto por parte da quinona quanto do grupo nitro. No tocante a 2, os efeito
indutivo da presenca do grupo nitro em m- n&o é capaz de acentuar a acidez do
préton, permitindo ao mesmo permanecer em ligacdo de hidrogénio intramolecular

com o dianion quinénico.
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Figura 58. Provavel de meanismo de redugéo da fungéo quinona de 1 (QPh-0-NO,) e 2
(QPh-0-NO,) em meio aprotico.

+e

Fonte: Autor, 2011.

Nesse sentido, as consideragdes acima justificam a maior facilidade de
redugéo do grupo nitro em 1 e 2, um porcesso que ocorre com um deslocamento

anodico de potencial de 200 mV.

4.4 Estudos em Meio Prético

Para os estudos em meio protico foi escolhido o tampéao acetato, pH 4,5, em
virtude da posterior realizacdo das andlises em biossensor eletroquimico de DNA.
Devido a dificuldade de solubilizacdo dos compostos em meio aquoso, preferiu-se
trabalhar em concentracdo relativamente baixa dos mesmos, utilizando etanol como
co-solvente para garatir a completa solubilizagdo das nitroquinonas. J& a nor-§-
lapachona ndo apresentou as mesmas dificuldades de solubiliza¢do, sendo possivel
o estudo em concentracdo 10x maior que para as nitroquinonas. O perfil voltamétrico
para a nor-B-lapachona em meio aguoso-etandlico é representado na Figura 59. Um
par redox Ic/la € observado, caracteristico de processo quasi-reversivel AE = 50
mV), envolvento o consumo de  2e/2H" referente a formacao da hidroquinona (De
Abreu et al., 2005).
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Figura 59. Voltamograma Ciclico da nor-B-lapachona (¢ = 1,0 mmol L") em meio aquoso
etandlico (30%), tamp&o acetato pH 4,5. Eletrodo de carbono vitreo, v = 100 mV s™.
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Fonte: Autor, 2011.

Os estudos relacionados as nitroguinonas séo representados nas Figuras 60-
62, que apresentam um perfil eletroquimico caracterizado por duas ondas de
reducado e duas ondas de oxidacéao correlatas na varredura reversa de potencial. No
meio em questdo, quinonas e nitroaromaticos, sdo reduzidos em duas etapas
consecutivas. O processo de reducéo das quinonas se da pelo consumo de 2e/2H",
com caracteristica de reversibilidade (De Abreu et al., 2005), enquanto que a etapa
referente ao grupo nitroaromético envolve o consumo de 4e/4H", um processo
irreversivel (Goulart et al., 2007). Diante desta consideracdo, o comportamento
eletroquimico dos compostos mencionados € tipico das funcbes eletroativas
presentes em suas moléculas.

Nos estudos por voltametria ciclica, o composto 1 apresentou duas ondas de
reducdo bem definidas nos estudos por voltametria ciclica, Figura 60a. A primeira
onda de reducao e sua correspondente onda anddica caracterizam o0 processo como
reversivel (AE = 31 mV), como esperado em uma redugéo bieletrbnica, sendo esta

relacionada a reducéo da quinona, como ja mencionado.
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Figura 60. Voltamogramas Ciclicos de 1 (c = 0,1 mmol L) em meio aquoso etandlico (30%)
no sentido da reducéo (a) e oxidacéo (b), tamp&o acetato (0,1 mol L™), pH 4,5. Eletrodo de
carbono vitreo, v =100 mV s™.
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Fonte: Autor, 2011.

A segunda onda de reducéo (lic) é observada em potencial mais negativo (-
0,809 V), cuja intensidade de corrente de pico € o dobro da primeira (Ic),
evidenciado que o numero de elétrons envolvido neste processo também é o dobro
do anterior. Assim, a onda llc esta relacionada a reducdo do grupo nitro a
hidroxilamina, que € oxidada no ciclo reverso (lla), gerando o derivado nitroso. Nos
estudos em varredura de potencial anddico, uma onda de oxidacédo (Ea1 = +1,13 V),
Figura 60b, é observada, sendo esta relativa a oxidacdo do grupo amina aromatico
presente na molécula, conforme registrado na oxidacdo de 4-nitroanilina em meio
aprético (Oztekin et al., 2010). A varredura em dois ciclos sucessivos € inserida na
Figura 60a, mostrando a auséncia de onda de reducao referente a lla, relativa ao
processo quase-reversivel hidroxilamina/nitroso, comum no processo de reducao
eletroquimica de nitroaromaticos (De Abreu et al., 1999; Goulart et al.; 2007).

Um comportamento eletroquimico muito similar foi apresentado pelo
composto 2, Figura 6la. O par redox Ic/la apresentou menor caracteristica de
reversibilidade (AE = 79 mV), enquanto que a segunda onda de oxidacdo (lla)
aparece quando o potencial aplicado € superior a llc. Neste composto, 0 processo
de oxidacdo do grupo amino ocorreu com maior facilidade, situando-se em valor
menos anddico, Figura 61b. A varredura em dois ciclos sucessivos, inserida na

Figura 61a, também evidenciou a auséncia de onda de redugéo referente a lla.
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Figura 61. a: Voltamogramas Ciclicos de 2 (c = 0,1 mmol L") em meio aquoso etandlico
(30%), tampao acetato (0,1 mol L™), pH 4,5. b: Voltamogramas Ciclicos de 2 (¢ = 1 mmol L’
1Y em meio aquoso etandlico (30%), tamp&o acetato (0,1 mol L"), pH 4,5. Eletrodo de
carbono vitreo, v = 100 mV s™.
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Fonte: Autor, 2011.

A mesma tendéncia foi observada nos estudos eletroquimicos de 3, tanto na
reducdo, Figura 62a, quanto no processo referente a oxidacdo da amina, Figura
62b. Em relacdo aos dois outros compostos, o par Ic/la (AE = 123 mV) apresentou
menor caracteristica de reversibilidade. Para este derivado, a hidroxilamina formada
em llc, oxidada em lla ao nitroso, € regenerada em segunda varredura de reducéo,
conforme presenga do par lla/l’c, caracteristica esta ndo apresentada pelas duas
outras nitroguinonas, curva inserida da Figura 62a. Os potenciais de pico catodico e
anodico referentes a estes compostos em meio protico, para varreduras catédica e
anodica, sdo sumarizados na Tabela 8. A partir destes resultados, constata-se a
maior facilidade de reducdo de 1, derivado cujo grupo nitro estd localizado em
posicdo o-,seguida pelo compostos m- substituido, enquanto o composto p-

apresentou menor facilidade de reducéao.
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Figura 62. Voltamogramas Ciclicos de 3 (C = 0,1 mmol L™) em meio aquoso etanélico (30
%), no sentido da reducéo (a) e oxidacdo (b), tamp&o acetato (0,1 mol L™), pH 4,5. Eletrodo
de carbono vitreo, v = 100 mV s™.
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Fonte: Autor, 2011.

Tabela 8. Potencias de pico para as nitroquinonas em meio aquoso/etandlico, eletrodo de
carbono vitreo, v = 100 mV s™.

Composto -Epc (V) - Epic (V) - Epia (V) + Epia (V) + Epa1 (V)
Nor-B-lapachona 0,182 0,082
1 (QPh-0-NO,) 0,173 0,809 112 0,303 1,130
2 (QPh-m-NOy) 0,256 0,826 98 0,072 0,970
3 (QPh-p-NO,) 0,336 1,080 89 0,172 1,060

Fonte: Autor, 2011.

Diante dos valores de potencial de pico catodico e anddico apresentados na
Tabela 8, é possivel perceber o efeito direto da posicao do grupo nitro na arilamina.
Os resultados demonstram que o processo de reducao do derivado 1 (QPh-0-NO,)
requer menos energia em relacéo as nitroquinonas 2 (QPh-m-NO3) e 3 (QPh-p-NO,).
Neste derivado, além dos efeitos mesomérico e indutivo do grupo nitro, observam-se
também efeitos estéricos, como ja discutido. Somente nesse caso, 0s resultados

seguem ao esperado para 0 grupo nhitro em o-, pois o potencial de reducdo € mais
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alto do que na quinona precursora. Nos outros casos, a redugdo ocorre em

potenciais nais negativos que nor-p-lapachona.

Nesse sentido, a possibilidade de estabelecer ligacbes de hidrogénio em 1,
tanto com o grupo quinona quanto com o grupo nitro (Figura 56, pg. 116),
provavelmente é mais favoravel por efeitos de volume, tendo como consequéncia
maior comprometimento do par de elétrons do grupo amino com o anel aromatico e,
aumento da eletrofilia do grupo quinondide por efeitos indutivos. Embora esta
consideracao seja feita para um meio acido (pH 4,5), nessa situagdo, a amina nao
se encontra protonada devido a pequena basicidade de nitroanilinas, em analogia
aos pKas das formas protonadas de nitroanilinas (o-nitroanilina: pKs = - 0,20; m-
nitroanilina: pK, = 2,47; p-nitroanilina: pK, = 1,11) (Constatino, 2005; March, 2007).
Desta forma, é esperada maior acidez para 1, justificando a facilidade de reducéo
observada: QPh-0-NO, > QPh-m-NO; > QPh-p-NO,.

Para os compostos 2 e 3 (para-NO,), observa-se a possibilidade de
formacdo do mesmo anel de seis membros ao grupo quinona por ligacdo de
hidrogénio, mas efeito ressonante adicional é apresentado por 3. Contudo, este
efeito ndo foi suficiente para o abaixamento da energia relativa a reducdo do grupo
quinona em 3. Assim, o efeito indutivo do grupo nitro em posicdo meta para o
composto 2 provavelmente justifica sua maior facilidade de reducédo em relacdo 3,
que apresentam maior efeito de campo. Quanto ao potencial de oxidacdo (Epa1) para
estes dois compostos, 2 apresentou maior facilidade de oxidagdo em relacéo 3,
Tabela 8, confirmando sua maior basicidade conseqiente do menor

comprometimento dos elétrons do grupo amino com o sistema aromatico.

4.5 Estudos em Presenca de Oxigénio

Como ja mencionado, quinonas e nitroaromaticos possuem a habilidade de
gerar estresse oxidativo, resultante de ciclagem redox com oxigénio, apos
transferéncia de elétrons por sistema enzimatico (TE-EO), sendo este um dos
mecanismos responsaveis pos suas atividades biologicas. Assim, a reducdo em
presenca de oxigénio induz a uma cascata de reacdes que geram espeécies

deletérias, sendo este mecanismo, por exemplo, aceito para atividade
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tripanossomicida de quinonas e nitroaromaticos (Silva et al., 2003). Nesse sentido,
estudos foram realizados para avaliar a reatividade das nitroquinonas apos
transferéncia heterogénea de elétrons com oxigénio.

Estudo realizado com a B-lapachona (De Abreu et al., 2007), demonstrou a
reatividade das espécies eletrogeradas com oxigénio, comprovada pela onda
catalitica observada em estudos por voltametria ciclica, em meio aquoso, pH 7,0.
Assim, como detentora do grupo quinondide, um mecanismo similar para a nor-f-
lapachona pode ser observado. Quanto aos derivados nitroquinonas, o experimento
nos indicaré similaridade ou néo.

Devido a estabilidade dos anions radicais gerados no processo de reducéo de
quinonas, os estudos foram realizados em solvente ndo aquoso, meio aproético, que
constitui o melhor modelo para o ambiente da membrana celular, onde ocorre o
processo de peroxidagdo lipidica. Primeiramente, foi investigada a reatividade das
espécies eletrogeradas no processo de reducdo da nor-p-lapachona com oxigénio.
Como observado na Figura 63a, o perfil eletroquimico apresentado em auséncia de
oxigénio € pronunciadamente alterado quando da adicdo de oxigénio a cela
eletroquimica. Neste meio, a reducédo do oxigénio ao anion radical superoxido ocorre
em potencial de -0,894 V.

Figura 63. a: Voltamograma Ciclico da nor-B-lapachona em DMF/TBABF, (0,1 mol L),
eletrodo de carbono vitreo, em presenca de diferentes concentragfes de oxigénio: (a) 0, (b)
0,075, (c) 0,125, (d) 0,84, (e) 0,246, p = 100 mV s™. b: Curva de lpic / lp1a €M fungéo da
concentracao de oxigénio.

a 15- la b 2.1-
19
174

1.5 1

lp,," !

25 131

Corrente / pA

1.1 1
.35

0'9 1 ¥ 1

-45 T T T T T
16 -13 -0 07 -04 -01 0,2

-1
E/V vs Ag|AgCI|CI 0,1 mol L [O,]/mgL

Fonte: Autor, 2011.
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Em presenca de oxigénio, o potencial de redugéo da quinona (Eyc1 = -0,685 V)
sofre um deslocamento de 30 mV para valores mais negativos (Eyc1 = -0,715 V). O
aumento da concentracao de oxigénio promoveu um aumento na corrente de pico da
primeira onda de reducéo (Ic) e desaparecimento da onda de oxidacéo (la), perfil
caracteristico de processo catalitico. O efeito sobre a corrente de reducdo foi
analisado em funcéo da concentracao de oxigénio, Figura 63b.

A partir dos valores de corrente obtidos em diferentes concentracdes de
oxigénio, considerando que a solubilidade maxima de oxigénio em DMF a 25° C é
1,85 mmol L™, a curva de Iprs / lpo1 VS. Kapp[O2]RT / nFv, Figura 63b, permitiu
determinar a constante de associacdo aparente entre o radical semiquinona (Q*),
eletrogerado na reducgéo da nor-B-lapachona com oxigénio, sendo a mesma igual a
0,55s™.

Estudos semelhantes foram realizados para os nitroderivados. O perfil
voltamétrico obtido para 1 (QPh-0-NO,) em presenca de oxigénio € representado na
Figura 64a, o qual evidenciou reatividade dos produtos da eletrorredugdo em
primeira onda deste composto. O processo de reducdo variou para valores mais
catdédicos, havendo um deslocamento de 50 mV em concentracdo de oxigénio igual
0,070 mmol L™ e, a partir desta concentracdo também n&o mais foi observado
aumento da intensidade de corrente de pico para o processo redox.

Figura 64. a: Voltamograma Ciclico d e 1 em DMF/TBABF, (0,1 mol L™), eletrodo de
carbono vitreo, em presenca de diferentes concentracdes de oxigénio: (a) 0, (b) 0,004, (c)
0,006, (d) 0,008, (e) 0,109, (f) 0,150, (g) 0,168, (h) 0,250 e (i) 0,340 mmol L™*,v= 100 mV s™.
b: Curva de lpe / 1par €m fungéo da concentracéo de oxigénio.
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Os valores de corrente obtidos em diferentes concentracbes de oxigénio,
foram iseridos na curva de Iyr1 / lpo1 VS. kapp[O2]RT / nFvFigura 64b, e entdo
determinada constante de associacdo aparente entre o radical semiquinona (Q*)

eletrogerado na reducéo de 1 com oxigénio (kap = 0,20 s7).

Para a nitroquinona 2 (QPh-m-NOy), um efeito mais pronunciado sobre a
corrente de pico foi observado, em funcdo da concentracéo de oxigénio, Figura 65a.
Em presenca de oxigénio, a corrente de reducédo de 2 sofreu um aumento de 28%
em baixas concentracdes de oxigénio, como em 0,096 mmol L™?, atingindo um
acréscimo maximo de 162% em mais elevadas, [O,] = 0,806 mmol LY. Ja o
potencial de pico catddico de 2 sofreu um deslocamento anddico de potencial de 32

mV em baixas concentragcdes de oxigénio.

Figura 65. a: Voltamogramas ciclicos de 2 (C,= 1 mmol L") em DMF + TBABF, (0,1 mol L),
eletrodo de carbono vitreo, em presenca de diferentes concentracdes de oxigénio: (a) 0, (b)
0,096, (c) 0,131, (d) 0,165, (e) 0,200, (f) 0,237, (g) 0,318, (h) 0,806, (i) 1,42 mmol L™. v =
100 mV s™. b: Curva de Ipg;/ Ipo; em fungéo da concentragdo de oxigénio.
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A partir da curva de trabalho, Figura 65b, para as correntes de pico em varias
concentracbes de oxigénio, a constante de associagcdo entre as espécies
eletrogeradas apos reducdo de 2 em presenca de O, foi obtida, sendo esta igual a
0,72s™

De modo similar aos estudos realizados com as nitroquinonas 1 e 2, foi
evidenciada a reatividade dos produtos da eletrorreducao da nitroquinona 3 (QPh-p-
NO,;) com oxigénio, Figura 66a. Para este nitroderivado, ndo houve variacdo do

potencial de reducdo do grupo quinona, sendo observada saturagéo do efeito sobre
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a corrente de pico em concentracdo de oxigénio igual a 0,234 mmol L™. A partir da
curva de corrente de pico em funcdo da concentracdo de oxigénio, Figura 66D,
constante de associagao foi determinada (Kap, = 0,27 s™).

Figura 66. a: Voltamogramas ciclicos de 3 (C;= 1 mmol L") em DMF + TBABF, (0,1 mol L),
eletrodo de carbono vitreo, em presenca de diferentes concentracdes de oxigénio: (a) 0, (b)
0,0006, (c) 0,002, (d) 0,005, (e) 0,006, (f) 0,128, (g) 0,168, (h) 0,184, (i) 0,234 mmol L™. v =
100 mV s™. b: Curva de Ipg:/ Ipo; em fung&o da concentragdo de oxigénio.
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De acordo com os resultados obtidos por método eletroquimico, fica
evidenciado que os anions radicais formados a partir da nor-p-lapachona e de seus
derivados nitroquinonas, interagem com oxigénio em mecanismo eletroquimico-

quimico (EC) regenerando o grupo quinona, equacgao 29.
[Q]-PhNOz + e s [Q._]-PhNOZ eq. 23
[Q*]-PhNO,+ O, & [Q]-PhNO, + O," eq.29

Diante destes resultados, evidenciou-se a capacidade de geracdo de
espécies reativas de oxigénio com consequente inducdo do estresse oxidativo para
a nor-B-lapachona e seus derivados nitroquinonas. Em acordo com as constantes de
associacdo entre os anions radicais e o oxigénio (kyp = 0,72 (2), 0,55 (nor-B-
lapachona), 0,27 (3) e 0,20 (1) s™) a seguinte ordem de reatividade 2 (QPh-m-NO,) >
nor-B-lapachona > 3 (QPh-p-NO;) > 1 (QPh-0-NO,), foi observada. Estes estudos
corroboram ensaios biologicos realizados para estes compostos (Cavalcanti, 2010),
em que a morte celular de linhagens de células cancerosas foi induzida por meio da

geracédo de ERO.
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4.6 Estudos em Biossensor de dsDNA

A ativacdo de farmacos através de biorreducdo é uma modalidade
farmacoterapéutica visando a morte de células com limitada concentracdo de
oxigénio (células hipodxicas). Nesse sentido, compostos nitroarométicos, como o
nitroimidazois e nitrofuranos, sdo farmacos biorredutiveis com inimeras aplicacdes
em quimica medicinal. A reducdo do grupo nitro é o mecanismo chave desta
atividade, sendo a ciclagem redox outro caminho pelo qual nitroarométicos exercem
sua atividade (Colén et al., 2008). InUmeras atividades biolégicas também sé&o
observadas para os compostos quinoidicos. Quinonas como as antraciclinas,
daunorrubicina, doxorrubicina, entre outras, sdo muito utilizadas clinicamente para o

tratamento de varias linhagens de cancer (Valderrama et al., 2008).

A atividade farmacoldgica de quinonas é decorrente da inibicdo de enzimas
importantes ao DNA, como as topoisomerases, ou através de intercalacdo a este, e,
ciclagem redox com oxigénio apds processo de biorreducdo como mencionado.
Assim, € esperado para compostos detentores destas duas funcionalidades
famacoforicas (quinona e nitroaromatico), com propriedades eletrofilicas e oxidantes,
apresentem reatividade frente ao DNA. Desta forma, uma vez confirmada a geracao
de estresse reativo por parte dos produtos de reagdo da nor-pB-lapachona e seus

derivados nitroquinonas, a reatividade frente a biomolécula do DNA foi investigada.

Os estudos dos compostos 1, 2 e 3 com o DNA foram realizados, utilizando
um filme espesso de dsDNA, preparado pela solubilizacdo do DNA dupla fita em
tampéo acetato, pH 4,5, depositado sobre superficie de um eletrodo de carbono
vitreo - um biossensor de dsDNA. Este biossensor foi imerso em solucdo de cada
composto e, transcorrido o tempo de contato estabelecido, efetuaram-se as medidas
eletroquimicas, para averiguar possiveis modificacdes no perfil eletroquimico do
DNA.

Em estudos descritos na literatura (Brett et al., 1999; De-los-Santos-Alvarez et
al.,2004), a oxidacao eletroquimica do DNA em meio acido, pH 4,5, refere-se as
bases guanina e adenina. Como as bases do DNA dupla fita (dsDNA) efetuam
ligacdo de hidrogénio, as intensidades das correntes de pico de oxidacdo sao
inferiores aquelas observadas em estudo realizado com o DNA fita simples,

desnaturado em meio acido. Quando o biossensor de dsDNA é estudado em
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presenca de um farmaco que tem como alvo biolégico de acdo o DNA, observa-se
um aumento nas intensidades das correntes de oxidagcao, caracterizando interacao
positiva, devido a exposicdo das bases (guanina e adenina) a processo redox em
superficie eletrodica. Estudos da interacdo de quinonas e nitroaromaticos, de
maneira direta ou apos processo redox (reducdo/oxidacdo) sao relatados na
literatura (Vyskocil et al., 2010).

A sequir, sado descritos os resultados referentes aos estudos de 1, 2 e 3, em
biossensor eletroquimico de dsDNA. Para o composto padréo, nor-p-lapachona, em
ensaios prévios, ndo houve evidéncia de interagdo, um comportamento anélogo ao

observado para a B-lapachona (Brett et al,. 2002).

Os estudos por voltametria de pulso diferencial do dsDNA, em presenca do
composto 1 s&o representados na Figura 67a-b, realizados seguindo duas
metodologias. Na primeira, 0 biossensor de dsDNA foi imerso em solucéo de 1 e,
transcorrido um tempo de contato de 15 minutos, medidas eletroquimicas foram
realizadas, Figura 67a. O segundo método consistiu na aplicacdo de potencial de
reducdo correspondente a reducdo dos grupos eletroativos, sendo borbulhado na
cela eletroquimica, argbnio, para eliminar a interferéncia de oxigénio e, logo em

seguida, a varredura em potencial andédico foi realizada, Figura 67b.

A interacdo de 1 com dsDNA é evidenciada tanto diretamente, quando o
biossensor de dsDNA é imerso em solucdo do mesmo, quanto apdés uma pré-
eletrélise para reducéo deste, realizada na matriz de DNA. O voltamograma de pulso
diferencial da Figura 67a (vermelho), para o biossensor em presenca de 1 apresenta
dois picos de oxidagao (Epa1 = +1,06 V e Epae = +1,31 V). O primeiro pico apresenta-
se alargado e, em analogia ao estudo de 1, em eletrodo de carbono vitreo, da Figura
67a (azul), deve ser relativo a dois processos redox, a oxidacdo do grupo amino e
oxidacdo de base do guanosina. Considerando o0 voltamograma apenas do
biossensor, Figura 67a (preto), que apresentou sinais de oxidacao, o pico observado

em potencial mais anddico (+ 1,31 V) esta relacionado a oxidagédo da guanosina.
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Figura 67. a: VPD do biossensor de dsDNA, em auséncia (e) e presenca de 1 (e). VPD de
1, em eletrodo de carbono vitreo (e). b: VPD do biossensor de dsDNA, em auséncia de 1 (e)
e presenca de 1 (o). VPD de 1 em eletrodo de carbono vitreo (e) (Es, = - 0,8 V). Todas a
anélises foram realizadas em meio aquoso etandlico (10%), tamp&o acetato (0,1 mol L™*) pH
4,5, C = 0,05 mmol L™. Eletrodo de carbono vitreo, v=5 mV s™.
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Fonte: Autor, 2011.

Os estudos realizados com aplicagéo de potencial de reducéo (Esp. = -0,80 V)
evidenciaram que os produtos da eletrorreducdo 1 sdo DNA-reativos, Figura 67b.
Em eletrodo de carbono vitreo, Figura 67b (azul), apés aplicacdo de potencial de
reducao, trés picos de oxidacdo sao observados. O primeiro destes, em + 0,05 V,
esta relacionado a formacédo do derivado nitroso pela oxidacdo da hidroxilamina,
gerada a partir do potencial aplicado. J& o segundo pico de oxidacdo, em +0,62 V,
refere-se a oxidacdo do azoxi derivado, formado pela condensacéo dos produtos de
reducdo do grupo nitro, o intermediario nitroso e hidroxilamina (Lund, 2001). O
terceiro potencial de oxidacdo (+ 1,07 V) corresponde a oxidacdo do grupo amino
aromatico, como ja discutido anteriormente. Quando o mesmo tratamento foi
aplicado ao biossensor de dsDNA em presenca de 1 (Figura 67b, vermelho), foram
observados os picos referentes aos derivados nitroso e azoxi, contudo, o pico de
oxidacdo do grupo amino em +1,07 V, apresentou-se mais alargado e de maior

intensidade de corrente, caracterizando a presenca de um processo redox adicional.

Nesse estudo, Figura 67b, o dano ao DNA foi verificado pela presenca de trés
ondas de oxidagdo, duas relacionadas a guanosina (+1,07 V) e adenosina (+1,31 V)
e, uma onda anterior (Epa1 = 40,35 V) que, em comparagdo com estudos realizados

(De Abreu et al.,, 2002; Brett et al., 2002) para niclosamida e doxorrubicina em
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biossensor de dsDNA, esta relacionado a 8-oxoguanina, produto da oxidagdo da

guanina pelo intermediarios de reducao da nitroquinona.

Os estudos realizados em biossensor de dsDNA para 2 apresentaram
interacdo positiva frente ao DNA. Nesse caso, foram realizados estudos em baixas
concentracdes, pois 0 mesmo se apresentou mais insollvel que as nitroquinonas 1 e
3. Nos voltamogramas de pulso diferencial representados na Figura 68a (vermelho,
azul, amarelo), determinou-se a concentracdo minima a partir da qual 2 causa dano
ao DNA, sendo o maior dano observado na concentracdo de 20 uM. Estudos em
concentracdo superiores a esta ndo se mostraram satisfatorios, pois havia

precipitacdo do composto.

Figura 68. a: VPD do biossensor de dsDNA em auséncia (e) e apds exposi¢ao (15 minutos)
a 2 em 0,006 mmol L™ (e), 0,05 mmol L™ (e) e 0,02 mmol L™ (e). b: VPD do biossensor de
dsDNA em auséncia (), e apds exposicéo (15 minutos) a 2 em 0,02 mmol L™ (e) e VPD de
2 em eletrodo de carbono vitreo (e¢) na mesma concentracdo. Todas as andlises foram
realizadas em meio aquoso etanodlico (10 %), (tamp&o acetato (0,1 mol L-1), pH 4,5.
Eletrodo de carbono vitreo, v=5 mV s™.
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Fonte: Autor, 2011.

A alta intensidade de corrente observada para o pico la, se deve mais uma
vez a mistura de processos de oxidacdo para anilina e guanosina. Esta
consideracdo € confirmada pela comparagdo entre o voltamograma de pulso
diferencial da Figura 68b, para o biossensor de dsDNA em auséncia (preto) e
presenca de 2 (vermelho), o estudo de 2 em eletrodo de carbono vitreo (azul) que
apresentou uma corrente de pico proporcional a corrente do biossensor em

presenca de 2.
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O dano ao DNA também foi observado quando aplicado potencial de reducéo,
como observado para o estudo em biossensor de dsDNA, Figura 69. Contudo, ao
contrario do observado para o composto 1, os produtos de reducdo de 2 ndo se
mostraram tao reativos, observando-se um comportamento similar ao obtido para
medida eletroquimica direta, biossensor em contato por tempo determinado com

solucdo de 2, seguida de medida eletroquimica.

Figura 69. VPD do biossensor de dsDNA, em auséncia de 2 (e), em presenca de 2 (o). VPD
de 2 em eletrodo de carbono vitreo (e), com aplicagéo de potencial de redugéo (E;, = - 0,8
V), ¢ = 0,02 mmol L. Todas a anélises foram realizadas em meio aquoso etanélico (10%),
tamp&o acetato (0,1 mol L™) pH 4,5. Eletrodo de carbono vitreo, v=5 mV s™.
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Fonte: Autor, 2011.

A nitroquinona 3 também apresentou reatividade positiva frente ao DNA,
Figura 70, contudo em menor propor¢ao que os compostos 1 e 2. Em presenca de 3,
0 voltamograma do biossensor de dsDNA apresentou uma onda alargada, Figura
70a (vermelho), relacionada tanto a oxidacdo de 3, em comparacado a oxidacdo em

eletrodo de carbono vitreo (+ 0,97 V), Figura 70a (azul), e de guanosina (+ 1,08 V).

Nos estudos realizados através da aplicacdo de potencial de reducdo, Figura
70b, um perfil voltamétrico muito semelhante foi observado. Em eletrodo de carbono
vitreo, Figura 70b (azul), com aplicacdo de potencial em —0,80 V, observou-se para
2 um pico de alta intensidade de corrente em + 0,17 V, referente a formagéo do
derivado nitroso, por oxidacdo da hidroxilamina gerada, e uma onda em +1,00 V
relativa a oxidacdo do grupo anilina substituido. Em biossensor de dsDNA, houve

reducdo drastica da corrente de oxidag&o da hidroxilamina, Figura 70b (vermelho), e
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o0 surgimento de onda alargada em +1,08 V que, de acordo com seu perfil e
intensidade de corrente corresponde a soma dos processos de oxidacdo da anilina e

da guanosina.

Figura 70. a: VPD do biossensor de DNA, em auséncia (e) e presenca de 3 (o). VPD de 3
em eletrodo de carbono vitreo (e). b: VPD do biossensor de DNA, em auséncia de 3 (e), em
presenca de 3 (o). VPD de 3 em eletrodo de carbono vitreo (e), com aplicacao de potencial
de redugéo (E4 = - 0,8 V), ¢ = 0,05 mmol L. Todas a andlises foram realizadas em meio
aguoso e’ganélico (10%), tampé&o acetato (0,1 mol L™) pH 4,5.. Eletrodo de carbono vitreo, v
=5mVs-.
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A partir dos estudos eletroquimicos, utilizando biossensor de dsDNA, seja por
método direto, onde o biossensor foi mantido em contado em solucdo dos
compostos, ou por meio da reducdo dos grupos eletroativos no filme de dsDNA,
evidenciou-se que as nitroquinonas sdo DNA-reativas, diferentemente da quinona
precursora. As interacfes de moléculas eletrofilicas ao DNA sédo dependentes da
nucleofilia das bases do DNA e fatores estéricos. Um maior carater nucleofilico é
observado para os atomos de nitrogénio endociclicos N-3 e N-7 das bases guanina
e adenina, enquanto menor nucleofilia é observada para os atomos de oxigénio
exociclicos, Figura 71. O atomo N-7 da guanina encontra-se mais acessivel na fenda
maior do DNA e, portanto mais suscetivel a ataque eletrofilico que o N-3 da adenina,
orientada na fenda menor do DNA. Por razdes estéricas, os sitios N-1 da adenina e
N-3 da citosina ndo reagem em grande extensdo, assim como 0S atomos de

nitrogénio, nas bases timina e citosina (Benigni & Bossa, 2011).
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Diante dos dados referentes aos estudos em biossensor eletroquimico de
DNA e, considerando que a nor-p-lapachona nao interage diretamente com o DNA
(Cavalcanti, 2010), a reatividade observada para as nitroquinonas decorre
diretamente da presenca do grupo nitro substituinte no anel arilamino. Os
nitroaromaticos pertencem a uma classe de compostos que apos biorreducédo geram
espécies altamente eletrofilicas capazes de reagir com os sitios nucledfilos das

bases do DNA, Figura 70, produzindo derivados anilinicos (Benigni & Bossa, 2011).

Figura 71. Estrutura quimica das bases nitrogenadas do DNA.

Guanina (G) (T Adenina (A) HoN
N . N N
7 5 ° TNH 7 5 6 XN
& & L
N3 N3P
/ N NH> / N
H H
Citosina (C) Timina (T)  CH,
NH> o)
N2 ~NH HN2 ; INH
o o]

Fonte: Autor, 2011.

Em busca de informacdes adicionais que pudessem corroborar a reatividade
das nitroquinonas com o DNA, foram realizados estudos empregando-se o DNA em

fita simples, DNA desnaturado em meio acido, como descrito a seguir.

4.7 Estudos em ssDNA

Ao contrario do dsDNA, em meio aquoso tamponado, pH 4,5, o espectro
eletroquimico do ssDNA é caracterizada por duas ondas anddicas bem definidas de
alta intensidade de corrente, referentes a oxidacdo das bases puricas, guanina e
adenina, em potenciais de +0,83 V e +1,17 V, respectivamente. Assim, a presenca
de reacdo eletrofilica com moléculas DNA-reativas repercute em alteragcbes nas

correntes de pico e/ou potenciais de oxidagao destas bases.
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Embora estudos anteriores ja tenham evidenciado que a nor-B-lapachona néo
interage diretamente com o DNA, o comportamento eletroquimico do ssDNA em
presenca desta quinona foi investigado, Figura 72. A partir desta Figura, observa-se
que sinais de oxidacdo das bases guanina e adenina ndo sofreram decréscimo
significativo de suas intensidades de corrente, mesmo em concentracdes de nor-§3-
lapachona relativamente altas. Estes resultados sao indicativos de auséncia de
interacdo com o DNA, similar a estudos ja realizados para a p-lapachona (Brett et al.,
2002).

Figura 72. VPD do ssDNA em fungéo da concentragdo de nor-B-lapachona (e) 0,01; (e)
0,02, () 0,06, (e) 0,10 e () 0,20 mmol L. Meio aquoso etandlico (27%), tamp&o acetato
(0,2 mol L™), pH 4,5. Eletrodo de carbono vitreo, v = 10 mV s™.
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Fonte: Autor, 2011.

No estudo realizado para o ssDNA em fungdo da concentracdo da
nitrogquinona 1, um comportamento acentuadamente diferente foi observado para
eletrooxidacdo do ssDNA, Figura 73a. Os potenciais de pico anddico para oxidacao
do ssDNA sofrem um leve deslocamento para valores mais positivos, sendo de 10
mV para onda anddica la e de 20 mV para a onda lla. A partir desses estudos, um
decréscimo gradativo das correntes de oxidacdo também é observado, figura 73b,
cujo decaimento de corrente de oxidacdo da guanina atinge 27 % e 16 % para

adenina em concentracéo de 2, em cela eletroquimica igual a 0,07 mmol L™.
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Figura 73. a: VPD do ssDNA em fungéo da concentragao de 1 (o) O, (o) 0,01; (o) 0,02, (o)
0,05, () 0,06 e () 0,07 mmol L™. b: Gréfico de corrente de pico de oxidacdo do sSSDNA em
funcdo da concentracdo de 1. Meio aquoso etandlico (27%), tampéo acetato (0,1 mol L™),
pH 4,5. Eletrodo de carbono vitreo, v =10 mV s™.
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Os estudos realizados com a nitroquinona 2 mostraram a mesma tendéncia,
Figura 74a, sendo observado para este composto o surgimento de uma onda de
oxidacdo em + 0,92 V, entre os picos da guanina e adenina. Em funcdo da
concentracdo de 2, houve deslocamento (10 e 20 mV) dos potenciais de oxidagao
das bases.

Figura 74. a: VPD do ssDNA em funcdo da concentracéo de 2 (e) O, (e) 0,005; (e) 0,01, (e)
0,02, (¢) 0,03 e (¢) 0,05 mmol L™. b: Gréfico de corrente de pico de oxidacdo de guanina e
adenina em funcdo da concentracdo de 2. Meio aquoso etandlico (27%), tampao acetato
(0,1 mol L"), pH 4,5. Eletrodo de carbono vitreo, v=10 mV s™.
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Um decréscimo de 30% foi observado para a primeira onda de oxidacgéo,
enquanto que a segunda onda anddica decaiu 24%, Figura 74b. Para o composto 3,
Figura 75a, os potenciais de oxidacdo ndo sofreram deslocamento significativo,
contudo, as correntes de pico, Figura 75b, sofreram decréscimo de suas
intensidades, 28% para onda referente a guanina e 21% para adenina, em funcgéo
da concentragcdo de 3. A intensidade de corrente de pico para 0 processo de
oxidacdo do grupo amino (+1,01 V) também acompanhou o aumento da

concentracédo do composto.

Figura 75. a: VPD do ssDNA em funcao da concentracdo de 3 (e) 0, (o) 0,01; (e) 0,03, (e)
0,05, () 0,07 e (¢) 0,2 mmol L. b: Gréfico de corrente de pico de oxidagéo de guanina e
adenina em fungéo da concentracdo de 2. Meio aquoso etandlico (27%), tampdo acetato
(0,1 mol L"), pH 4,5. Eletrodo de carbono vitreo, v =10 mV s™.
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Fonte: Autor, 2011.

A partir dos estudos com ssDNA, confirmou-se que a nor-p-lapachona néao
interage diretamente com o DNA. Contudo, seus derivados nitrados atuam por este
caminho, evidenciado nos estudos das nitroguinonas em biossensor de dsDNA e
sensor de ssDNA. Embora as caracteristicas eletrofilicas e oxidantes de quinonas, a
nao reatividade direta frente ao DNA da nor-B-lapachona sugere que seu mecanismo
nao envolve alquilagdo direta do DNA. Assim, 0 mecanismo de agédo deste composto
frente as células tumorais analisadas (Cavalcanti, 2010) envolve outro mecanismo,
como a geracdo do estresse oxidativo, confirmada nos estudos por método
eletroquimico e/ou, alquilagdo de biomoléculas de relevancia celular, como proteinas

e compostos tidlicos, GSH ou residuos de cisteina em proteinas, promovendo a
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deplecdo nos niveis de GSH celular e alquilacdo de proteinas (Benigni & Bossa,
2011).

Nesse sentido, para as nitroquinonas, o dano ao DNA é uma consequéncia
direta da presenca do grupo nitro através da formacéo de adutos covalentes entre o
grupo nitroaromatico com o DNA. O metabolismo destes compostos envolve a
geracdo de varios intermediérios téxicos, sendo o primeiro destes o anion radical
nitro, que em condi¢cdes aerdbias transfere elétrons ao oxigénio molecular para
formar o anion radical superoxido, estresse oxidativo, com formacdo de varios
intermediarios toxicos ao DNA. Em condigBes anaerodbias, etapas subseqientes
geram como produtos, nitroso, hidroxilamina e amina, com potencial toxicidade ao
DNA (Benigni & Bossa, 2011

4.8 Comportamento Eletroquimico das Nitroquinonas em Presenca de fB-

ciclodextrina

Ciclodextrinas tém sido amplamente utilizadas devido a sua especial
habilidade em formar complexos de inclusdo com uma variedade de moléculas,
permitindo aumento de solubilidade, biodisponibilidade e estabilidade (Ferreira et al.,
2010). As ciclodextrinas sdo oligossacarideos ciclicos de ocorréncia natural
formadas por unidades de D(+)-glicopiranose, em ligacdes a-1,4 (Raj & Ramaraj,
1996) e, diferenciadas principalmente quanto ao numero de unidades de
glicopiranose (6, 7 e 8 para a-, -, e y-ciclodextrinas, respectivamente) (Wang et al.,
2008). As unidades de D-glicose formam uma estrutura na forma de um cone, Figura
76, que apresenta uma cavidade relativamente hidrofébica, enquanto seu exterior é
hidrofilico em consequéncia da presenca dos grupos hidroxila (Dang et al., 1998).
Devido a cavidade central hidrofobica, ciclodextrinas sdo adequadas para inclusédo
de varias moléculas organicas lipofilicas, desde que possuam volume e estrutura

quimica, adequados (Wang et al., 2008).
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Figura 76. (a) Estrutura funcional da 3-ciclodextrina (Budal, 2003). (b) Estrutura quimica da
B-ciclodextrina.
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Fonte: Autor, 2011.

Na expressdo da atividade biologica de farmacos, um parametro muito
importante a ser considerado é a lipofilicidade, expresso como log P, coeficiente de
particdo (Valderrama et al., 2009). Assim, a insolubilidade pode acarretar limitacdes
as aplicacbes farmacéuticas. Desta forma, considerando o carater lipofilico
apresentado pelos compostos, a nor-f-lapachona e seus derivados nitrados 1, 2 e 3,
fator que se mostrou inconveniente para os estudos em meio aquoso, a formacéo
de complexo de inclusdo com B-ciclodextrina foi investigada.

Nesse sentindo, € bem relatada (Yang et al., 2004; Venturini et al., 2008) a
capacidade apresentada por ciclodextrinas em formar complexos de incluséo via
interagcdo ndo covalente em sua cavidade hidrofébida com uma variedade de
moléculas, entres estas, compostos organicos, inorganicos e organometalicos. Do
ponto de vista quimico, tal caracteristica confere as ciclodextrinas (CD) inUmeras
aplicacdes, sejam no campo ambiental, processos industriais e, principalmente em
quimica medicinal devido a possibilidade de aumentar a biodisponibilidade de
farmacos, em meio aquoso e liberacdo in loco da molécula bioativa (Brewster &
Loftsson, 2007).

As andlises da nor-pB-lapachona e nitroquinonas com B-ciclodextrina (3-CD)
foram realizadas por voltametria ciclica em tampéo fosfato (pH 7,4), com e sem
utilizacdo de etanol como co-solvente. Em todos os casos, quando B-CD foi
adicionada a cela eletroguimica, transcorrido o tempo de cinco minutos que
antecedeu cada analise, houve perda de turbidez das solucdes, em consequéncia
da transferéncia de fase, promovendo maior solubilizacdo dos compostos.

Mudancas consideraveis nos perfis voltamétricos de cada composto foram
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observadas, como descritas individualmente a seguir. As andlises realizadas para a
nor-B-lapachona, tampéo fosfato pH 7,4, com adicao de pB-CD, Figura 77, apresentou
um aumento gradativo das intensidades de correntes de pico de oxidagao e reducao
em funcédo da concentracdo de B-CD. Este aumento se deve a inclusdo da nor-f-
lapachona na cavidade hidrofobica da 3-CD, por um mecanismo que nao impede o

grupo eletroativo de sofrer processo redox.

Figura 77. Voltamogramas Ciclicos da nor-B-lapachona (0,1 mmol L") em diferentes
concentracdes de B-CD, (o) 0, () 0,01, () 0,1 e (¢) 1 mmol L™, respectivamente), eletrodo
de carbono vitreo, tampéo fosfato pH 7,4, v =50 mV s™.
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Fonte: Autor, 2011.

A formacdo de complexos de inclusdo entre benzoquinona-p-CD e
antraquinona-B-CD foi investigada por métodos eletroquimicos e espectroscopicos,
sendo proposta estrutura para o0s respectivos complexos. Por ser menos volumosa,
a benzoquinona pode ser completamente encapsulada na cavidade da pB-CD, porém,
para a antraquinona que € mais volumosa, apenas uma porcdo da molécula pode
ser encapsulada no oligossacarideo (Dang et al., 1998). Assim, diante da
similaridade estrutural entre a nor-B-lapachona e a antraquinona, a estrutura do
complexo nor-B-lapachona-pB-CD, Figura 78a, é proposto.

No entanto, em trabalho realizado para a pB-lapachona (De Abreu et. al. 2007) é
descrito que a complexacdo desta quinona com [-ciclodextrina ocorre no anel

pirano, sendo observado um decréscimo na corrente de oxidacdo da hidroquinona
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devido as ligacdo de hidrogénio entre esta hidroxila externa (C-6), Figura 76, da -
ciclodextrina. No presente estudo, houve um aumento gradativo das correntes de
reducdo e oxidagdo da nor-B-lapachona em funcdo da concentracdo de f-
ciclodextrina. Assim, mesmo a inclusado ocorrendo a partir do anel diidrofuranico da
nor-B-lapachona, Figura 78b, a distribuicdo espacial das hidroxilas externas da [3-
ciclodextrina ndo permitem esta interagdo e, portanto, as correntes de pico dos

processos aumentam a medida que o complexo nor-B-lapachona-p-CD é formado.

Figura 78. Estrutura proposta para o complexo nor-p-lapachona-p-CD: (a) inclusdo a partir
do anel aromético e (b) incluséo a partir da do anel diidrofurano.

Fonte: Autor, 2011.

O comportamento eletroquimico em eletrodo de carbono vitreo, em funcdo da
concentracéo de B-ciclodextrina para a nitroquinona 1 é representado na Figura 79a-
b. Devido a solubilidade parcial de 1 em tampao fosfato, Figura 79a (preto), em
baixa concentracdo (0,1 mmol L™), picos redox referentes aos grupos eletroativos
nao sao observados. Contudo, ocorre acentuado acréscimo nas correntes de pico
referentes a reducéo tanto da quinona quanto do nitro, quando uma massa de 3-CD,
em concentracdo 10x menor (0,01 mmol L™Y) que 1, Figura 79a (vermelho), é
adicionada a cela eletroquimica. As duas ondas redox se tornam evidentes também
em concentracdo de B-ciclodextrina igual a 1 (0,1 mmol L™), ndo havendo alteracéo
nas correntes de pico. No entanto, nesta concentracédo, observa-se uma onda de
reducgao adicional (I'c), que provavelmente esta relacionado ao nitroso, intermediario
no processo de reducdo do grupo nitro, Figura 79a (azul), evidenciado maior
estabilidade dos produtos de reducdo de 1 no complexo 1--CD. Em concentracdo

de B-CD 10x maior (1 mmol L) que 1, Figura 79a (verde), um leve decréscimo das
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correntes de pico relacionadas aos processos mencionados é observado, em
consequUéncia a um maior encapsulamente de 1 em 3-CD.

Adicionalmente aos efeitos mencionados, trés ondas de oxidacdo sao
também observadas nos voltamogramas de 1 em presenca de B-CD, Figura 79a,
referentes a oxidacdo da hidroquinona gerada na primeira reducdo (Ic/la) e dos
produtos de reducao do grupo nitro em I'c e lic, evidenciando maior estabilidade dos
intermediarios de reducdo da nitroquinona no complexo 1-B-ciclodextrina.
ModificacBes nos picos de reducdo também foram observadas quando o mesmo
estudo foi realizado para 1, utilizando etanol como co-solvente (5%), exceto pelo fato
da maior solubilidade do composto neste meio, caracterizado pelos picos de reducao
(Ic e lic) presentes no voltamograma, Figura 79b (preto).

Figura 79. a: Voltamogramas Ciclicos de 1 (0,1 mmol L") em diferentes concentracdes de
B-CD, (e) 0, (®) 0,01, () 0,1 e (¢) 1 mmol L™, tamp&o fosfato pH 7,4. b: Voltamogramas
Ciclicos de 1 (0,1 mmol L") com adicdo de diferentes concentracdes de B-CD, (e) 0, (o)
0,01, (¢) 0,1 e () 1 mmol L™, tampéo fosfato pH 7,4 + EtOH (5%). Eletrodo de carbono
vitreo, v =50 mV s™.

a 1.0+ lla llla b 3-
la
—_—1 la lla
0,2 1
fi_ -0,6 4 AN 3 -14
- Ic (-0,28 V| 9
£ o ) = Ic (-0,30 V)
o 1,4 4 = 34
S S
(8]
-2,2 4 -54 \
Ic (-0,80 V) Ic (-0,84 V)
-3,0 T T T T 1 -7 T T T T 1
-1,3 -1,0 0,7 -0,4 0,1 0,2 1,3 -1,0 07 0,4 0,1 0,2
E /V vs Ag|AgCI|CI 0,1 mol L’ E /V vs Ag|AgCI|CI 0,1 mol L

Fonte: Autor, 2011.

As correntes de pico sofreram efeito similar ao observado no estudo utilizando
apenas tampao como solvente. Em concentracdo de p-ciclodextrina 10x menor,
Figura 79b (vermelho), houve aumento de pico para a segunda onda (lic), referente
a formacdo da hidroxilamina, ao passo que um decréscimo foi observado em
concentracdo de B-ciclodextrina igual, Figura 79b (verde), e 10x maior, Figura 79b

(azul), que 1. Diante destes estudos, a estrutura do composto 1-3-CD, Figura 80, &



143

proposta, ocorrendo a partir do anel aromético em consequéncia do impedimento

estéreo.

Figura 80. Estrutura proposta para o complexo de incluséo 1-3-CD.

0
BOUNL
. ! N
0

Fonte: Autor, 2011.

Um comportamento similar, quanto ao aumento das correntes dos processos,
para os estudos de 2 com B-CD foram obtidos, em que, devido a baixa solubilidade
em meio aquoso, o voltamograma ciclico de 2 ndo apresentou ondas de reducéo
bem definidas, Figura 81a (preto), havendo aumento pronunciado das intensidades
de corrente destes processos em fungdo da concentracdo de B-CD, Figura 8la
(vermelho, azul e verde), caracterizando a formacdo do complexo de inclusdo. Um
terceiro processo de reducao (llic) foi observado apds a formacao da hidroxilamina
em llc e, considerando o mecanismo de reducdo de nitrocompostos pode estar
relacionado a formacgédo da amina. Em varredura inversa de potencial, duas ondas de
oxidacao (la e Ila) de alta intensidade de corrente relacionadas aos produtos de
reducdo de 2. Semelhantemente a 1, maiores intensidades de corrente de pico sao
relacionadas a uma concentracdo de [B-ciclodextrina 10x menor, Figura 8la

(vermelho).
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Figura 81. a: Voltamogramas Ciclicos de 2 (0,1 mmol L") em diferentes concentracées de
B-CD, () 0, () 0,01, (¢) 0,1 e (¢) 1 mmol L™. b: Voltamogramas em varreduras sucessivas
de 2 (0,1 mmol L") em presenca B-ciclodextrina (0,01 mmol L™), em eletrodo de carbono
vitreo, tampao fosfato pH 7,4, v =50 mV s™.

a s- lla (- 0,12 V) b s- L
—_2 la (- 0,27 V) V4 —2-1°ciclo lla
- = 2-2°ciclo

2 +-CD -1° ciclo
2+ B-CD - 2° ciclo

%o s o
8 @
c o
5 ™~ 5 I'c (- 0,16 V)
o Ic (-0,31V) S

-8 -8

! "Niic(-0,69 V)
llic (- 0,78 V)
12 T T T T 1 12 T T T T 1
13 1,0 0,7 04 0,1 0.2 13 1,0 07 04 -0,1 0.2
E /V vs Ag|AgCI|CI 0,1 mol L™ E / V vs Ag|AgCI|CI 0,1 mol L

Fonte: Autor, 2011.

O perfil eletroquimico de 2 com adicdo de B-ciclodextrina sugere que seus
produtos da reducdo sdo mais estaveis no complexo 2-B-ciclodextrina. Assim,
varreduras sucessivas de 2 em presenca de B-CD, concentragdo 10x menor, Figura
81b, foram realizadas. E observado a partir destes estudos, um novo par redox
(la/'c), Figura 81lb (verde), relacionado ao sistema quasi-reversivel
nitroso/hidroxilamina (ArNO — ArNHOH). A partir da hidroxilamina formada em lic (-
0,69 V), Figura 81b (azul). Esta possibilidade é reforcada pela manutencédo da onda
lla, Figura 81b (verde), em varreduras sucessivas de potencial catddico.

Os estudos de 2 utilizando etanol como co-solvente, Figura 82a-b,
demonstraram a mesma tendéncia ja observada quanto ao aumento dos potenciais
de pico redox em fungéo da concentracdo de B-CD. Devido a maior solubilidade de 2
em meio aquoso-etandlico, 0os processos redox se apresentam mais definidos,
sendo, possivel observar maior facilidade de reducéo para o segundo processo em
presenca de B-CD, constatando-se um deslocamento anédico de potencial de 30
mV, Figura 82a (preto e vermelho). O aumento da concentracéo de -CD promove o
mesmo decréscimo de corrente de pico ja mencionado. A maior estabilidade dos
intermediarios de reducdo também foi observada neste meio, representados pelo par

redox lla/l'c, Figura 82b, como ja discutido anteriormente.
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Figura 82. a: Voltamogramas Ciclicos de 2 (0,1 mmol L") em diferentes concentracdes de
B-CD, (o) 0, () 0,01, () 0,1 e (¢) 1 mmol L™ b: Voltamogramas em varreduras sucessivas
de 2 (0,1 mmol L) em presenca B-CD (0,01 mmol L™). Tampé&o fosfato pH 7,4 + EtOH (5%),
eletrodo de carbono vitreo, v =50 mV s™.

a 11 b 115 . lla
—_—2 la (- 0,28 V) v lla(-0,12V) ——2-1° ciclo la x
- - 2-2°ciclo
54 54 2 + B-CD -1° ciclo
2+ B-CD - 2° ciclo
< R
:
S 74 Nie (-0,30 V) o 74
1 P
5 o
S o
-13 4 13 4
llic (-0,80V) lic (-0,71 V) liic N e
-19 T T T T 1 -19 T T T T 1
13 -1,0 0,7 04 -0,1 0,2 13 -1,0 0,7 04 -0,1 0,2
- e n -
E /V vs Ag|AgCI|CI' 0,1 mol L E/V vs Ag|AgCI|CI 0,1 mol L

Fonte: Autor, 2011.

Os estudos de 2, apresentaram um decréscimo mais acentuado para a
corrente de pico relacionada ao processo lic, em relacdo a Ic, em maiores
concentragdo de [B-CD. Esta caracteristica €é consequéncia do maior
encapsulamento de 2 na cavidade hidrofobica da p-CD, em maiores concentracdo

do oligossacarideo, impedindo o processo redox do grupo eletroativo como
representado na Figura 83.

Figura 83. Estrutura proposta para o complexo de inclusédo 2-p-CD.

Fonte: Autor, 2011.

Os estudos de 3 em presenca de B-CD também evidenciaram a interacao
deste com o oligossacarideo, Figura 84a-b. Contudo, é observado um tendéncia
diferenciada quanto as modificacdes nos potenciais de pico redox. Em meio aquoso

tamponado, foi observado um aumento da corrente do pico de redugéo do nitro ao
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derivado hidroxilaminico (- 0,80), Figura 84a (preto), até adicdo de B-CD em
concentracdo igual a 3, Figura 84a (vermelho e azul). O processo redox anterior a
reducdo do grupo quinona continuou de dificil caracterizacdo, mesmo em preseca de
B-CD. Em concentracdo de B-ciclodextrina 10x maior que 3, Figura 84a (verde), a
corrente de pico da hidroxilamina decresce, devido a menor disponibilidade do grupo
a processo redox. Os estudos utilizando etanol como co-solvente, Figura 84b,
permitiram uma observacdo mais clara dos processos de reducéo da quinona e do
nitro, Figura 84b (preto), porém, um comportamento distinto em relagdo aos
nitroderivados 1 e 2 foi evidenciado.

Figura 84. a: Voltamogramas Ciclicos de 3 (0,1 mmol L") em diferentes concentracdes de
B-CD, (e) 0, (®) 0,01, () 0,1 e (e) 1 mmol L™, tamp&o fosfato pH 7,4. b: Voltamogramas
Ciclicos de 3 (0,1 mmol L") com adi¢do de diferentes concentracdes de B-CD, (o) O, (o)
0,01, () 0,1 e (¢) 1 mmol L™, tamp&o fosfato (pH 7,4) + EtOH (5%). Eletrodo de carbono
vitreo, v =50 mV s™.
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Fonte: Autor, 2011.

As correntes de pico referentes aos processos de reducao Ic e llc, sofrem
decréscimo quando a concentracdo de B-ciclodextrina € 10x menor, Figura 84b
(vermelho), sendo este mais acentuado em lic. Em concetracdo de B-CD igual e 10x
maior que 3, Figura 84b (azul e verde), as correntes de pico para estes dois
processos praticamente desaparecem em conseqiéncia do maior encapsulamente
do composto, com efeito protetor dos grupos eletroativos a processo redox. Assim,

o provavel complexo 3-B-CD é proposto na Figura 85.
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Figura 85. Estrutura proposta para o complexo de incluséo 3--CD.

Fonte: Autor, 2011.

Os estudos realizados em presenca de p-CD, embora qualitativos,
evidenciaram a formacdo de complexos de inclusédo entre a nor-B-lapachona e
nitroderivados com o oligossacarideo. A partir destes resultados, foi observada a
estabilizacdo dos intermediarios de reducdo do grupo nitro em 1 e 2, um aspecto
bastante relevante considerando que a atividade biol6gica deste grupo farmacoférico
decorre dos varios intermediarios gerados por biorreducdo. Nesse sentido, a
formacao de complexos de inclusdo com B-CD constitui uma alternativa viavel para
aumentar a solubilidade desses compostos e, a preparacdo desses complexos

podera ser realizada, para assim avaliar as atividades biolégicas.

4.9 Atividade Biologica e Comportamento Eletroquimico da Nor-B-lapachona e

Nitroquinonas

As técnicas eletroquimicas sdo extensivamente utilizadas para esclarecer o
mecanismo de acao de farmacos, proporcionando excelentes perspectivas sobre o
modo de acdo. A eletroquimica permite uma abordagem adequada para doencas
associadas ao estresse oxidativo, como céancer, além de proporcionar o
entendimento da interagdo entre farmacos anticancerigenos e o DNA, fornecendo
informagdes sobre a extensdo do dano ao DNA (Pelicano et al., 2004; Rauf et al.;
2005). Nesse sentido, far-se-4& uma correlacdo a cerca do comportamento
eletroquimico apresentado pelos derivados nitrofenilaminicos da nor-B-lapachona
com as atividades bioldgicas apresentadas, destacando o efeito do grupo nitro para

a atividade biolégica.
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As atividades citotoxicas expressivas da nor-p-lapachona e seus derivados
nitroquinonas foram apresentadas nas Tabelas 1 e 2 (pag. 67). Estes resultados sao
fruto de ensaios bioldgicos realizados com estes compostos, pelo grupo de pesquisa
em farmacologia da Universidade Federal do Ceard, para avaliar a citotoxicidade e
mecanismo de acao (Cavalcanti, 2010). O perfil antiproliferativo dos compostos foi
analisado por método colorimétrico do MTT (células tumorais) e do Alamar Blue
(CMSP). Apo6s 72 horas de exposicdo, elevado potencial citotoxico foi observado
para a nor-pB-lapachona e seus derivados (1, 2 e 3) (Da Silva Junior et al., 2007; Da
Silva Junior et al., 2008; Da Silva Junior et al., 2010; Cavalcanti, 2010).

Os estudos demonstraram que os nitroderivados, em relagdo a nor-B-
lapachona, ndo apresentaram aumento significativo da citotoxicidade sobre células
tumorais. Contudo, a presenca de grupo nitro nestas moléculas, contrariamente a
nor-B-lapachona, promoveu uma mudanga no mecanismo de agao, em que 0S
derivados interagiram diretamente com o DNA, com dano consequente. Desta
forma, foi observado que a citotoxicidade dos compostos esté relacionada a geracao
de espécies reativas de oxigénio (ERO), inducdo de quebra de fitas de DNA,
interferéncia sobre os mecanismos de reparo das lesdes no DNA e atividade das
topoisomerases | e Il (Cavalcanti, 2010). Nesse sentido, um sumario de todos os
parametros eletroquimicos em meio prético (tampéo acetato pH 4,5) e aprotico
(DMF/TBABF,), dados cinéticos, e reatividade com oxigénio, DNA e ssDNA sao
expressos na Tabela 9. Tanto os produtos de reducdo da nor-p-lapachona quanto de
seus nitroderivados apresentaram reatividade com oxigénio com consequente
geracdo de espécies reativas de oxigénio. Porém, nos estudos em biossensor de
DNA, de modo semelhante aos ensaios biolégicos, apenas 0s nitrocompostos foram
DNA-reativos.

As andlises eletroquimicas forneceram informagfes valiosas sobre a
estabilidade dos produtos de reducdo das nitroquinonas. A partir de estudos
cinéticos foram obtidas as taxas reacionais para o0 mecanismo de reducdo,
associacdo com oxigénio e tempo de meia vida dos intermediarios, Tabela 9.
Adicionalmente o efeito nas correntes de pico relacionadas a oxidacdo das bases
guanina (G) e adenina (A) no estudo em fung&o da concentragdo dos compostos em

7z 7

ssDNA é representada, Tabela 9. Diante desses dados, é percebido que as
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diferentes posi¢cBes do grupo nitro influenciam as atividades bioldgicas, sendo
observado outro mecanismo de acdo, o dano ao DNA. Moléculas interagem
diretamente com DNA de diversas formas: elas podem ligar-se ao acido nucléico e
inibir algumas das funcbes basicas das células, tais como replicacéo, transcricéo,
transducdo de sinais e, podem bloquear interagdo de DNA com proteinas
especificas ou impedir que o DNA adote conformacdes necessarias para funcéo
biologica. O dano ao DNA causado por ligacdes entre moléculas pequenas com as
bases de DNA é frequentemente investigado através de biossensores de DNA, cujo
fundamento do método é baseado na resposta eletroquimica das bases de DNA
(Vyskocil et al., 2010).

Considerando os potenciais de reducédo listados na Tabela 9, é percebido que
a presencga do grupo nitro, eletroatraente, embora néo esteja em conjugagédo com a
quinona, facilita a reducdo desta por efeitos indutivos. Nestes derivados, é
observada também a possibilidade de formacdo de ligacdo de hidrogénio
intramolecular. Efeitos estereoeletrénicos sdo observados para o composto orto (1),
caracteristica que resulta em duas possibilidades de ligacdo de hidrogénio
intramolecular, que pode acentuar o carater eletrofilico da quinona.

A literatura apresenta uma variedade de trabalhos relacionados ao estudo de
nitroaromaticos com atividade tripanossomicida (Argtello et al., 2006; Catalan et al.;
2010; Squella et al.; 2005; Aravena et al.; 2005). Com o intuito de obter informacfes
relativas ao mecanismo de acdo destes compostos, 0s estudos sdo voltados a
analise da estabilidade dos intermediarios de reducéo do grupo nitro, caracterizando
o mecanismo de reducdo eletroquimica e assim, as reacdes as quais estes
intermediarios sdo suscetiveis, além de andlises da interagdo com importantes alvos
biolégicos, como glutationa e DNA, e andlises por espectroeletroquimica sao

realizadas para confirmar a presenca de espécies radicalares no meio reacional.
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Tabela 9. Pardmetros eletroquimicos relacionados ao mecanismo de reducdo da nor-B-lapachona e seus derivados. Parametros cinéticos,
reatividade com oxigénio e com DNA, obtidos por métodos eletroquimicos e, percentagem de decréscimo das correntes de pico referentes a
oxidacdo das bases guanina (G) e adenina (A) do ssDNA.

3

. . . . . . - Epic ~ % A
-Epe (V) - Epre (V) - Epic (V) - Epnc (V) + Epar (V) - Epc(V) P I ti Kapozy  Interacéo % G 0
Compostos . o o o o o V) K, (mol~Ls™) 4 (10,02 pA)
aprético  aprético aprdtico  aprotico aprético prético i (s-1) (s7) com DNA (6,97 pA) ver
prético
Nor-B-
B 0687 1110 -0,182 055  Negativo —
lapachona
1 (orto) 0,655 1,132 1,279 2,163 1,130 0,173 0,809 1,420 x 10° 0.36 0.20 Positivo 27 % 16 %
2 (meta) 0,659 1,088 1,279 2,038 9,700 0,256 0,826 15188 x 10° 0,06 0.72 Positivo 30% 24%
3 (para) 0,676 1,148 1,450 2,245 1,060 0,336 1,08 5.495 x 10° 0,18 0.27 Positivo 28% 21%

* Potenciais de pico em eletrodo de carbono vitreo.

k,: Constante de decaimento do anion radical por desproporcionamento (determinada a partir de estudos em eletrodo de Hg).
ty» : tempo de meia-vida do anion radical (calculado a partir de estudos em eletrodo de Hg).

Kap(o2: constante de reatividade com oxigénio (determinada a partir de estudos em eletrodo de carbono vitreo).

% G: Decréscimo da corrente de oxidacéo da base guanina (estudo em eletrodo de carbono vitreo).

% A: Decréscimo da corrente de oxidacao da base adenina (estudo em eletrodo de carbono vitreo).

Fonte: Autor, 2011.
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No presente estudo, como ja& mencionado, a nitroquinona 3, apresentou um
comportamento mais nitido para o processo llc (-1,223 V), com caracteristicas de
irreversibilidade, sendo possivelmente relacionada ao dianion quinénico ou, a prépria
quinona, uma vez que o mecanismo de desproporcionamento foi confirmado e o
estudos por espectroeletroquimica evidenciaram a formagdo dos anions radicais
semiquinona e nitro nos primeiro e terceiro processos redox, respectivamente.

As nitroquinonas 1 e 2 apresentaram um ombro catédico (~ I'c - 1,0 V)
intermediario entre o primeiro e o segundo picos de reducdo. Como os estudos em
espectroeletroquimica confirmaram que as ondas Ic e llc, com caracteristicas de
reversibilidade, referem-se aos anions radicais semiquinona e nitro,
respectivamente, este também deve referir-se ao dianion quinénico ou a reducédo da
guinona regenerada por desproporcionamento. Contudo, ressalta-se que os estudos
por espectroeletroquimica de 2 foram realizados em momento anterior (Hernandez
et al., 2008), com evidéncias de formacdo do anion radical nitro no segundo
processo de reducdo. Assim, a presenca do anion radical nitro € observada no
processo llc, tanto para o derivado 1 quanto para 2, situado em mesmo potencial de
reducédo (- 1,279 V), Tabela 9, enquanto que para 3, este intermediario é gerado em
potencial mais catddico, -2,022 V, vs. Ag|AgCI|CI.

Os estudos em eletrodo de mercurio permitiram quantificar a estabilidade dos
produtos de reducéo, para primeira onda, das nitroquinonas. O decaimento do anion
radical semiquinona se da por desproporcionamento em taxas elevadas,
obedecendo a seguinte ordem: QPh-m-NO,> QPh-p-NO2 > QPh-0-NO,, Tabela 9,
com menor tempo de meia-vida relacionado & maior constante e, portanto, referente
ao composto 2.

Elevadas taxas de decaimento para os anions radicais podem ser vantajosas
devido ao menor tempo de permanéncia no organismo, apls efeito desejado, e
consequentemente menor possibilidade de toxicidade (Argtello et al., 2006).

A reatividade com oxigénio foi observada e, conseqientemente, a geracao
de ERO, reforcando os ensaios bioldgicos que revelaram a inducdo da morte celular
por apoptose. E bem conhecido que o grupo quinona pode gerar espécies reativas
de oxigénio e, que estas podem induzir dano ao DNA (Kim et al., 2005; Mizutani et
al., 2005). Além do DNA, EROs podem atacar outros alvos celulares, como proteinas

e lipidios (Figura 1, pag. 33). Assim, de acordo com as constantes de associacao

entre os produtos da reducdo da nor-B-lapachona e nitroderivados 1, 2 e 3 e
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oxigénio, Tabela 9, a seguinte ordem de reatividade foi observada: (2) QPh-m-NO, >
nor-B-lapachona > (3) QPh-p-NO2 > (1) QPh-0-NO,. Desta forma, maior habilidade
em gerar espécies reativas de oxigénio é atribuida a 2 e a nor-B-lapachona. Porém,
estes valores néo séo discrepantes e, portanto, a capacidade de gerar o estresse
oxidativo, morte celular por apoptose, é atribuida a nor-B-lapachona e seus
nitroderivados, de acordo com ensaios bioldgicos realizados para estes compostos.

Contudo, a fragmentacdo do DNA, observado nos estudos pelo teste do
cometa, foi corroborada a partir dos ensaios eletroquimicos em biossensor de DNA.
Contrariamente a nor-p-lapachona, as nitroquinonas causaram tanto dano direto ao
DNA, bem como os seus produtos de reducéo. Para o composto 1, foi observado um
pico de oxidacdo em +0,35 V, apés a reducdo dos grupos eletroativos, que de
acordo com estudos da literatura para o nitrocomposto niclosamida em biossensor
de dsDNA (De Abreu et al., 2002) pode estar relacionado a 8-oxoguanina, produto
da oxidacdo da guanina, conferindo maior reatividade para este derivado frente ao
DNA.

Adicionalmente, utilizando a metodologia de ssDNA (DNA em fita simples), foi
confirmada a interacdo com o DNA. De acordo com os dados da Tabela 9, as
nitroguinonas promoveram acentuado decréscimo (entre 25-30%) nas correntes de
oxidacdo da base guanina em concentracdo na ordem de 10 uM, o que néo foi
observado para a nor-pB-lapachona mesmo em concentracdo de 100 uM. Efeito
similar também foi observado para a onda de oxidacdo da adenina. Diante desse
comportamento, é comprovada a possibilidade de formacdo de adutos com DNA a
partir das nitroquinonas ou, o dano ao DNA pelos produtos de biorreducéo das
mesmas. E bem relatada que devido as suas caracteristicas eletrofilicas, quinonas
sdo aceptores de Michael, apresentando entdo alta afinidade por biomoléculas
(Asche et al., 2005). Assim, esta caracteristica pode ter sido acentuada pela
presenca do grupo nitro.

Contudo, embora o mecanismo adicional observado para as nitroquinonas, o
dano direto ao DNA, tais atividades sdo resultado de um efeito sinérgico dos dois
grupos funcionais. Esta consideracdo € subsidiada pelas andlises realizadas com
nitroanilinas precursoras, Tabela 10, frente as células tumorais, com atividade

inexpressiva.



153

Tabela 10. Determinacdo dos valores de Clso para as nitroanilinas precursoras.

Linhagens celulares - Clgo-pug/mL (IC95%)

Amostras HCT8 MDA-MB435 SF295
Para-Nitroanilina >25 >25 >25
Meta- Nitroanilina >25 >25 >25
Orto- Nitroanilina >25 >25 >25

Células: MDA-MB435 (melanoma - humano), HCT-8 (c6lon - humano) e SF-295 (glioblastoma -
humano).

Fonte: Autor, 2011.

As amostras foram testadas em concentracdes que variaram de 0,333 a 173
pHg/mL. Os experimentos foram analisados segundo suas meédias e respectivos
intervalos de confianca, a partir da regressdo nédo linear no programa GraphPad
Prism. Cada amostra foi testada em triplicata em dois experimentos independentes.
Nenhuma das amostras apresentou citotoxicidade para as células tumorais em uma

concentracéo de até 173 pg/mL.

Desta forma, a sintese de composto de funcionalidade mista € uma alternativa
viavel no desenvolvimento de farmacos com maior potencial terapéutico. O grupo
quinona, presente em todos os compostos estudados, confere a habilidade de
geracdo de espécies reativas de oxigénio e consequente estresse oxidativo,
mecanismo observado em células com alta concentracdo de oxigénio, resultado em
morte celular por apoptose. Por outro lado, o dano direto ao DNA consequente da
presenca do grupo nitro € de extrema relevancia no tratamento de células
cancerosas com limitada concentracdo de oxigénio.

Outra caracteristica importante que merece destaque é a atividade
tripanossomicida observada para as nitroquinonas 1 e 2, Tabela 2 (pag. 67), que
superou o benznidazol, nitrocomposto atualmente aceito para o tratamento da
Doenca de Chagas (Da Silva et al.,, 2010). Esta atividade reforca o efeito da
presenca do grupo nitro nestas moléculas sobre a atividade tripanossomicida,
dependente de biorreducéo a varios intermediarios citotoxicos, como o anion radical

nitro, nitroso e hidroxilamina.
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Os estudos por espectroeletroquimica confirmaram a geracdo dos anions
radicais semiquinona e nitro no processo de reducdo das nitroquinonas e, como ja
mencionado, essa caracteristica é relevante do ponto de vista bioldgica, haja vista a
capacidade de ciclagem redox inerente as quinonas e aos nitrocompostos que pode

repercutir numa profuséo de espécies reativas na célula.
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5 CONCLUSOES

Os estudos eletroquimicos das nitroquinonas em meio prético e meio aprotico,
permitiram observar que a reducdo das mesmas ocorre através de um mecanismo

de reducéo tipico de quinonas e nitroaromaticos.

As andlises eletroquimicas utilizando eletrodo de mercario permitiram a
obtencdo de parametros importantes para caracterizacdo da estabilidade dos
produtos de reducédo das nitroquinonas ((1) QPh-0-NO; > (3) QPh-p-NO, > (2) QPh-
m-NO,), sendo confirmando o mecanismo EC, reacdo quimica acoplada ao processo

eletroquimico de transferéncia de elétrons.

Diante do perfil redox distinto apresentado pelas nitroquinonas em relacéo ao
composto precursor, nor-B-lapachona, os estudos polarograficos se mostraram
relevantes para caracterizacdo do mecanismo eletrodico, sendo confirmada a

geracédo do anion radical semiquinona em primeiro processo redox.

Os estudos por EPR (ressonancia do spin do elétron) permitiram caracterizar
0 processo redox das nitroquinonas, sendo o primeiro processo redox relacionado
ao anion radical semiquinona, enquanto que o anion radical nitro é formado no
terceiro processo reducdo, para 3, enquanto que nas nitroquinonas 1 e 2, este
intermediario € gerado no segundo processo redox. Estes intermediarios estédo
diretamente relacionados as atividades bioldgicas destes compostos, como relatado

na literatura.

A segunda onda de reducdo observada para o composto 3, ou ombro
catddico intermediario para os compostos 1 e 2, deve estar relacionada a reducao
da semiquinona ao dianion correspondente ou, diante da presenca de reacao
guimica acoplada ao processo eletroquimico, a redu¢do da quinona regenerada por

desproporcionamento.

Estudos eletroquimicos realizados para a nor-B-lapachona e nitroderivados
evidenciaram que seus produtos da redugdo interagem com oxigénio, 0 que da
suporte para mecanismo biologico de acédo destes compostos, sendo relacionado a

geracgao de estresse oxidativo (EO).



156

7

O mecanismo mencionado acima é uma consequéncia do potencial de
reducdo dos compostos, os quais se encontram em uma faixa 6tima para
transferéncia de elétrons ao oxigénio, desencadeando as atividades biolégicas com

base no desbalanco redox.

A interacdo direta e apOs reducdo das nitroquinonas foi observada nos
estudos com biossensor eletroquimico de DNA, apontando um novo caminho para

as atividades biolégicas.

Diante do carater lipofilico das nitroquinonas, o aumento da solubilidade das
mesmas em meio aquoso atraveés da formacdo de complexo de inclusdo com [3-
ciclodextrina abre um leque para o preparo destes complexos para avaliacdo das

atividades biolégicas in vivo.
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PERSPECTIVAS

Realizar estudo quantitativo para avaliar a interacdo da nor-B-lapachona e
seus derivados nitroquinonas com B-ciclodextrina e assim, determinar as constantes

de associagao entre as mesmas, por metodos eletroquimicos e espectroscopicos.
Preparar complexos de incluséo entre nor-B-lapachona e nitroquinonas para
analises por ressonancia magnética nuclear (RMN) com objetivo de caracterizar o

mecanismo de encapsulamento, bem para posteriores ensaios biolégicos, in vivo.

Analisar a reatividade dos complexos com dsDNA, ssDNA e glutationa.
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