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RESUMO

Quinonas apresentam relevantes atividades biolégicas, como antineoplasica,
anti-inflamatéria, antioxidante, antiviral e antifingica. As vias moleculares
relacionadas com a bioatividade de quinonas abrangem: estresse oxidativo (EO),
alquilacdo biorredutiva (ABR) por meio da geracdo de intermediarios eletrofilicos,
adicdo de Michael por varios endobidticos nucleofilicos e, ainda, através da
complexacdo com metais, com mecanismos similares e 4s vezes intensificados. O
efeito prejudicial das ERO, ERN e outras espécies reativas, responsaveis, quando
em excesso, pelo EO, pode ser controlado pela acdo de antioxidantes, como o acido
lipéico (AL), no entanto, ele exerce a maioria dos seus efeitos em concentracdes
micromolares elevadas, por isso € cada vez mais crescente 0 interesse em
derivados do AL, uma vez que combinacdes moleculares (hibridos) obtidas por
acoplamento de AL com uma porgdo bioativa amino-substituida, podem apresentar
atividade multifuncional. Este trabalho estd organizado em duas partes,
interrelacionadas. Na primeira, substancias farmacologicamente ativas, resultantes
da hibridacdo molecular de quinonas e pterocarpanos foram estudadas
eletroquimicamente nos meios prético e aprético, utilizando carbono vitreo como
eletrodo de trabalho. Os compostos apresentaram um comportamento redox
complexo, com o surgimento de ondas adicionais relacionadas a mudangas
estruturais. Os produtos da eletrorreducédo das pterocarpanoquinonas reagiram com
oxigénio, indicativo da geracdo de EROs e explicando, em parte, seu efeito
citotoxico. Além disso, para o derivado mais promissor, a LQB-118, foi investigada a
interagcdo com DNA, que se mostrou negativa. A segunda parte deste trabalho visou
a obtencado de amidas a partir da reacao do acido a-lipbico com aminas aromaticas,
para serem avaliadas quanto ao seu efeito antioxidante protetor contra a
peroxidacdo de lipidios e seu perfil eletroquimico. Obtiveram-se trés derivados,
sendo um inédito, o LA-SCHs. Na busca da melhor correlacdo entre as propriedades
antioxidantes das amidas derivadas e a lipofiia das mesmas, calculou-se
teoricamente o coeficiente de particdo n-octanol-agua (log P). A protecdo da
peroxidacdo lipidica foi avaliada usando um modelo de lipoperoxidacdo em
membrana (lipossomas unilamelares de lecitina de soja) mediado pelo radical
peroxila. Ensaios de peroxidacdo lipidica mostraram que todos 0s compostos
protegeram a membrana, sendo que o derivado LA-OH apresentou efeitos
protetores na membrana similares ao Trolox e mais efetivo que seu precursor, 0
acido lipdico. O IC5p de LA-OH foi calculado. O efeito protetor aqui evidenciado é
relevante, visto que a hibridagdo molecular realizada neste trabalho favoreceu a
protecdo da membrana. LA-OH também foi estudada eletroquimicamente em meio
prético, com evidéncia de dois picos de oxidagdo, caracteristicos de sistemas
multifuncionais representados por grupos fendlicos e pontes dissulfeto.



ABSTRACT

Quinones present significant biological activities such as anticancer, anti-
inflammatory, antioxidant, antiviral and antifungal. The molecular pathways related to
the bioactivity of quinones include: oxidative stress (OS), bioreductive alkylation
(BRA) by generating electrophilic intermediates, Michael addition of various
nucleophilic endobiotics and also through metal complexation, with similar
mechanisms and sometimes enhanced effects. The detrimental effect of ROS, RNS
and other reactive species, responsible, when in excess, for OS, can be controlled by
the action of antioxidants such as a-lipoic acid (LA), however, it exerts most of its
effects at high micromolar concentrations. There is an upraising interest in derivatives
of LA, since molecular combinations (hybrids) obtained by coupling LA with a
bioactive amino-substituted moiety may exhibit multifunctional activity. This work is
organized in two inter-related parts. At first, pharmacologically active
pterocarpanquinones were studied electrochemically, in aprotic and protic media,
using glassy carbon working electrode. The compounds showed complex redox
behavior, with evidence of additional waves related to structural changes. The
products of the electroreduction of pterocarpanquinones have been shown to react
with oxygen, indicative of ROS generation and explaining, in part, the reported
cytotoxic effect. Additionally, the interaction with DNA of the most promising
derivative, LQB-118, was investigated and showed to be negative. The second part
of this study aimed to obtain amides from the reaction of LA with aromatic amines, to
be evaluated toward their antioxidant protective effects against lipid peroxidation,
along with their electrochemical profile. Three derivatives were obtained, being the
methylthio derivative, LA-SCHj3, reported for the first time in the literature. In search
for the best correlation between the antioxidant properties of derived amides and
their lipophilicity, we have calculated the coefficient of partition n-octanol-water (log
P). The protection against lipid peroxidation was evaluated using a model of peroxyl
radical-mediated lipid peroxidation using a modified membrane (unilamellar soybean
lecithin). Lipid peroxidation assays showed that all compounds protected the
membrane, and the LA-OH had similar protective effects on membrane as Trolox and
more effective than its precursor, LA. The protective effect shown here is relevant,
since the molecular hybridization performed in this study favored the protection of the
membrane. ICso value for LA-OH was obtained as well as its electrochemical profile in
protic medium, with evidence of two oxidation peaks, characteristic of its
multifunctional characteristics, represented by phenolic and disulfide groups.
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1 INTRODUCAO

O estudo das reacgdes que envolvem a transferéncia de elétrons é relevante
para o entendimento de varios processos que acontecem no meio bioldgico, como
por exemplo, a respiracdo celular, a neurotransmissao e a fotossintese. Esses e
varios outros processos sdo governados ou estimulados por reacdes
oxidorredutivas, as quais garantem funcdes vitais e a integridade celular. A
eletroquimica também auxilia no planejamento de compostos biologicamente ativos
e pode ser uma ferramenta util para a determinacdo de seus mecanismos de acéao,
0S quais, muitas vezes envolvem ativacdo biorredutiva ou biooxidativa, a
transferéncia de elétrons ao oxigénio, através da geracdo ndo balanceada de
espécies reativas de oxigénio (ERO) ou nitrogénio (ERN), configurando um quadro
de estresse oxidativo (HILLARD et al., 2008).

Espécies reativas de oxigénio (ERO), nitrogénio (ERN) e outras espécies
reativas (Figura 1), sdo produtos do metabolismo celular normal e sdo observadas
em diversas condi¢des fisiologicas, tais como, na fagocitose, fenbmeno em que
essas espécies sao produzidas para eliminar o agente agressor, na apoptose, no
controle da pressao sanguinea, entre outros (VASCONCELOS et al., 2007). Tanto a
geracdo de ERO, quanto de ERN, tém despertado grande interesse devido ao papel
biolégico duplo que apresentam (VALKO et al., 2006). Dependendo da sua
concentracdo, podem ser benéficos ou prejudiciais para as células e tecidos. Em
baixos niveis fisiologicos, funcionam como "mensageiros redox", na sinalizacdo
intracelular e regulacdo (CIRCU; AW, 2010); ja, em altas concentracfes, podem
causar dano oxidativo em biomoléculas (lipidios, proteinas, DNA), levando,
consequentemente, a muitas doencas cronicas, tais como aterosclerose, cancer,
diabetes, artrite reumatoide, doencas cardiovasculares, inflamacgéo cronica, acidente
vascular cerebral, outras doencas degenerativas, como doenca de Alzheimer,
doenca de Parkinson, além do envelhecimento (UTTARA et al., 2009). A figura 1

mostra a geracao das principais espécies reativas atuantes no meio biologico.

Quando o sistema de defesa detecta alteracdes nos niveis de espécies
reativas, as células desencadeiam mecanismos de desintoxicacdo, através dos
agentes antioxidantes intracelulares a fim de controlar e reestabelecer a homeostase

redox. Porém, quando ocorre uma persisténcia do ciclo redox ou quando os
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mecanismos de protecdo ndo sdo suficientes para garantir este equilibrio, h4
aumento intracelular dos oxidantes promovendo o extresse oxidativo (CIRCU; AW,
2010; DA SILVA; FERREIRA; DE SOUZA, 2003; VASCONCELOS et al., 2007).
Define-se 0 estresse oxidativo como um desequilibrio entre espécies pro-oxidantes e
antioxidantes em favor dos oxidantes (HALLIWELL, 2006), levando a mudancas na
sinalizacdo e controle redox e, consequentemente, causando danos a moléculas
biologicamente importantes (JONES, 2006), como o DNA, proteinas, lipidios e

acucares.

Figura 1 — Geracéo das principais espécies reativas de oxigénio, nitrogénio e outras.
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NO,", N,O; NO," + CO;~+ CO,+ NO;"

Fonte: Adaptado de HILLARD et al., 2008.

Como ja mencionado, o efeito prejudicial das ERO, ERN e outras espécies
reativas pode ser controlado pela acdo de antioxidantes enzimaticos como, por
exemplo, as enzimas superéxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa
peroxidase (GPx) e nao-enzimaticos, tais como as vitaminas — E (tocoferois), C
(acido ascorbico), A (carotenoides); tiois — glutationa reduzida (GSH) e acido lipdico
(AL); minerais — selénio, cobre, manganés e zinco; flavondides; fitoquimicos;
coenzima Q, polifenéis (CHOUDHARI et al., 2014), entre outros. As diversas formas
de atuacao antioxidante no controle do estresse oxidativo sdo mostradas na figura 2.
Observa-se na reacao 1, que o anion radical superoxido formado a partir do oxigénio

molecular sofre dismutacdo pela enzima superoxido dismutase (SOD), convertendo-
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se a peroxido de hidrogénio, o qual é eliminado mais eficientemente pela enzima
glutationa peroxidase (GPx) que requer GSH como doador de elétrons, ou também
pode ser convertido em agua e oxigénio molecular pela enzima catalase (reacéo 2).
Para que a glutationa oxidada (GSSG) seja reduzida de volta a GSH, pela acdo da
enzima glutationa redutase (Gred), faz-se necessério utilizar NADPH como doador
de elétrons, como mostrado na reacao 3. Além disso, alguns metais de transicao
(por exemplo, Fe?*, Cu* e outros) podem quebrar o peréxido de hidrogénio ao radical
reativo hidroxila (reacdo de Fenton) (reacdo 4) e esta espécie pode abstrair um
elétron de &cidos graxos poli-insaturados (LH) para dar origem a radicais lipidicos
centrados no carbono (L) (reagdo 5). O radical lipidico (L") pode posteriormente
interagir com o oxigénio molecular para gerar um radical peroxila lipidico (LOO")
(reacdo 6), se o radical peroxila lipidico LOO’ resultante ndo for reduzido pelo uso de
antioxidantes, o processo de peroxidacéao lipidica ocorre. A reacdo 7 mostra que o
radical peroxila lipidico (LOO") pode ser reduzido dentro da membrana por uma
forma reduzida da vitamina E (T-OH), resultando na formacéo de um hidroperéxido
lipidico e um radical de vitamina E (TO’), ao passo que, na reacdo 8 durante o
processo de regeneracdo da vitamina E pela vitamina C, o radical de vitamina E
(TO’) é reduzido novamente a vitamina E (T-OH) pelo acido ascérbico (a forma
fisiologica de ascorbato é a espécie monoanibnica ascorbato, AscH’) gerando o
radical ascorbila (Asc’). Na regeneracdo da vitamina E pela GSH, o radical da
vitamina E oxidada (TO") é reduzido por GSH (reacdo 9) e a glutationa oxidada
(GSSG) e o radical ascorbila (Asc’) sédo reduzidos de volta para GSH e a espécie
ascorbato monoanibnica, AscH’, respectivamente, por acdo do acido diidrolipdico
(ADHL), que € convertido em &acido lipbico (AL) (reacdo 10). Observa-se, ainda, na
reacao 11, a possibilidade de regeneragao do ADHL a partir do AL usando NADPH.
Os hidroperoxidos lipidicos podem decompor-se em aldeidos, tais como o forte
oxidante 4-hidroxinonenal (reagéo 12), o qual € transformado em um aduto in6écuo
glutatiolado pela atuacdo da glutationa S-transferase (GST), uma forma da GPx
independente de selénio, através de uma adicdo de Michael (reacdo 13). Além
disso, os hidroperoxidos lipidicos podem ser reduzidos a alcodis e oxigénio

molecular pela GPx, usando GSH como doador de elétrons (VALKO et al., 2006).



21

Figura 2 — O papel da glutationa e outros antioxidantes no controle do estresse
oxidativo (equacdes ndo balanceadas).
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Fonte: Adaptado de VALKO et al., 2006.

Alguns antioxidantes realizam suas fungdes no ambiente hidrofilico da
célula, outros no meio lipofilico e alguns em ambos. A vitamina C reage com 0 anion
radical superéxido na fase aquosa, enquanto que a vitamina E desempenha seu
papel na fase hidrofébica. Ja o acido lipbico, por ser soluvel tanto em agua quanto
em gorduras, funciona tanto nas membranas celulares (predominantemente

lipofilicas) quanto no citosol (meio hidrofilico) (VALKO et al., 2006).

1.1 Substancias de interesse bioldgico

1.1.1 Acido lipoico e derivados

O acido lipdico é um composto natural, sintetizado nas mitocéndrias a partir
do &cido octandico e funciona como um co-fator de desidrogenases em complexos

multienzimaticos associadas com o ciclo do &acido citrico (CAKATAI, 2005),
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desempenhando, portanto, um importante papel no metabolismo energético
mitocondrial (KOUFAKI, 2009).

Exogenamente, o AL é facilmente absorvido da dieta, transportado para os
tecidos e rapidamente convertido em sua forma reduzida, o acido di-hidrolipdico
(ADHL) (Figura 3) (KOUFAKI, 2009; VALKO et al.,, 2006). A potente atividade
antioxidante deste composto é atribuida ao ADHL, onde os grupos sulfidrila atuam
similarmente ao grupo —SH da glutationa ou cisteina e ajudam na reducdo dos
radicais livres por fornecimento de H radicalar ou um elétron (HARDAS et al., 2013).
Vale destacar que, devido ao potencial de redugédo, muito negativo, o par redox
AL/ADHL (- 0,29 V vs NHE) atua como um forte agente redutor, sendo, em
condicdes fisioldgicas, menos eficiente apenas que o par redox NAD(P)H/NAD(P)*
(-0,32 V vs NHE) (BILSKA; WLODEK, 2005).

Figura 3 — Comportamento redox: acido lipdico (AL) - &cido di-hidrolip6ico (ADHL).

0] (o)
2e” + 2H*
OH a4/—]———> OH
S§——S SH SH
Acido lipéico (AL) Acido di-hidrolipéico (ADHL)

Fonte: Adaptado de KOUFAKI, 2009 e VALKO et al., 2006.

De modo geral, a atuacdo antioxidante proporcionada pelo par AL/ADHL
pode ser resumida nas seguintes funcdes: controle e regulacdo das espécies
reativas de oxigénio e nitrogénio através de reacBes com radicais superoxido,
hidroxila, peroxila e oxigénio singlete, comportando-se como um sequestrador de
ERON; regeneracdo de antioxidantes enddgenos e exdégenos, como tocoferol, acido
ascorbico, ubisemiquinona, tioredoxina e glutationa reduzida, aumentando seus

2 & 0 Fe™, além da

niveis intracelulares; quelacdo de metais, incluindo o Cu
reparacao de proteinas oxidadas (VALKO et al., 2006), como mostrado na Figura 4.
As linhas em verde representam o sequestro de ERON e as linhas em vermelho

representam a producdo dessas espécies.
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Figura 4 — Vias de atuacao do 4cido lipdico (AL).
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Fonte: Adaptado de Moura, 2014 (comunicacdo pessoal).

Devido a estas propriedades, varios estudos mostram que o acido lipoico
esta sendo indicado para o tratamento de diversas doencas cronicas que direta ou
indiretamente estdo relacionadas ao estresse oxidativo, tais como enfermidades
hepatica e renal (ABDEL-ZAHER et al., 2008); diabetes (DE OLIVEIRA et al., 2011,
HENRIKSEN, 2006; PACKER et al., 2001); doencas neurodegenerativas, como a
doenca de Alzheimer (HARDAS et al., 2013; HOLMQUIST et al., 2007); doencas
cardiovasculares (HE et al., 2012; SOKOLOWSKA et al., 2014); inflamatdrias, como
a colite ulcerativa (TRIVEDI; JENA, 2013); diversos tipos de neoplasias malignas tais
como o cancer de mama (DOZIO et al., 2010; LEE et al., 2010; ROSSI et al., 2008) e
leucemia (PACK et al., 2001). Mais recentemente, estudos indicam que o AL pode
ter efeito preventivo e/ou curativo em desordens neuropsiquiatricas, como disturbios
de esquizofrenia (DESLAURIERS et al., 2014) e autismo (GHANIZADEH, 2012).

No entanto, ele exerce a maioria dos seus efeitos em concentracdes
micromolares elevadas (2,0 — 2,5 mM) (KOUFAKI et al., 2009). No homem, a
administracdo de uma dose oral Unica de 600 mg eleva a concentragdo plasmatica
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de AL de 10 para 25 puM. Para a atividade anti-hiperglicémica, por exemplo, essa
variacdo de concentragdo ndo se traduz em qualquer efeito. Duas razdes possiveis
sdo mencionadas para explicar o efeito marginal de uma dose oral de AL sobre os
niveis de glicose no sangue: curto tempo de meia-vida (30 min) e baixa
biodisponibilidade (30%) (GRUZMAN et al., 2004). Devido a isso, o planejamento e a
sintese de moléculas hibridas derivadas do &cido lipdico tém sido uma interessante
fonte de pesquisa. Em um artigo de revisdo publicado em 2009, Koufaki et al.
enfatizaram que conjugados derivados do AL, além de possuir atividade antioxidante
mostraram uma grande variedade de outras atividades, tais como: neuroprotetora,
cardioprotetora, antiproliferativa, anti-inflamatoria, antidiabética, entre outras (Figura
5).

Figura 5 — Exemplos de derivados do acido lipdico.
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Fonte: ROSINI et al., 2005; HARNETT et al., 2002; KOUFAKI et al., 2001; KOUFAKI et al., 2001.
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De maneira geral, amidas de AL exibem atividade biolégica mais elevada do
que o composto original, além disso, as combina¢des moleculares (hibridos) obtidas
por acoplamento de AL com uma porcdo bioativa amino-substituida, podem
apresentar atividade multifuncional (KOUFAKI et al., 2009).

A lipocrina (Figura 5A — n = 3 e R = Cl) € 0o exemplo mais promissor dos
compostos hibridos sintetizados por Rosini e colaboradores (2005) para serem
avaliados frente a atividade inibitoria da acetilcolinesterase (AchE) e a producédo de
espécies reativas de oxigénio intracelular em células neurais. Os valores de ICso que
neste caso, representam a concentracdo necessaria para inibir a atividade
enzimatica da AchE em 50%, demonstram que a proposta de combinagcdo molecular
foi extremamente positiva. O ICsp para os protétipos tacrina e acido lipoico foram,
respectivamente, 424 nM e >1.10” nM, enquanto que para a lipocrina (Figura 5A — n
=3 e R =Cl), o ICs foi de 0,253nM. Além de inibir a atividade catalitica da
acetilcolinesterase (AChE), a lipocrina também protege as células neurais da acédo
dasespécies reativas de oxigénio, sendo um composto promissor para novos
farmacos anti-Alzheimer (ROSINI et al., 2005). O composto mostrado na Figura 5B,
obtido pela hibridacdo molecular do acido lipéico com fenilaminas é capaz de
proteger as células neurais contra a citotoxicidade do glutamato e previne a perda de
glutationa intracelular.(HARNETT et al., 2002). Estudos de Koufaki et al., 2001
mostraram que quando o acido lipoico e trolox foram conectados para formar
amidas, usando aminas alifaticas ou arométicas (Figura 5E), todos 0os compostos
testados eram potentes inibidores da peroxidacgao lipidica em membranas de figado
de ratos induzidas por ions ferrosos e ascorbato. Os valores de ICsy deixam claro
que a protecao foi consideravelmente melhorada apos a combinacdo molecular,
visto que para o trolox o ICs foi 24,8 UM, para o acido lipdico foi maior que 1000 uM

e para os derivados esse valor variou de 0,06 a 2,58 puM.

Esses exemplos evidenciam o relevante papel que amidas desempenham
na Quimica Medicinal, além disso, muitos dos farmacos ja utilizados em clinica
médica apresentam esta funcdo orgénica, fato que desperta cada vez mais o
interesse pela sintese de amidas. As amidas sao tipicamente sintetizadas a partir da
condensacao de acidos carboxilicos com aminas. Porém, a reacao entre esses dois

grupos funcionais ndo ocorre espontaneamente a temperatura ambiente, sendo
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necessario um aquecimento vigoroso (160-180°C) e invidvel, uma vez que altas
temperaturas podem prejudicar a integridade dos substratos. Por esta razao,
normalmente opta-se por ativar o acido carboxilico, num processo que geralmente
ocorre convertendo a hidroxila do acido em um bom grupo abandonador antes do
tratamento com a amina (Figura 6). Uma metodologia amplamente utilizada € a
conversdo do acido carboxilico em cloreto de acila na presenca de cloreto de tionila
(SOCIy), cloreto de oxalila (COCIy), tricloreto de fosforo (PCl3), oxicloreto de fosforo
(POCI3) ou pentacloreto de fosforo (PCls). Apos a formacdo do cloreto de acila, a
sintese da amida ocorre pela adi¢cdo da correspondente amina ao meio reacional.
Bases adicionais, como a trietilamina, sdo usualmente utilizadas para neutralizar o

HCI formado e evitar a conversdo da amina em seu sal ndo reativo (Figura 7).

Figura 6 — Principio do processo de ativagdo para formacgao da ligacdo amida.
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ativacao
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Fonte: MONTALBETTI; FALQUE, 2005.

Figura 7 — Mecanismo de formagéo do cloreto de acila utilizando cloretos de tionila e
de oxalila e posterior aminélise do cloreto de acila.
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Fonte: MONTALBETTI; FALQUE, 2005.
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Outra estratégia utilizada para ativar os &cidos carboxilicos é através dos
chamados reagentes de acoplamento que atuam como agentes desidratantes e
convertem o acido carboxilico em grupos funcionais mais reativos, tais como 0s
cloretos de acido, anidridos ou ésteres (VALEUR; BRADLEY, 2008) para posterior
reagcdo com os nucledfilos. Os reagentes de acoplamento frequentemente usados
para a sintese de amidas, anidridos ou ésteres séo as carbodiimidas (Figura 8), por
apresentar condi¢cdes brandas e um protocolo experimental simples, preservando a
integridade dos centros assimétricos (MONTES D’OCA, 2010).

Figura 8 — Exemplos de carbodiimidas comumente usadas na sintese de amidas,

anidridos e ésteres.
DCC
>—N=C=N4<
DIC

HCI

EDAC
Fonte: Autora, 2014.

Lu et al., 2011 sintetizaram uma amida derivada do acido lipéico (Figura 9),
utilizando EDAC como reagente de acoplamento. Em seu trabalho, o autor descreve
a reacdo entre um derivado de apocinina previamente sintetizado e o acido lipéico
com emprego de HOBt (1-hidroxibenzotriazol) na sintese da amida. Este derivado
apresentou efeito protetor mais potente em citotoxidade, evidenciando que o
acoplamento do &cido lipéico com o derivado da apocianina é uma estratégia valida

para melhorar a atividade biolégica dos precursores.
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Figura 9 — Estrutura da amida derivada do &cido lipdico.

O._ _CH;
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H

Fonte: LU et al., 2011.

Alguns ésteres ativados tais como ésteres aromaticos sdo geralmente mais
faceis de hidrolisar que os ésteres de alquila e sdo propensos a reagir com uma
grande variedade de nucledfilos. Eles reagem facilmente com aminas, em condi¢des
suaves, e tendem a minimizar o processo de racemizagdo. Esteres de N-hidroxi-
sucinimida (NHS) (Figura 10), no entanto, oferecem uma alternativa interessante,
uma vez que sdo solluveis em 4gua e, por conseguinte, sua eliminagcdo na etapa de

elaboracao € mais facil.

Figura 10 — Estrutura do NHS e estrutura genérica do éster ativado formado.

o o o
E‘éN—OH E“iN—OJLR
o o

NHS Ester ativado
Fonte: MONTALBETTI: FALQUE, 2005.

Neste contexto, uma parte deste trabalho relata a sintese de novas amidas a
partir da reacdo do &cido lipéico com aminas aromaticas, para serem avaliadas
quanto ao seu efeito antioxidante protetor contra a peroxidacéo de lipidios e analise

de seu perfil eletroguimico.
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1.1.2 LQB-118 e seus derivados - O caso das pterocarpanoquinonas

biologicamente ativas

A busca por farmacos cada vez mais eficazes e seletivos leva pesquisadores
a sintetizarem novos compostos com grupos funcionais reconhecidamente ativos,
tais como as quinonas e pterocarpanos, e/ou promover mudancgas estruturais em
compostos cuja atividade biologica ja é conhecida a fim de intensifica-la.
(FERREIRA, 2013). Um planejamento racional € relevante para a sintese de
possiveis candidatos a farmacos. A escolha dos grupos ativos, bem como dos
substituintes é crucial, pois € isso que vai determinar as atividades farmacoldgicas,
além disso, a relacdo estrutura/atividade contribui significativamente para a
compreensao do mecanismo de acdo destes compostos. O segundo grupo de
compostos, objeto de estudo do presente trabalho, sdo as chamadas
pterocarpanoquinonas, que também séo resultantes de combina¢des moleculares e
possuem em sua estrutura uma porcdo quinonoidica e uma porcdo oriunda de
pterocarpanos. Para melhor compreender a importancia da hidridacdo molecular,
faz-se necessario, inicialmente, uma explanacdo geral da atuacdo desses

compostos isoladamente.
1.1.2.1 Quinonas

As quinonas tém sido amplamente estudadas devido as suas propriedades
Gnicas e varios papéis fisioldgicos/bioldgicos relevantes. Elas estdo amplamente
distribuidas na natureza e envolvidas em processos bioquimicos vitais para plantas
e animais, principalmente nos niveis da cadeia de transporte de elétrons e da
fotossintese (EL-NAJJAR, 2011; DA SILVA; FERREIRA; DE SOUZA, 2003;
KISHIKAWA; KURODA, 2014). Como exemplo, pode-se citar a plastoquinona que
esta envolvida nas reacdes fotossintéticas, a ubiquinona que funciona como
carreadora de elétrons na cadeia de transporte de elétrons mitocondrial, sendo
fundamental na respiracao celular e producéo de energia aerdbia, a vitamina K que
desempenha um papel benéfico na coagulacdo do sangue, metabolismo e
crescimento dos o0ssos. Além destes papéis biologicos, quinonas tém aplicagédo
clinica e industrial, por exemplo, a doxorrubicina, uma antraquinona, tem sido

amplamente utilizada no tratamento de tumores malignos e, ainda, derivados de
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antraquinona representam uma grande classe de corantes e pigmentos
(KISHIKAWA:; KURODA, 2014) (Figura 11).

Figura 11 — Exemplos de quinonas biologicamente importantes.
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Fonte: Autora, 2014.

Apesar dos varios efeitos benéficos acima mencionados, quinonas também
sao consideradas como uma classe de toxinas que podem causar uma variedade de
efeitos nocivos sobre as células vivas, incluindo a citotoxicidade aguda,
imunotoxicidade e carcinogénese (BOLTON et al.,, 2000; KISHIKAWA; KURODA,
2014). E justamente esse comportamento duplo que confere a essa classe de
compostos uma peculiaridade de grande interesse para 0s pesquisadores,

especialmente na Quimica Medicinal.

As naftoquinonas sdo consideradas privilegiadas em quimica medicinal
(FERREIRA et al., 2013; DA SILVA et al., 2002; SALAS et al., 2008). Destacam-se,

nestes compostos, anéis redox acoplados a variados sistemas heterociclicos
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(furanico, piranico, pirrdlico, etc.), normalmente nas posi¢oes 1,4; 2,3 ou 3,4 do anel
naftalénico, indicando sua importancia na bioatividade (DA SILVA; FERREIRA; DE
SOUZA, 2003). Em estudos farmacologicos, as quinonas apresentam variadas e
potentes atividades biologicas tais como laxante, antineoplasica, mutagénica, anti-
inflamatodria, antioxidante, antiviral, antifingica, antibacteriana, protozoocida e
moluscicida (BERNARDO et al., 2011; DA SILVA; FERREIRA; DE SOUZA, 2003;
EL-NAJJAR et al., 2011; MARTINEZ; BENITO, 2005; KUMAGAI et al., 2012).

No ambiente celular, quinonas podem ser metabolizadas via redu¢céo de um
elétron para formar o anion radical semiquinona (Q”), ou via reducdo de dois
elétrons para formar hidroquinonas. A reducdo de um életron é catalisada por
enzimas redutases como NADPH citocromo P-450 redutase, tendo como mediador
redox a flavina dinucleotideo (FAD); citocromo b5 redutase ou NADPH ubiquinona
oxidoredutase. Dependendo do potencial de reducdo da quinona, este processo
pode ser cineticamente facilitado ou dificultado. Em condi¢cdes aerbbias, as
semiquinonas reduzem o oxigénio molecular ao anion radical superéxido (O;7), o
qual desencadeara uma série de reacBes importantes. Na presenca da enzima
superoxido dismutase (SOD), o O,” é transformado em peréxido de hidrogénio
(H20,). Apesar do H,O, ndo ser um radical livre, € uma substancia muito reativa,
podendo, também, promover a oxidacdo de algumas biomoléculas. Além disso, este
anion-radical superéxido por catélise com metais de transicdo (reacdo de Fenton),
ou por reacdo com H,O, (reacdo de Harber-Weiss), gera HO" no interior da célula
(Figura 13). Vale salientar que HO® e H,O, sdo os principais responsaveis pelo
estresse oxidativo celular e a adicdo do radical hidroxila (HO") na dupla hélice do
DNA é rapidissima, provocando danos (EL-NAJJAR, 2011; DA SILVA; FERREIRA;
DE SOUZA, 2003). Ja a reducao bieletrbnica é catalisada por oxidorredutases como
a NAD(P)H:quinona oxidorredutase (NQO1) formando hidroquinonas (QH>),
relativamente mais estaveis (DA SILVA; FERREIRA; DE SOUZA, 2003; KUMAGAI et
al., 2012). Como observado na figura 12, a facilidade de reducdo das quinonas por
um ou dois elétrons pode ser explicada pelo fato de transformar sistemas nao-
aromaticos em aromaticos (DE ABREU; FERRAZ; GOULART, 2000).

Compostos quinonodides apresentam duas propriedades que sé&o essenciais

para a compreensdo de seus efeitos em sistemas biologicos. Por um lado, eles
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podem agir como pro-oxidante transferindo elétrons de um substrato biolégico para o
oxigénio, gerando ERO e, assim, induzindo ao estresse oxidativo nas células. Em
células cancerigenas, esse desbalanco redox pode promover diversas alteracdes

culminando em apoptose.

Figura 12 — Reduc&o de quinonas (Q) via 1 e 2 elétrons, gerando semiquinonas (Q™) e
hidroquinonas (QH,), respectivamente.
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Fonte: Adaptado de EL-NAJJAR et al., 2011.

Alternativamente, a ativacdo pode acontecer através da reducdo de dois
elétrons, a qual pode ser seguida pela sua inativacdo por glucoronidacdo e/ou
sulfonagdo ou pela conversdo da hidroquinona em intermediarios alquilantes, os
chamados quinonametidios (HILLARD et al., 2008). Por outro lado, quinonas podem
ser submetidas ao ataque de nucledfilos devido ao seu carater eletrofilico (EL-
NAJJAR et al., 2011; KUMAGAY et al., 2012). A maioria das reacdes de quinonas
com nucledfilos ocorrem por adicdo de Michael resultando na formacao de tioéteres
de hidroquinonas, também chamados de adutos de Michael (MONKS et al., 1992;
PERLINGER et al., 2002; YADAV et al., 2007). Atuando como aceptores de Michael,
as quinonas formam ligagBes covalentes com nucledfilos tidlicos celulares, como a
glutationa, ou com residuos de cisteina das proteinas levando a altera¢cdes no
equilibrio de tidis nas células, interferindo no processo de regulacdo celular e/ou
promovendo a alquilacdo de proteinas (BOLTON et al., 2000; MONKS et al., 1992).
Dessa forma, a citotoxicidade das quinonas pode ser benéfica ou deletéria, por
varios mecanismos, tais como ciclagem redox, arilacéo, intercalacado na dupla hélice
do DNA, geracdo de sitios radicalares especificos, interferéncia na cadeia

respiratéria mitocondrial, inibicAo enzimatica, peroxidacdo lipidica, entre outros
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(MONKS et al.,, 1992; MONKS; JONES, 2002). Os potenciais mecanismos
citotéxicos de quinonas sdo mostrados na figura 13, os quais abrangem a geracéao
de estresse oxidativo/nitrosativo (escrito em azul), as espécies reativas mais
representativas e as rotas seletivas de sua geracdo ou interconversdo. Radicais
semiquinona (SQ") sdo gerados por auto-oxidacdo ou reducdo enzimatica da
quinona (como, por exemplo, o citocromo P450 ou outra enzima quinona redutase
de NAD(P)H: quinona oxidorredutase 1 (NQO1). Radicais fenéxido (PhO’) sao
produzidos a partir da tirosina e outros metabdlitos fendlicos e xenobidticos. Radicais
centrados em carbono e nitrogénio sdo também mostrados. A reagcdo de Fenton
pode ocorrer, na presenca de ions metalicos, com consequente dano molecular.
Alguilacdo biorredutiva ocorre por meio da geracdo de intermediarios eletrofilicos
(escrito em roxo). A complexacdo com metais, também pode produzir efeitos toxicos
ou benéficos, dependendo do local (escrito em vermelho). A quinona em si € um
eletréfilo, que sofre adicdo de Michael por véarios endobitticos nucleofilicos, tendo

como destino final a excrecdo ou a toxicidade (escrito em verde).
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Figura 13 — Ciclo redox, produgéo de metabdlitos e bioativagdo de quinonas.
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1.1.2.2 Pterocarpanos

Outra interessante classe de compostos biologicamente ativos, sdo o0s
isoflavondides, os quais constituem um grupo de importantes substancias derivadas
de produtos naturais. Esses compostos sao formados a partir da migracdo do grupo
fenil da posicéo 2 do pirano, presente na estrutura dos flavondides, para a posicao 3
do mesmo anel, catalisada pela enzima isoflavona sintase (MIDDLETON et al.,
2000). Dentre o grupo dos isoflavondides destacam-se 0s pterocarpanos.
Estruturalmente, pterocarpanos sao caracterizados pela presenca de um sistema
tetraciclico de anéis benzofurano-benzopirano que contém dois centros quirais nas
posicdes 6a e 1la (Figura 14) (JIMENEZ-GONZALES et al.,, 2008). Uma
consideracao relevante é que todos 0s pterocarpanos naturais apresentam a juncao
dos anéis B e C fundidos de forma cis. Estudos computacionais demonstram que o
arranjo trans € menos favoravel energeticamente, que a configuracdo cis, contudo
ha relatos da sintese de pterocarpanos cuja juncdo apresenta configuracdo trans
(VAN AARDT et al., 2001).

Figura 14 — Representacgado do esqueleto basico de pterocarpanos.

5
o
B6

Fonte: Adaptado de JIMENEZ-GONZALES et al., 2008.

Consideracdes gerais sobre a relagdo estrutura/atividade dos pterocarpanos
podem ser elencadas. De forma geral, as diferentes estruturas associadas aos aneis
A e D (Figura 14) séo responsaveis pela variabilidade de atividades farmacoldgicas
(JIMENEZ-GONZALES et al., 2008; VENTURA, 2010). E muito comum a presenca
de grupos oxigenados em pterocarpanos ativos principalmente nos carbonos 3 e 9;

também é possivel observar em pterocarpanos com atividade biologica, a presenca
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do substituinte 3,3-dimetilalila nos carbonos 2, 4, 8 ou 10 e, ainda, o grupo
metilenodioxi aparece com frequéncia nos carbonos 8 e 9 (VENTURA, 2010).

Nos vegetais, pterocarpanos sao importantes fitoalexinas, substancias que
séo sintetizadas em tecidos sadios, mas se acumulam nas é&reas infectadas da
planta, quando a atividade antifingica e antibacteriana é necesséaria (JIMENEZ-
GONZALEZ et al., 2008). Apresentam atividade antiviral, mostrando-se ativos contra
o virus HIV-1 (ENGLER et al.,, 1993). Muitos trabalhos recentes tém mostrado
pterocarpanos com atividade citotoxica, tanto contra linhagens de células tumorais
como contra alguns protozoarios (NETTO et al., 2009; VIEIRA et al., 2008).

Dentre os pterocarpanos com efeito antitumoral em diversas linhagens de
células leucémicas, podemos citar o LQB 79 (Figura 15). Esse composto € natural,
extraido da planta Petalostemon purpureus (WALL et al., 1995) e ja foi sintetizado
pelo Laboratério de Quimica Bioorganica no Nucleo de Pesquisas de Produtos
Naturais da Universidade Federal do Rio de Janeiro, Brasil (NETTO, 2007).

Figura 15 — Estrutura do pterocarpano natural LQB-79.

Fonte: Adaptado de NETTO, 2007

O mecanismo de acdo deste pterocarpano foi proposto por Netto e
colaboradores e esta esquematizado na figura 16. Propde-se que no ambiente
celular, a orto-quinona obtida a partir do grupo catecol presente no pterocarpano
natural pode ser reduzida a semiquinona através das enzimas redutases. Em
condicdes aerdbias, o anion radical semiquinona reage com o oxigénio molecular
para formar o &nion radical superdxido, com consequente regeneracdo da quinona
original. O radical superéxido desencadeia uma série de reacdes para formacédo de
ERON culminado em estresse oxidativo. Por outro lado, LQB-79 pode sofrer um

rearranjo molecular in vivo levando a clivagem heterociclica dos anéis e a
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consequente formacao de espécies eletrofilicas, chamadas aceptores de Michael, os
quais podem reagir com nucledfilos celulares importantes, como a glutationa e
residuos de proteinas, gerando os adutos de Michael. A regeneracdo da
hidroguinona pode, ainda, levar a deplecdo do NAD(P)H, com consequente
deplecdo de ATP e despolarizacdo da membrana mitocondrial. Esse colapso
bioenergético, concomitante ao estresse oxidativo e a formacdo de sistemas
biorredutiveis levam a morte celular por apoptose, fato que explica a atividade anti-
parasitaria e antitumoral deste composto.



Figura 16 — Proposta de mecanismo de ac¢éo para o LQB-79.
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Tendo em vista 0 exposto, quimicos sintéticos do Laboratério de Quimica
Bioorganica (LQB) da Universidade Federal do Rio de Janeiro, Brasil, planejaram e
sintetizaram um novo grupo de substancias resultantes da hibridacdo molecular de
compostos com atividades antitumoral e antiparasitaria, mais precisamente
naftoquinonas, estruturalmente relacionadas ao lapachol, e pterocarpanos, onde o
anel A foi substituido pela unidade 1,4-naftoquinona. Dessa forma,
pterocarpanoqguinonas mantém as caracteristicas estruturais de grupos
farmacoférios distintos (Figura 17), ambos com relevantes atividades
farmacoldgicas, como descrito anteriormente (DA SILVA et al., 2002; NETTO et al.,
2010; PORTES et al., 2012).

Figura 17 — Esquema ilustrativo dos dois grupos farmacoféricos, base para a sintese
de pterocarpanoquinonas.
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Fonte: Adaptado de NETTO, 2007.

A pterocarpanoquinona denominada de LQB-118 foi sintetizada através de
uma reacao de oxiarilagéo catalisada por paladio e transformada em seus derivados
(Figura 18) por meio de reacOes de substituicao eletrofilica no anel D, uma vez que

este € muito mais reativo que o anel A, o qual se encontra desativado devido a
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conjugacao com os grupos carbonilicos do anel quinonoidico (NETTO et al., 2010).
Esses hibridos mostraram atividade antineoplasica e antiparasitaria in vitro (DA
SILVA et al., 2009) e in vivo em linhagens de células humanas neoplésicas e em
Leishmania amazonensis (BUARQUE et al., 2011).

Figura 18 — Pterocarpanoquinonas estudadas no presente trabalho.
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Fonte: Autora, 2014.

O mecanismo de acdo destas pterocarpanoquinonas ainda nédo esta
completamente definido, acredita-se que a por¢cdo para-quinona presente pode
participar do ciclo redox na célula, agindo como um precursor de ERO e levando ao
estresse oxidativo. Alternativamente, LQB-118 e seus derivados podem ser ativos in
situ por reducdo, formando intermediarios conjugados, 0s quais sdo poderosos
agentes alquilantes do DNA (MAIA et al., 2011).

A atividade antitumoral das pterocarpanoquinonas (Figura 18) foi avaliada
frente a linhagens de células leucémicas humanas do tipo K562 e HL-60 (NETTO et

al., 2010). As células K562, provenientes de leucemia mieldide crbnica, contém
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niveis elevados de glutationa intracelular (GSH) e por isso sdo resistentes a
apoptose induzida pelo estresse oxidativo, enquanto que as oriundas de uma
leucemia pro-mielocitica, HL-60, apresentam baixos niveis de defesa antioxidante

sendo sensiveis ao estresse oxidativo (CHAU et al., 1998).

Na tabela 1 sdo apresentados o0s resultados obtidos para atividade
antineoplasica em termos de valores de ICsq (concentragéo necessaria para inibir o
crescimento celular em 50%) (NETTO et al., 2010) das pterocarpanoquinonas

listadas (Figura 18, pag. 39).

Tabela 1 — Atividade antineoplasica das pterocarpanoquinonas LQB 118, 149, 150 e
151 em linhagens de células K562 e HL-60 (ICso em pM).

Composto K562 HL-60
LQB-118 (padréo) 1,67 2,00
LQB-149 (nitro) 3,48 0,40
LQB-150 (bromo) 5,70 4,87
LQB-151(cloro) 6,77 4,87
LQB-79 (natural) 2,95 2,10
Mitomicina C 0,47 NR*

* Estudo nédo realizado.
Fonte: Adaptado de NETTO et al., 2010.

De modo geral, constata-se que esses novos compostos sdo tdo ativos
quanto o LQB-79 (Figura 14, pag. ) e a mitomicina C (Figura 19A), usados como
controle positivo. A LQB-118 foi a mais potente em K562 e a segunda mais ativa em
células de HL-60. Em linhagens de células resistentes ao estresse oxidativo, como o
K562, o efeito citotoxico desse composto pode ser explicado pelo mecanismo de
ativacao biorredutiva (NETTO et al., 2010; BUARQUE et al., 2011) (Figuras 26, pag.
66). A adicdo dos substituintes halogenados e do grupo nitro diminui a atividade
antitumoral em células K562, ja em HL-60, sensiveis ao estresse oxidativo, a
presenca do grupo nitroaromatico, eletroatraente, conferiu uma melhora relevante na
atividade antineoplasica (NETTO et al., 2010).

Em estudo posterior, Buarque et al.,, (2011) dedicaram-se a avaliar a

atividade antineoplasica de diversas pterocarpanoquinonas, entre elas a LQB-118 e
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LQB-149, em cinco linhagens de células humanas, a saber: leucemia (HL-60 e
K562), cancer de célon (HCT-8), gliobastoma (SF-295) e melanoma (MDA-MB435),

tendo, nesse caso, a doxorrubicina (Figura 19B) como controle positivo.

Figura 19 — Estrutura da mitomicina C (A) e doxorrubicina (B).

NH

Fonte: Autora, 2014.

Tabela 2 — Atividade antineoplasica das pterocarpanoquinonas LQB 118 e LQB-149,
em diversas linhagens de células (ICso em pM).

Células LQB-118 LQB-149 Doxorrubicina
HL-60 1,30 6,30 0,04
K562 1,67 3,48 1,67

HCT-80 2,60 8,30 0,02
SF-295 3,60 8,90 NR*

MDA-MB435 2,30 17,40 0,96

* Estudo nao realizado.
Fonte: BUARQUE et al., 2011.

Novamente, constatou-se que a LQB-118 foi a mais promissora,
apresentando atividade em todas as linhagens estudadas. Mais uma vez, na LQB-
149, a presenga do grupo nitroaromatico interferiu significativamente na a atividade
bioldgica e evidenciou-se uma perda na atividade em todas as linhagens celulares,
principalmente em células de melanoma (MDA-MB435), onde o valor de ICs foi
17,4. Aléem disso, avaliou-se a bioseletividade dos compostos LQB-118 e LQB-149

através do estudo do efeito toxico sobre as células PBMC humanas ativadas por
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fitohemaglutinina (PHA) (BUARQUE et al.,, 2011) e os resultados mostrado que a
LQB-118 foi a mais seletiva (Tabela 3).

Tabela 3 — Efeito citotoxico dos compostos LQB-118 e LQB-149 em celulas PBMC
ativadas por PHA (ICs, em pm). Indice de seletividade.

Células LOB-118 LQB-149
PBMC >20,00 8,60
PBMC/HL-60 15,04 1,36
PBMC/HCT-8 7,70 1,06
PBMC/SF-295 5,50 0,96
PBMC/MDA-MB435 8,70 0,49
PBMC/K562 12,00 NR*

* Estudo nao realizado.
Fonte: BUARQUE et al., 2011.

LQB-118 reduziu significativamente a liberacdo de TNF-a no ambiente
neoplasico (NETTO et al., 2010). O TNF-q, fator de necrose tumoral, € uma citocina
que age como mediador inflamatério e € um fator enddégeno responsavel pelo
crescimento tumoral (LUO et al., 2004). Isso significa que essa pterocarpanoquinona
pode atuar em neoplasias malignas causando diretamente a morte das células
tumorais ou indiretamente, inibindo o ambiente inflamatério propicio para o
desenvolvimento do tumor (NETTO et al., 2010).

Portes et al. (2012), realizaram testes in vitro para verificar a eficacia da
LQB-118 contra a proliferacdo de Toxoplasma gondii, 0 agente da Toxoplasmose.
Os parasitas tratados apresentaram significativa inibicdo do crescimento intracelular
apos 24 h de contato com o farmaco e relevante decréscimo das lesdes superficiais.
A toxicidade do composto LQB-118 contra este parasita intracelular ocorre em
concentragbes na escala micromolar. O mecanismo de agédo contra Toxoplasma
gondii ainda ndo é conhecido. Sugere-se que as mudancas morfoldégicas sejam
oriundas do estresse oxidativo desencadeado pela pterocarpanoquinona, o0 que
conduz & morte dos parasitas. E mais um protdtipo promissor contra a toxoplasmose
(PORTES et al., 2012).
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Ribeiro et al. (2013) determinaram o mecanismo de morte celular induzido
pela LQB-118 em Leishmania amazonensis. A LQB-118 induz a producdo de
espécies reativas de oxigénio sobre promastigotas de L. amazonensis, tendo a
mitocondria como seu alvo mais provavel. A producdo de ROS induz a
despolarizacdo do potencial de membrana mitocondrial dos parasitos e a possivel
liberacdo de citocromo c e ativacdo de caspases no citoplasma. As promastigotas
tratadas com LQB-118 apresentam-se arredondadas, menores e exibem
condensacao da cromatina nuclear. O tratamento com LQB-118 induz nos parasitos
a exposicdo de fosfatidilserina no lado externo da membrana plasmatica e
fragmentacdo no DNA. Em macrofagos infectados, a LQB-118 reduz
significativamente a carga parasitaria, possivelmente desencadeando nas
amastigotas, o processo de morte celular por apoptose, tendo sido observada a

fragmentacao do DNA dessas formas de Leishmania.

1.2 Biossensores eletroquimicos de DNA: avaliacdo da interacdo farmaco-
DNA

A interacdo de farmacos com o DNA € considerada um dos mais importantes
aspectos em descobertas de farmacos. Varias classes de substancias sdo capazes
de interagir diretamente com o DNA, atuando por intercalacdo entre os pares de
bases da dupla hélice dessa macromolécula. Tal caracteristica confere a estas
moléculas uma importante atividade anticancer, inibindo o processo de divisdo
celular (DE MOURA, 2008).

Para investigar a interacbes de moléculas com o DNA, uma variedade de
técnicas tem sido empregada, por exemplo, modelagem molecular, a eletroforese
em gel, a cristalografia de raios-X, a fluorescéncia, a espectroscopia no UV-Vis e a
ressonancia magnética nuclear (RMN) (RAUF et al., 2005; YANG et al., 2008) e
analises com biossensores. Apés a descoberta da eletroatividade em &acidos
nucléicos, € crescente o interesse na investigacado eletroquimica da interacao entre
farmacos antineoplasicos e o DNA. Técnicas eletroguimicas permitem avaliar e
prever as interacdes e danos causados ao DNA e tém sido cada vez mais utilizadas,
devido principalmente a alta sensibilidade, ao custo relativamente baixo, ao
acompanhamento direto e a simplicidade dos respectivos métodos (KARA, 2014;
YANG et al., 2008).
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As interagcbes de pequenas moléculas/farmacos com DNA ocorrem a partir
de trés mecanismos principais: o primeiro se d4 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 0
DNA fita dupla, formando uma hélice tripla, 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,
gue pode ser de natureza eletrostatica devido as cargas negativas do acucar-fosfato
(geralmente nédo especificas), intercalacdo entre os pares de bases e ligacoes
covalentes (MERIC et al. 2002; RAUF et al., 2005).

Biossensores eletroquimicos de DNA consistem em dispositivos cujo
elemento de reconhecimento bioldgico € o DNA fita dupla (dsDNA) ou DNA fita
simples (ssDNA), imobilizado sobre um transdutor eletroquimico (eletrodo), que
permite mensurar processos onde ocorrem ligacfes especificas com o DNA (BRETT
& CHIORCEA, 2003). As investigacoes de interacfes sdo baseadas nas diferencas
do comportamento eletroquimico do DNA, tais como aumento/diminuicdo das
correntes de pico e os deslocamentos dos potenciais relacionados com as bases
guanina e adenina (KARA, 2014), uma vez que a oxidacado eletroquimica do DNA
em eletrodo de carbono vitreo por meio 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 condi¢cdes (BRETT et al, 1999). 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 auxiliar na determinagcéo do

mecanismo envolvido em tal interacao.

Tendo em vista que estas pterocarpanoquinonas ainda néo foram estudadas
eletroquimicamente e considerando que a eletroquimica pode contribuir para
elucidacdo dos seus mecanismos moleculares de acgéo, na parte 1 deste trabalho
descreve-se 0 comportamento eletroquimico de LQB-118 e seus derivados,
potencialmente pré-oxidantes, com utilizagdo de técnicas eletroquimicas em meios
aguoso e nao aquoso. Na parte 2, propde-se a sintese e a avaliacdo da capacidade

antioxidante contra a peroxidacao lipidica de amidas derivadas do acido lipoico. Os
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compostos estudados nas partes | e Il foram obtidos de combinagdes moleculares e
de importancia biolégica e farmacoldgica relevantes. Para uma melhor
compreensao, a parte experimental, os resultados e respectiva discussao, estao
organizados em PARTE | e PARTE Il, enquanto as demais partes seguem

combinadas.



2
2.1

2.2

47

OBJETIVOS

Geral

Objetivou-se:

1. Investigar o  comportamento  eletroquimico  de
pterocarpanoquinonas farmacologicamente ativas e obter dados sobre o
mecanismo de reducéo, reatividade com oxigénio e interacdo com alvos
biolégicos importantes, na perspectiva de corroborar 0 mecanismo
molecular de agéo biologica;

2. Sintetizar antioxidantes multipotentes a partir do &cido
lipbico e avaliar a atividade antioxidante dos mesmos frente a

peroxidacao lipidica.

Objetivos Especificos

Investigar o comportamento eletroquimico da pterocarpanoquinona LQB-118
e seus derivados, tanto em meio prético quanto em meio aprético, por meio
das técnicas de voltametria ciclica e voltametria de pulso diferencial, visando
a obtencdo de parametros eletroquimicos que possam ser correlacionados
com as atividades biolégicas.

Avaliar a reatividade da LQB-118 e seus derivados frente ao oxigénio a fim
de obter informacfes Uteis para o esclarecimento da atividade citotdxica e
antiparasitaria desse composto.

Estudar a interagéo da LQB-118 com dsDNA e ssDNA, utilizando biossensor
eletroquimico.

Sintetizar e caracterizar estruturalmente amidas a partir do acido lipdico,
bem como a partir do seu éster ativado e aminas aromaticas.

Calcular o logaritmo do coeficiente de particdo n-octanol-agua (Log P) para o
acido lipbico e para as amidas sintetizadas a fim de definir os melhores
ensaios antioxidantes a serem realizados.

Avaliar o efeito protetor do &cido lipoico e das amidas derivadas contra a
peroxidacao lipidica iniciada pelo radical peroxila.

Investigar o comportamento eletroquimico das amidas mais promissoras.
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EXPERIMENTAL
3.1 PARTE I

3.1.1 Reagentes e Solventes

As pterocarpanoquinonas estudadas neste trabalho foram planejadas e
sintetizadas no Laboratorio de Quimica Bioorganica no Nucleo de Pesquisas de
Produtos Naturais da Universidade Federal do Rio de Janeiro e gentilmente cedidas
pelos professores Dr. Paulo Roberto Ribeiro Costa (UFRJ) e Dr. Chaquip D. Netto
(UFRJ). Sua sintese j& se encontra descrita na literatura (NETTO et al., 2010) e esta

esquematizada na figura 20.

Figura 20 - Rota sintética usada para a preparacdo da pterocarpanoquinona LQB-118
estudada neste trabalho.

o)
o 10mol% de Pd(OAc),
+ o
= H 3 eq. base, acetona,
(o]

o refluxo
Cromenquinona Orto-iodofenol

LQB-118

Fonte: NETTO et al., 2010.

A LQB-118 foi convertida em seus derivados LQB-149, LOB-150 e LQB-151
por meio de reacdes de substituicdo eletrofilica com acido nitrico, N-
bromosuccinimida (NBS) e N-clorosuccinimida (NCS), respectivamente (Figura 21)
(NETTO et al., 2010).

As estruturas foram confirmadas por ressonancia magnética nuclear de 'H e

13C e espectrometria de massas.
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Figura 21 - Sintese das pterocarpanoquinonas derivadas da LQB-118 estudadas neste
trabalho.

— =
O O
\<\_/> i, HNO,/CH,CI,/0°C
LQB-118 ii, NBS/CH;CN,rt

iii, NCS/CH,CN,rt

LQB-149 - R, = NO,
LQB-150 - R, = Br
LQB-151 - R, = Cl

Fonte: Adaptado de NETTO et al., 2010.

Para os estudos eletroquimicos e em biossensor de DNA, o acido
desoxirribonucleico de fita dupla (dsDNA) do tipo I, altamente polimerizado de calf
thymus (timo de bezerro, com as seguintes especificacdes: 6,2% de Na* e 13% (v/v)
de H,O, dessecado e armazenado a 8°C) e N,N-dimetilformamida (DMF) foram

adquiridos da Sigma-Aldrich (Steinheim, Germany)

Hidréxido de sodio (NaOH), fosfato de s6dio monobasico (NaH,PO,), fosfato
de sodio dibasico (Na;HPO,), brometo de tetrabutilaménio (TBABr), etanol (EtOH),
acetato de sédio, acido acético foram adquiridos da Vetec Quimica Fina Ltda (Rio de
Janeiro, Brasil).

Os eletrolitos de suporte em meio aprético, preparados pelo grupo de
Eletroquimica da UFAL, perclorato de tetrabutilamoénio (TBAP) e hexafluorofosfato
de tetrabutilaménio (TBAPFg), foram secos a pressao reduzida e a temperatura de
40 °C.

Todos os reagentes quimicos utilizados foram de grau analitico. Todas as
solucbes foram preparadas em agua ultrapura (18,2 MQ.cm) de um sistema de

purificacdo Milli-Q da Millipore Inc.
3.1.2 Estudos Eletroquimicos

As medidas eletroquimicas foram realizadas em um

potenciostato/galvanostato PGSTAT da Metrohm Autolab® em um sistema de trés
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eletrodos. Como eletrodo de trabalho utilizou-se eletrodo de carbono vitreo (BAS,
diametro 1,6 cm); como eletrodo auxiliar foi utilizado um fio de platina espiralado e,
como eletrodo de referéncia foi utilizado o sistema Ag|AgCI|CI" (saturado). O eletrodo
de carbono vitreo foi polido com alumina (3 um). Em experimentos onde se utilizou a
técnica de voltametria ciclica, variou-se a velocidade de varredura de 10 a 500 mV/s,
enquanto que em voltametria de pulso diferencial a velocidade de varredura foi de 5
mV/s. Para os estudos das pterocarpanoquinonas em meio aproético a faixa de
potencial padréo foi de +0,5 a -2,5V, enquanto que para o meio protico foi de +0,5 V
a -1,0V, podendo ser otimizada conforme a necessidade. J4 para a amida LA-OH, a
faixa de potencial na oxidagéo foi de +0,2 a +1,1V.

As medidas foram realizadas a temperatura ambiente (25 + 1 °C). O

tratamento posterior dos gréficos foi realizado por meio do programa Origin 8.0.
3.1.3 Estudos em meio aprotico

O estudo eletroquimico em meio aprético foi realizado utilizando como
eletrdlito de suporte a solucdo de N,N-dimetilformamida (DMF) e hexafluorofosfato
de tetrabutilaménio (TBAPFs, 0,1 mol L™).

3.1.4 Estudos em Meio Aprético em Presenca de Oxigénio

Andlises eletroquimicas em meio aprético (DMF + TBAP 0,1 mol L™) foram
realizadas em presenca e auséncia de oxigénio para verificar a reatividade frente ao
oxigénio, apos reducdo da LQB-118 e seus derivados. Analisaram-se 0s parametros
eletroquimicos, como potencial e corrente de pico para a primeira onda de reducao.
Cada composto foi adicionado ao eletrolito suporte e a solucdo foi desaerada com
argonio antes das medidas por voltametria ciclica por 10 minutos. O oxigénio foi
entdo borbulhado dentro da célula e sua concentracéo foi monitorada com oximetro
(Digimed DM-4). Voltamogramas ciclicos foram registrados em diferentes

concentracdes de oxigénio.

A constante catalitica aparente (kapp) para a reacdo com oxigénio foi

determinada a partir da equacgéo 1 descrita por Bard e Faulkner (1990), como segue:
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Ipo TL.F.‘U

(1)

Onde, Ip; = corrente catalitica; Ipc/Ipo = corrente normalizada; K[O2] = kapp € @
constante catalitica aparente (s™); v = velocidade de varredura (V s™); n = nimero de
elétron; F = constante de Faraday (96485 C mol™) T = temperatura (298 K); R=
8,314 J mol™ K™,

3.1.5 Estudos em meio prético

Para a realizacdo das analises eletroquimicas em meio proético, foi usado
como eletrélito suporte solugéo tamp&o de fosfato (pH 7,4, forca ibnica 0,2 mol L™).
Este foi preparado utilizando-se fosfato de sédio monobasico (NaH,PO,) e fosfato de
sédio dibasico (Nax;HPO,), dissolvidos em agua ultrapura. O valor de pH da solucdo

foi determinado pelo pH-metro modelo Quimis Q400A.

3.1.6 Estudos da interacdo da LQB-118 com DNA por Voltametria de Pulso
Diferencial (VPD)

3.1.6.1 Preparacao da solucédo tampao acetato

A solucdo tampdo acetato (0,075 mol L™, forca idnica 0,2 mol L-1) foi
preparada por meio da mistura das solucées de &cido acético (HOAc) 1,0 mol L' e
acetato de sédio (NaOAc) 1,0 mol L?, cuidadosamente preparadas com &agua
ultrapura (padrao Milli-Q) fervida para garantir a auséncia de microorganismos que
possam causar danos a molécula de DNA. Obteve-se um pH final de 4,5, faixa 6tima
para analises em biossensor de DNA.
3.1.6.2 Preparacao do gel de dsDNA

O gel de dsDNA foi preparado apoés solubilizacdo de 12,0 mg de dsDNA em
1,0 mL de tampéo acetato pH 4,5, e submetidos a refrigeracdo por 48 h, para

completa formagéo do gel de DNA.
3.1.6.3 Preparacao e condicionamento do biossensor de dsDNA

Apoés completa formacéo do gel, 10 uL do mesmo foram colocados sobre o

eletrodo de carbono vitreo cuidadosamente polido com alumina e condicionado
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eletroquimicamente para assegurar a imobilizagdo do dsDNA. Este condicionamento
foi realizado por meio da técnica de Voltametria de Pulso Diferencial (VPD),
varrendo-se uma faixa de potencial (0 a +1,4 V) em velocidade de 5,0 mV s em um
minimo de trés ciclos até completa estabilizacdo da superficie -eletrodica
(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. O gel sobre o eletrodo foi
seco com um leve fluxo de nitrogénio para formar um filme e disposto para os
estudos de VPD.

O eletrodo com filme de dsDNA foi imerso em uma solucdo de tampéo
acetato pH 4,5 e varrido na faixa de potencial de 0 a +1,4 V. Simultaneamente, um
outro eletrodo com filme de dsDNA foi imerso em uma solug¢do contendo LQB-118 (c

=2.10° mol L™), e depois foi exposto para anélise voltamétrica.
3.1.6.4 Preparo da solucdo de ssDNA pelo método acido-base

O dsDNA (3,0 mg) foi desnaturado pela adicdo de 1,0 mL de &cido cloridrico
(1,0 mol L) e aquecimento durante 1 h a 100 °C em banho-maria até solubilizacéo.
Em seguida, para neutralizagdo do meio, foi adicionado 1,0 mL de solugédo de NaOH
(1,0 mol L), completando-se o volume para 10,0 mL com tampé&o acetato (pH 4,5),

para finalizacao do procedimento.
3.1.6.5 Estudo da interagéo da LQB-118 com ssDNA

Incialmente, fez-se varredura anddica de potencial (0 a +1,4V) em VPD a 5
mV s da solucdo de ssDNA para conhecer o perfil voltamétrico da solucdo de
ssDNA. Apoés obter as correntes maximas relativas a oxidacdo da guanina e
adenina, observou-se o efeito da adicdo das substancias avaliadas nas correntes de
pico das bases. Foi adicionada uma aliquota de LQB-118 a partir de uma solugéo
estoque em etanol (1.10° mol L™), de tal modo que a concentracdo da mesma na

cela eletroquimica foi de 1.10“ mol L™.
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3.2 PARTE Il
3.2.1 Métodos gerais

Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear de 'H e de 3C foram
registrados nos espectrometros BRUKER AVANCE DRX 400 MHz e BRUKER
AVANCE DPX 200 MHz (Departamento de Quimica, UFMG e Laboratério de
Ressonancia Magnética Nuclear, UFAL). Como referéncia interna foi utilizado o pico
do tetrametilsilano (TMS, éH 0,00 ppm) ou o pico do cloroférmio deuterado (CDCl3
OH 7,27; 6C 77,23). Os deslocamentos quimicos () sdo expressos em partes por
milhdo (ppm) e as constantes de acoplamento (J), em Hertz (Hz). As multiplicidades
estdo abreviadas da seguinte maneira: s (singleto), d (dupleto), t (tripleto), m
(multipleto), quint (quinteto).

Para cromatografia em camada delgada (CCD) de fase normal, realizada para
o acompanhamento das reacdes, utilizou-se silica-gel 60 G Merck® de 0,25 mm de
espessura sobre laminas de vidro. As placas foram ativadas por 40 minutos a 100°C.
Como revelador foi utilizado vapor de iodo sublimado (eficiente para todos os
compostos sintetizados). Para cromatografia em coluna (CC) de silica, realizada
como método de purificacdo de misturas, utilizou-se silica-gel 60, 0,063 a 0,200 mm
ou 0,040 a 0,063 mm da Merck®.

A evaporacao de fracbes foi realizada sob pressédo reduzida, utilizando-se
evaporadores rotatérios Buchi.

Os critérios de pureza adotados foram mancha Unica em CCD, variando-se a

fase mével, e andlises dos espectros de RMN de 'H e de **C.
3.2.2 Purificagdo e secagem de solventes e reagentes

Dimetilssulféxido: o solvente foi colocado em um baldo contendo peneira

molecular do tipo A4 ativada.

Diclorometano: o solvente foi colocado em um baldo contendo peneira

molecular do tipo A4 ativada.

Peneira Molecular A4: a peneira molecular A4 foi ativada em mufla a 350 °C

por 3 horas e posteriormente resfriada e mantida em um dessecador com CaCl..
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Os demais solventes utilizados foram utilizados sem prévia purificacdo e/ou

destilagéo.
3.2.3 Descricao dos experimentos de sintese

Os experimentos de sintese foram realizados em parceria com a
Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG), por meio da colaboracdo e
supervisao da Prof. Dra. Rossimiriam Pereira de Freitas e da doutoranda Vanessa
Gontijo no LABSINTO- Laborat6rio de Sintese Organica, Departamento de Quimica-
ICEX.

3.2.3.1 Preparagéo da amida AL-SCH3 (1)

NH
(0]
EDAC NHS
OH +
S S CH20|2, t.a.
SCH,
A B 1

SCH;

Em um baldo de 25 mL, adicionou-se 0,4126 g de &cido lipoico (AL) (A, 2
equiv.) e 0,3834 g de cloridrato de N-(3-dimetilaminopropil)-N'-etilcarbodiimida
(EDAC) (2,0 equiv.). Tampou-se o baldo, a atmosfera foi trocada com nitrogénio. Em
outro baldo de 25 mL, adicionou-se 0,1150 g de N-hidroxisuccinimida (NHS) (1,0
equiv.), novamente trocou-se a atmosfera e adicionou-se 1 mL de DMSO seco para
viabilizar a solubilizac&o. A solucao foi transferida para o baldo contendo AL e EDAC
e em seguida adicionou-se 5 mL de diclorometano seco. Manteve-se a reagao sob
agitacdo magnética a temperatura ambiente por 30 minutos. Posteriormente,
adicionou-se 0,223 mL de 4-(metiltio)anilina (B, 1,8 equiv.). A reagdo foi mantida
nessas condi¢cées por 20 h. O término da reacédo foi confirmado por cromatografia
em camada delgada (eluente: hexano/acetato de etila 70%:30%, revelador: iodo
sublimado). A eliminacdo do solvente, sob pressao reduzida, forneceu 0,5213 g de
bruto reacional. A mistura foi entdo extraida com agua destilada (3 x 5 mL). A fase
orgéanica foi tratada com 10 mL de solucdo de &cido cloridrico (0,1 M) diluida dez
vezes, 10 mL de solucdo de bicarbonato de sédio saturada e, por fim, com 5 mL de

agua destilada. A fase organica foi seca com sulfato de sédio anidro e o solvente foi
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eliminado sobre presséo reduzida. O residuo obtido foi purificado em coluna de silica
(eluente: hexano/acetato de etila 90/10, 80/20, 70/30, 60/40). A eliminacdo do
solvente, sob pressao reduzida, forneceu o produto 1 (0,0486 g, 0,1483 mmol), 5-
(1,2-ditiolan-3-il)-N-(4-metiltio)-fenil-pentanamida, que foi obtido como um soélido de

cor amarela com rendimento de 8,2% (n&o otimizado).

Rendimento: 8,2%

Aspecto fisico: solido amarelo

FM: C15H21NOS3

MM: 327,53 g/mol

RMN de *H (200 MHz, CDCls ), 6 (ppm): 7,43-7,47 (d, 2H), 7,35 (s largo, 1H), 7,20-
7,24 (m, 2H), 3,57 (m, 1H), 3,13 (m, 1H), 2,49 (s, 3H), 2,41 (m, 1H), 2,31 (t, 2H),
1,99-1,50 (m, 7H) (Figura 44).

RMN de *C (50 MHz, CDCls), & (ppm): 16,83; 25,43; 29,04; 34,80; 38,67; 39,52;
40,44, 56,58; 120,72; 128,05; 133,74; 135,63; 171,33 (Figura 45).

3.2.3.2 Preparacédo do éster ativado derivado do &cido lipoico (AL-NHS)

o (0]
o N
EDAC, DMAP
\\/_\f/ CH,Cl, ta. §—8§ S
(escuro)
A Cc 2

Em um baldo de 100 mL, adicionou-se 1,00 g de &cido lipdico (A, 1,00
equiv.), o qual foi solubilizado em 10 mL de diclorometano seco. Em seguida, 0,5856
g (C, 1,05 equiv.) de NHS, 1,114 g (1,20 equiv.) de EDAC e 0,0592 g (0,10 equiv.)
de DMAP foram pesados separadamente. Solubilizou-se o DMAP em,
aproximadamente, 1 mL de CH,CI, seco, enquanto que para a total solubilizacédo do
NHS e EDAC necessitou-se de CH,Cl, e DMSO secos na propor¢ao aproximada de
3:1. Adicionaram-se 0s reagentes um a um, antes e apos cada adi¢ao, a atmosfera
foi trocada por nitrogénio. Manteve-se a reagdo sob agitacdo magnética, protegida
da luz e & temperatura ambiente por 24 h. O término da reacgao foi confirmado por

cromatografia em camada delgada (eluente: diclorometano/metanol 95/5, revelador:
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iodo sublimado). A eliminacdo do solvente, sob presséo reduzida, forneceu 1,986 g
de bruto reacional. A mistura foi entdo extraida com acetato de etila gelado (3 x 5
mL). Formaram-se 2 fases, uma semelhante a um 6leo opaco (precipitado) e a outra
solivel em acetato de etila. Separaram-se as fases e ambas foram rotaevaporadas,
e deixadas durante a noite na geladeira, em hexano. Posteriormente, separaram-se
0s sobrenadantes de cada uma das fases e uma CCD (eluente:
diclorometano/metanol 95/5, revelador: iodo sublimado) mostrou que o produto de
interesse era o precipitado da fase tratada com acetato de etila, a qual foi seca com
sulfato de sédio anidro e o solvente eliminado sobre presséo reduzida, fornecendo o
produto 2 (0,9255 g, 3,050 mmol), que foi obtido como um sélido de cor amarela

com rendimento de 63%.

Rendimento: 63%

Aspecto fisico: sélido amarelo claro

FM: C12H17NO4S;

MM: 303,06 g/mol

RMN de *H (200 MHz, CDCls), & (ppm): 3,58 (m, 1H), 3,13 (m, 2H), 2,83 (s, 4H),
2,62 (t, 2H), 2,48 (m, 1H), 1,99-1,46 (m, 7H) (Figura 42)

RMN de **C (50 MHz, CDCls), & (ppm): 24,57; 25,80; 28,49; 30,99; 34,70; 38,70;
40,34; 56,29; 168,57; 169,26 (Figura 43).

3.2.3.3 Preparacao da amida AL-Bn (3)

(o)
o Et3 (W\)L
(Y\/\)J\ N +
o CH2CI2 ta. /\©
(0}

S—S (escuro)

Em um baldo de 50 mL contendo 0,200 g (2, 1,0 equiv.) do éster ativado AL-
NHS foram adicionados 15 mL de CH,CI, seco e 1 mL (7,5 mmol) de trietilamina
(EtsN). Adicionou-se, sob agitacdo, 0,1438mL (D, 2,0 equiv.) de benzilamina,
previamente destilada. A atmosfera foi trocada com N; (g) antes e apds a adicdo de
cada reagente. Manteve-se a reagdo sob agitagdo magnética, protegida da luz e a
temperatura ambiente por 24 h. O término da reacdo foi confirmado por

cromatografia em camada delgada (eluente: diclorometano/metanol 95/5, revelador:
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iodo sublimado). Apés a evaporacao do solvente, o bruto reacional foi vertido para
um funil de decantacéo, diluido em CH,Cl; e lavado com H,O destilada (5 mL). Em
seguida, lavou-se com HCI (0,1 M) (3x5 mL) e novamente com agua destilada (5
mL). A fase organica foi seca com sulfato de sédio anidro. O residuo obtido apés a
remocdo do solvente foi cromatografado em coluna de silica (eluente:
diclorometano/metanol 98/2, 90/10), sendo recolhidas 15 fracdes. Obteve-se um
sélido cristalino amarelo no grupo de fracbes de 3-7 (0,0621 g, 0,2104 mmol),
identificado como N-benzil-5-(1,2-ditiolan-3-il)pentanamida (3), com rendimento de
32%.

Rendimento: 32%

Aspecto fisico: sélido amarelo

FM: C15H21NOS,

MM: 295,11 g/mol

RMN de 'H (200 MHz, CDCls), & (ppm): 7,26-7,37 (m, 5H), 5,91 (s largo, 1H), 4,41
(d, 2H), 3,59 (m, 1H), 3,12 (m, 2H), 2,49 (m, 1H), 2,18 (t, 2H), 1,97-1,52 (m, 7H)
(Figura 46)

RMN de **C (50 MHz, CDCls), & (ppm): 25,57; 29,05; 34,78; 36,58; 38,64; 40,39;
43,76; 56,57; 127,66 — 128,87; 138,50; 172,72 (Figura 47).

3.2.3.4 Preparacao da amida AL-OH (4)

o ° NH,
Et3 N\/\)L
m/\/\)j\ N +
0 CHZCIZ t.a.
(escuro)

Em um baldo de 50 mL contendo 0,3034 g (2, 1,0 equiv.) do éster ativado
AL-NHS foram adicionados 20 mL de CH,Cl, seco e 1 mL (7,5 mmol) de trietilamina
(EtsN). Adicionou-se, sob agitacdo, 0,2182 g (E, 2,0 equiv.) da 4-aminofenol
previamente solubizada em aproximadamente 1 mL de DMSO seco. A atmosfera foi

trocada com N; (g) antes e apos a adicdo de cada reagente. Manteve-se a reagao



58

sob agitacdo magnética, protegida da luz e a temperatura ambiente por 24 h. O
término da reacdo foi confirmado por cromatografia em camada delgada (eluente:
acetato de etila’lhexano 80/20, revelador: iodo sublimado). Apés a evaporacao do
solvente, o bruto reacional (0,2006 g) foi vertido para um funil de decantacéo, diluido
em CH.CI, e lavado com H,O destilada (5 mL). Em seguida, lavou-se com HCI
(0,2N) (3x5 mL) e novamente com agua destilada (5 mL). A fase organica foi secada
com sulfato de sédio anidro. O residuo obtido (0,0565 g) ap0s a remocgao do
solvente foi cromatografado em coluna de silica (eluente: hexano/acetato de etila
50/50), sendo recolhidas 23 fracdes. Obteve-se um soélido cristalino marrom no
grupo de fracbes de 12-22 (0,0173g, 0,0582 mmol), identificado como 5-(1,2-ditiolan-

3-il)-N-(4-hidroxifenil)pentanamida (4), com rendimento de 9% (ndo otimizado).

Rendimento: 9% (n&o otimizado)

Aspecto fisico: sélido marrom

FM: C14H19NO,S,

MM: 297,09 g/mol

RMN de 'H (200 MHz, MeOD), & (ppm): 7,32-7,36 (m, 2H), 6,74-6,78 (m, 2H), 3,57
(m, 1H), 3,32 (s largo, 1H), 3,14 (m, 2H), 2,53 (t, 2H), 2,40 (m, 1H), 1,96-1,56 (m, 7H)
(Figura 48).

RMN de *C (50 MHz, MeOD), & (ppm): 26,74; 29,93; 35,79; 37,63; 39,37; 41,33;
57,58; 116,25; 123,52; 131,70; 155,36; 174,15 (Figura 49).

3.2.4 Avaliacdo da atividade antioxidante por peroxidacgéo lipidica

Este ensaio foi escolhido com base nos valores de log P calculados
teoricamente para as amidas e para o acido lipdico utilizando-se o programa
ACDLabs 6.0 (versdo de 2002). Uma vez que as amidas apresentaram um carater
mais lipofilico, o método da inibicdo da peroxidacdo lipidica fornecerd dados

relevantes para avaliagcdo antioxidante in vitro desses compostos.

Os métodos fluorométricos baseiam-se na perda do sinal de fluorescéncia
emitida por uma sonda ancorada a um lipossomo, como resultado da sua interacao
com espécies reativas, bem como na retencéo do sinal na presenca de antioxidantes
(Figura 22) (KAROLIN et al., 1994; MACDONALD; MURRAY; AXELSEN, 2007;
NAGUIB, 1998).
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Figura 22 - Sonda fluorescente Cl11-Bodipy ancorada a uma lipossoma. Reacdo de
geracédo de radicais durante o ensaio de peroxidacdao lipidica.
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Fonte: Ferreira, 2013.

Para a realizacdo deste método, € necessario preparar previamente
vesiculas unilamelares de fosfatidilcolina de soja. Uma solucao de fosfatidilcolina de
soja (1 mmol L) em 10 mL de tampéo fosfato (50 mmol L™, pH 7,4) foi passada 15
vezes por uma extrusora com membranas de 100 nm de didmetro de poros
conforme descrito por MACDONALD et al. (1991) com a incorporagéao adicional de
107 mol L da sonda fluorescente C11-BODIPY*®"*°! (DRUMMEN et al., 2002). O
tamanho de particula foi confirmado por Nanotrac-Zetatrac, modelo NPA151-31A-
0000-D30-10M. Apés o preparo das vesiculas, medidas de fluorescéncia foram
realizadas a 37 °C usando um espectrofotdometro RF-5301PC (Shimadzu, Japao).
Em uma cubeta de quartzo de 1,0 mL, quantidades adequadas de suspensao de
vesicula unilamelar, de tamp&o fosfato pH 7,4, e da amostra (100 pmol L™) ou Trolox
(100 umol L™), como um controle positivo, foram misturados. A solugéo aquosa de
AAPH e o tampao foram utilizados como controle negativo. A reacéao foi iniciada com
a adicdo de 100 pL de AAPH (100 mmol L™). O decaimento de fluorescéncia
(excitagdo A = 580 nm, A emissdao = 600 nm) foi monitorado continuamente durante

30 min. O experimento foi realizado em triplicata.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
41 PARTEI

4.1.1 Pterocarpanoquinonas

Pterocarpanoquinonas sdo compostos resultantes da combinacdo molecular
de pterocarpanos e quinonas, como descrito anteriormente. A presenca da unidade
eletroativa quinonoidica permite que elas atuem como agentes oxidantes ou
desidrogenantes, como inibidores do transporte de elétrons e como produtores de
ERON. Além disso, a possibilidade de quebras heterociclicas dos anéis que
compdem as pterocarpanoquinonas formando intermediérios biorredutiveis, as
tornam potenciais agentes alquilantes biorredutivos de biomoléculas, como o DNA
(HILLARD et al., 2008; KARA, 2014; NETTO et al., 2010; RAUF et al., 2005).

Na busca por fa&rmacos mais potentes e seletivos, o estudo sobre o
mecanismo de reducdo eletroquimica € uma ferramenta relevante, pois auxilia na
compreensao dos mecanismos de acdo em nivel molecular (DE SOUZA, 2011).
Desse modo, os resultados descritos, a seguir, referem-se aos estudos
eletroquimicos in vitro de pterocarpanoquinonas (Figura 17) como também, relatam
os resultados referentes a interagdo destas com o oxigénio molecular e
biomoléculas, como o DNA. Esses estudos foram realizados nos meios proético e
aprético, a fim de mimetizar as condi¢cdes biolégicas hidrofilicas e lipofilicas,

respectivamente (HILLARD et al., 2008).

Nas andlises eletroquimicas, a técnica de voltametria ciclica (VC) é uma das
mais empregadas, por ser experimentalmente simples e precisa para aquisicao de
dados cinéticos e termodinamicos, em reacdes de transferéncia de elétrons,
inclusive biolégicas. A VC é uma técnica de varredura reversa de potencial, onde o
potencial aplicado ao eletrodo é variado numa velocidade conhecida, e ao atingir o
potencial final desejado, a varredura € vertida ao valor inicial, na mesma velocidade.
Obtém-se como respostas picos anddicos e/ou catodicos a depender na natureza do
composto em analise (COSTA, 2006; DE MOURA, 2008). Para elucidacdo do
mecanismo eletrédico, os parametros normalmente empregados sdo potenciais de
oxidacdo (Epa) e reducdo (Epc), (Epc + Epa)/2 para sistemas reversiveis ou Ep. —
1/2X

Epc2 para os processos irreversiveis, além de magnitude da funcao corrente (Ip/v

C) e a razéo entre as correntes de pico catédico e anddico Ipa/lp.. Outras técnicas,
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como voltametria de pulso diferencial (VPD) sdo também muito utilizadas,
principalmente para fins analiticos, devido a maior rapidez da analise e
sensibilidade. Em VPD, a corrente € medida imediatamente antes da aplicacédo do
pulso e no fim do pulso e é registrada a diferenca entre as duas correntes, com
consequente diminuicdo da corrente capacitiva (DE MOURA, 2008; DE SOUZA,
2011; HILLARD et al., 2008; WANG et al., 2010).

4.1.2 Estudo em meio aprético da LQB-118 e seus derivados por voltametria

ciclica

Em meio aproético (DMF), onde, obviamente a concentracdo hidrogenidnica €
menor, quinonas sofrem reducdo em duas etapas monoeletrbnicas. A primeira &
caracterizada pela reducao da quinona (Q) e formacéo do anion radical semiquinona
(Q"), enquanto que a segunda esta relacionada ao par redox anion radical
semiquinona (Q") / dianion quinénico (Q*) (WANG et al., 2010). As
pterocarpanoguinonas apresentam uma porcdo quinonoidica. Espera-se, portanto
que seus perfis voltamétricos evidenciem a presenca deste grupo funcional
eletroativo. Os voltamogramas ciclicos para LQB-118 e seus derivados em meio
aprotico sdo mostrados na figura 23 e 24 e sao complexos. A figura 24 permite a

comparacéo entre eles.

Figura 23 - Voltamogramas ciclicos para LQB-118 (a), LQB-149 (b), LQB-150 (c) e LQB-
151 (d) (¢ = 1 mmol L) em DMF/TBAPF; (0,1 mol L™Y). Eletrodo de carbono
vitreo, v=100 mV s™.
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Figura 24 - Comparacéao entre os voltamogramas ciclicos para LQB-118 (a), LQB-149
(b), LQB-150 (c) e LQB-151 (d) (c =1 mmol L™) em DMF/TBAPF; (0,1 mol L™Y).
Eletrodo de carbono vitreo, v =100 mV s™.

Fonte: Autora, 2014.
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O composto LQB-118 (padréo) apresenta quatro ondas catddicas, sendo a
primeira referente a formag&o do anion radical semiquinona, a segunda corresponde
ao dianion quindnico (Figura 25) e as ondas adicionais provavelmente referentes a

reacdes quimicas acopladas, gerando novos sistemas redutiveis.

Figura 25 - Racionalizacdo mecanistica das duas primeiras etapas do processo de
reducdo para a pterocarpanoquinona LQB-118.

LQB-118 Anion radical semiquinona Dianion quindnico

Fonte: Autora, 2014.

A comparacédo entre os perfis voltamétricos para as pterocarpanoquinonas
LQB-118, LQB-150 e LQB-151 mostra similaridade entre as quatro ondas principais
(Ic - IVc) (Figura 24). Os derivados halogenados apresentam uma onda extra, mal
definida, designada como I'c (Figura 23 C e D e Figura 24 marcado em azul)
intermediaria entre o primeiro e 0 segundo processo redox. Para o derivado LQB-
149 que possui tanto a fungcdo quinona quanto o grupo nitro, como eletroativos, o
voltamograma mostra uma maior complexidade, evidenciando a presenca de cinco
ondas de reducéo (Ic-Vc) e quatro ondas de oxidacdo mal definidas (Figura 23, b).
Uma onda de natureza quase - reversivel (llc, -0,787 V) subsequente a primeira
onda de reducao (Ic, -0,579 V, formacdo da semiquinona), ausente nas demais
substéancias (Figura 24 — marcado em azul), € compativel com a reducdo do grupo
nitro, gerando, provavelmente, um dianion-biradical, relatado recentemente, em
sistemas semelhantes, no caso, orto-quinonas substituidas com grupos nitroanilina
ndo conjugados (ARMENDARIZ-VIDALES et al., 2014)). A Gltima onda de reduc&o,
de natureza irreversivel (Vc, -2,116 V), de maior intensidade de corrente, tambéem
ausente nas demais substancias (Figura 24 — marcado em amarelo), € relacionada a
reducdo continuada do anion radical nitro. Um consideravel alargamento dos picos
pode ser resultado da sobreposicdo de ondas, referentes a associacado da reducgéo

da nitroquinona com outros eventos quimicos.
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Em todos os casos, conforme teste diagnostico (AEp), o primeiro processo
de reducdo (Ic) mostrou caracteristica de quase-reversibilidade, onde a primeira
onda catddica é acompanhada da correspondente onda de oxidacédo, de intensidade
de corrente correspondente a onda de reducédo. A diferenca entre os potenciais de
pico catédico e anddico para as pterocarpanoquinonas foi de 68-96 mV para a
velocidade de varredura de 100 mV s, sendo o radical semiquinénico susceptivel a

reacdes quimicas posteriores a sua formacao.

O segundo processo de reducédo (lic), relacionado a formacédo do dianion
quindnico apresentou menor caracteristica de reversibilidade, sendo observado um
sinal anddico correspondente (lla), de baixa intensidade de corrente quando
comparado a la (Figura 23). Essa menor reversibilidade do intermediario dianion
quindnico decorre de sua maior basicidade, sendo, portanto mais reativo que a
semiquinona, 0 que o torna mais susceptivel a reagBes quimicas acopladas a sua
eletrogeracdo, como protonacédo, dimerizacdo ou desproporcionamento. A presenca
do sinal anddico, designado lla, evidente tanto no composto padrdo (LQB-118),
quanto nos derivados halogenados, deve ser destacada (Figura 23). lla esta
relacionado ao pico lic, conforme experimentos utilizando diferentes potenciais de
inversdo (Figura 23 A, C e D). Na tentativa de intensificar o sinal, aplicou-se no
composto padrdo LQB-118, um potencial de condicionamento (Eap = -1,1 V) por
tempos variados (60, 120, 240, 360 e 480s) e em seguida, realizaram-se varreduras
sucessivas na faixa de potencial de -0,9 V a -1,1 V (Figura 26).

Observa-se a intensificacdo da onda lla, com a aplicacdo de potencial (-1,1
V). Constata-se, ainda, que ndao ha uma relacdo direta entre o tempo de
condicionamento, visto que em 60 s, a corrente de pico foi maior que em 120 s
(Figura 26). Uma possivel explicagdo para este fato decorre de uma quebra do anel
heterociclico a partir do dianion, gerando um intermediario eletrorredutivel, que sofre

oxidacdo em lla.
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Figura 26 - Experimentos voltamétricos com fixacdo de potencial em -1,1 V por
diferentes tempos de condicionamento. LQB-118 (¢ = 1 mmol L") em
DMF/TBAPF; (0,1 mol L™). Eletrodo de carbono vitreo, v=100 mV s™.
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Fonte: Autora, 2014.

Estudos anteriores de Netto e colaboradores (Netto et al., 2010), relataram a
formacdo de um quinonametideo transiente, capturado por reagdo com tiofenol,
resultando na geracéo de adutos de tiofenol (Figura 27). Mecanismo similar pode ser

aventado para a presente situacao.

Figura 27 - Possivel mecanismo de clivagem heterociclica da LQB-118, ap6s a
reducéo.

? Oxemlla
-

Fonte: Adpatado de NETTO et al., 2010.
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A partir do estudo voltamétrico também foram obtidos os valores de
intensidade de corrente para a primeira onda de reducdo em funcdo da raiz

quadrada da velocidade de varredura (Ipic vs. v2

). A linearidade dos pontos mostra
gue o transporte de massa através da solucao até a superficie eletrodica para todos
0s compostos estudados, é de natureza difusional (Figura 28a). Além da presenca
do pico reverso, a analise do potencial de reducdo da primeira onda em funcédo do
log da velocidade de varredura (Ep vs. log v), indica que a primeira etapa de

reducado € de natureza quase reversivel (Figura 28b) (DE SOUZA, 2011).

Figura 28 - a) Analise da corrente de pico (Ip.1), para a primeira onda de reducéo para
LQB-118 e seus derivados em funcéo de v b) Gréfico de potencial de
pico de primeira onda de reducédo em funcéo do log v (DMF/TBAPF¢ 0,1 mol
L") para as diferentes pterocarpanoquinonas.
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Fonte: Autora, 2014.

Grupos substituintes em moléculas eletroativas podem causar varias
mudanc¢as no comportamento eletroquimico. De maneira geral, grupos retiradores
de elétrons diminuem a densidade eletrénica no sistema quinbnico, resultando em
um deslocamento no potencial de pico para valores mais positivos, ou seja, facilitam
0 processo de reducédo. Por outro lado, os grupos doadores de elétrons aumentam a
densidade eletrénica resultando num deslocamento de potencial de pico catddico
para potenciais mais negativos, isto é, dificultam o processo de reducdo (MONKS;
JONES, 2002; SARAPUU et al., 2010). Em termos de orbital molecular, os
substituintes eletroatraentes diminuem a energia do LUMO (Orbital Molecular
Desocupado de Mais Baixa Energia), tornando a transferéncia de elétrons do
eletrodo para a substancia eletroativa, em um processo de reducdo, mais facil. Ja
para os substituintes eletrodoadores, ocorre o contrario, ha um aumento da energia
do LUMO, fato que dificulta o processo de transferéncia de elétrons para esse orbital
(ZUMAN et al.,, 1967). No presente caso, todos 0s compostos apresentam
substituintes eletroatraentes, e, apesar de estarem ligados ao anel aromatico que
esta separado da porgcao quinondide por dois heterociclos, apresentaram potenciais

menos negativos, quando comparado ao padrdao nao-substituido (LQB-118)
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seguindo a ordem esperada das constantes o, e 0,(0") de Hammett do substituinte
no anel aromatico: NO, > Br ~ Cl > H (CAREY; SUNDBERG, 2007). A constante de
Hammett, o, representa os diferentes efeitos que os substituintes podem exercer no
carater eletrénico de um sistema aromatico. Um valor negativo indica a presenca de
um grupo eletrodoador, enquanto que um valor positivo indica a presenca de um
grupo eletrorretirador (JIANG et al., 2010). Os valores de op(o’) refererem-se ao
conjunto de interacBes por ressonancia entre um grupo aceptor de elétrons e um
sitio de reagdes anionicas. Os potenciais de redugéo (Epc1) dos compostos obtidos
por voltametria ciclica, em meio aproético, foram comparados com os valores de o, e
0,(07) de Hammett para os substituintes no anel aromatico (CAREY; SUNDBERG,
2007) (Tabela 4, ver graficos da Figura 23).

Considerando-se que todos o0s substituintes estdo em posicdo para,
disponivel para exercer importantes efeitos de ressonancia e que a reducdo
forneceria intermediarios carregados negativamente, constantes de substituintes de
Hammett, o, para grupos eletroatrantes foram extraidos de Carey; Sundberg, 2007 e
usados na correlacdo. Calculou-se a melhor reta entre os pontos, obtendo-se os
coeficientes de correlagéo linear (R) (Figura 29).

Tabela 4 — Principais parametros eletroquimicos para LQB-118 e seus derivados.
Eletrodo de carbono vitreo, E vs. Ag|AgCI|CI (sat.), v = 100 mV s™ e valores
das respectivas constantes de Hammett.

Composto EpIC(V) Epla(V) AE; (mV) EpIIC(V) Eplla(V) AE; (mV) Gp* Op (O'_)*

LQB-118 -0,621 -0,548 73 1,114  -0,751 363 0,00 0,00
LQB-149 -0,579 -0,483 96 0,789  -0,678 111 0,78 1.27
LQB-150 -0,603 -0,514 89 -0,994  -0,683 311 0,23 0,25
LQB-151  -0,605 -0,537 68 1,046 -0,716 330 0,23 0,19

* CAREY; SUNDBERG, 2007.



70

Figura 29 - Grafico de correlagcédo Ey.; das pterocarpanoquinonas LQB-118 (padréo),
LQB-149 (nitro), LQB-150 (bromo) e LQB-151 (cloro) vs. constantes de
substituintes de Hammett.
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Autora, 2014.

Os valores dos potenciais de reducéo (Epc) se correlacionaram melhor com

Op, Obtendo-se um R = 0,9639. Utilizando-se o, (07) ndo se obteve uma boa

correlagdo linear. O composto LQB-149 apresenta maior facilidade de reducéo (Epic

=-0,579 V) e maiores constantes de Hammett (0,78) como consequéncia do melhor

efeito eletroatraente exercido pelo grupo nitro.

4.1.3 Estudo em meio aprético da LQB-118 e seus derivados por voltametria de

pulso diferencial (VPD)

A técnica de voltametria de pulso diferencial foi utilizada em adicdo a

voltametria ciclica para confirmar os perfis voltamétricos das pterocarpanoquinonas,

principalmente a existéncia dos ombros catodicos entre o primeiro e 0 segundo

processo de reducédo nos derivados halogenados. A figura 30 mostra que o0s

resultados obtidos em voltametria de pulso diferencial foram similares aos

observados em voltametria ciclica. Assim como a LQB-118 (padréao), os derivados

halogenados apresentaram quatro ondas principais, diferenciando-se do composto

padrdo, basicamente, pela presenca de ombro intermediario a Ic e llc (Figura 30 -

marcado em azul claro).

O voltamograma de pulso diferencial

para a

pterocarpanoquinona LQB-149 (nitro) em meio aprético também é representado por

cinco ondas de reducdo. As ondas Ic e llc sdo correspondentes a reducao

monoeletronica em sequéncia da funcdo quinona e da funcéo nitro. A onda IVc,
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representada por um pico bem definido e agudo de alta intensidade de corrente
corresponde a reducdo estendida do anion radical nitro (Figura 30). A tabela 4

mostra os potenciais de reducédo para a LQB-118 e seus derivados em VPD.

Figura 30 — Voltamogramas de pulso diferencial para LQB-118 e seus derivados (c =1

mmol L") em DMF/TBAPF¢ (0,1 mol L™). Eletrodo de carbono vitreo, v = 5
mV s™.
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Tabela 5 — Potenciais de reducdo para LQB-118 e seus derivados em voltametria de
pulso diferencial. Eletrodo de carbono vitreo, E vs. Ag|AgCI|CI (sat.),v=5

mV s™.
Composto Ic (V) lic(V) llic(V) IVe(V) Ve(V)
LOB-118 -0,567 -1,036 -1,251 -1,615
LQB-149 -0,632 -0,721 -1,146 -1,649 -1,952
LQB-150 -0,547 -0,923 -1,216 -1,584
LOB-151 -0,542 -0,899 -1,133 -1,542

Fonte: Autora, 2014.

4.1.4 Estudo em meio aprotico da LQB-118 e seus derivados em presenca de

oxigénio

Dentre os mecanismos de acdo propostos para a LQB-118, um dos mais
estudados é o da transferéncia de elétrons seguido de estresse oxidativo (TE/EO)
(MAIA et al., 2011; NETTO et al., 2010; RIBEIRO et al., 2013). Como ja mencionado,
a porcao para-quinona presente na estrutura da LQB-118 e seus derivados pode ser
reduzida ao anion radical semiquinona, o qual pode transferir um elétron para o
oxigénio molecular. O anion radical superoéxido resultante pode ser transformado em
perdxido de hidrogénio e radical hidroxila, os quais iniciam uma cascata de eventos
gue levam ao estresse oxidativo (DA SILVA; FERREIRA; DE SOUZA, 2003; MAIA et
al., 2011; NETTO et al., 2010). Estudos demonstram que a atividade antineoplasica
desse composto em linhagens de células cancerigenas como HL-60, Raji e Daudi,
pode estar associada a este mecanismo de agdo, uma vez que estas sdo sensiveis
ao estresse oxidativo (NETTO et al., 2010). Além disso, ja foi demonstrado que a
atividade leishmanicida apresentada por esta pterocarpanoquinona esta relacionada
com a inducdo a producdo de ERO. Desse modo, 0 estresse oxidativo é
acompanhado por uma perda do potencial da membrana mitocondrial (Ayn) e
fragmentacdo do DNA, desencadeando a morte celular do parasito por apoptose
pela via mitocondrial, de maneira seletiva (RIBEIRO et al., 2013). Sabe-se que as
mitocdndrias desempenham um papel central na vida e morte celular, uma vez que
sdo importantes fontes celulares de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio
(KASSAB; PIWOWAR, 2012; MURPHY, 2009). Em Leishmania, o processo de

sobrevivéncia esta diretamente relacionado ao funcionamento correto desta Unica
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organela e em Uultima instancia, de sua cadeia respiratoria (SHAHA, 2006). O
estresse mitocondrial gerado pela LQB-118 pode estar relacionado com alguma
interacao com a cadeia de transporte de elétrons. A interagéo inibindo o complexo |,
Il ou lll promove a produgcdo de espécies reativas de oxigénio em excesso e
consequentemente a alteragdo no potencial de membrana mitocondrial, levando a
um colapso bioenergético que compromete a sobrevivéncia do parasito (CUNHA-
JUNIOR, 2011).

Tendo em vista o relevante papel do oxigénio na producéo de ERO, bem
como no processo de ciclagem redox com quinonas e nitroaromaticos, a
pterocarpanoquinona LQB-118 e seus derivados foram avaliadas quanto a sua
reatividade frente ao oxigénio. A verificacdo da producdo de espécies reativas de
oxigénio eletroquimicamente pode contribuir para a obtencdo de informacdes Uteis
que possam esclarecer a atividade citotoxica e antiparasitaria desses compostos.

As andlises por voltametria ciclica em presenca de oxigénio foram realizadas
em solvente ndo aquoso, porque tanto o anion radical superéxido quanto seu acido
conjugado, o radical hidroperoxila, sdo instaveis em 4gua e em outros solventes
préticos. Dessa forma, nesse caso, o0 melhor modelo para o estudo do ambiente da
membrana celular, onde ocorre o processo de peroxidacdo lipidica € o meio
aprético, devido a estabilidade dos anions radicais gerados no processo de reducao
de quinonas (HILLARD et al.,, 2008; SONG; BUETTNER, 2010). Neste meio, a
reducdo heterogénea (na superficie do eletrodo) do oxigénio ao anion radical
superéxido ocorre em potencial em torno de -0,8 V vs. Ag|AgCI|CI" (DE SOUZA,
2011; FERREIRA, 2013)

Na Figura 32a, pode-se observar que o perfil eletroquimico para a primeira
onda catodica, em auséncia de oxigénio € consideravelmente alterado apés a adi¢éo
sucessiva de oxigénio a cela eletroquimica. Quando em presenca de oxigénio, 0
primeiro potencial de reducdo das pterocarpanoquinonas estudadas sofre um
deslocamento para valores mais positivos. Observa-se ainda que a corrente de pico
catddico aumenta em propor¢cdo direta a adicdo de oxigénio, com consequente
desaparecimento da onda de oxidacdo, evidenciando que os anions radicais
formados a partir da reducdo de LQB-118 e de seus derivados interagem com

oxigénio em mecanismo eletroquimico (reversivel) - quimico catalitico (ErC’) e o
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gerando o anion radical superoxido e regenerando o grupo quinona (SONG;
BUETTNER, 2010), como mostrado na figura 31 para a LQB-118.

Figura 31 — Mecanismo eletroquimico quimico catalitico (ErC’) para LQB-118.

Fonte: Autora, 2014.

Sabendo-se que a solubilidade maxima de oxigénio em DMF a 25° C é 1,85
mmol L™, por meio dos valores de corrente obtidos em diferentes concentracdes de
oxigénio tracou-se o grafico de Ipr / Ipo vs. [O;] (Figura 32b), o qual permitiu
determinar a constante de velocidade aparente (ksp) entre a semiquinona (Q%)
eletrogerada com o oxigénio. As constantes aparentes de velocidade obtidas e a
ordem de reatividade observada foi a seguinte: LQB-118 (0,17 s™*) > LQB-150 (0,13
s1) = LQB-151 (0,13 s™) > LQB-149 (0,08 s™).

Figura 32 - a) Voltamogramas Ciclicos para LQB-118 e seus derivados em DMF/TBAP
(0,1 mol L™), eletrodo de carbono vitreo, em auséncia de oxigénio
(vermelho) e em presenca de diferentes concentragdes de oxigénio; v = 50
mV s™. b) Porcéo linear de Ipg / Ipo em funcéo da concentragédo de oxigénio
para calculo da constante aparente de reatividade.
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A LQB-118 (padréo) apresentou constante catalitica aparente de reatividade

frente ao oxigénio de 0,17 s™. Quando se adiciona ao anel aromético D o grupo nitro
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(LQB-149), observa-se uma diminuicdo da reatividade frente ao oxigénio (0,08 s™).
Vale salientar que ndo ha conjugacao entre as duas partes da molécula. Ja com a
adicao de halogénios ao anel aromatico D, observa-se que as pterocarpanoquinonas
bromada (LQB-150) e clorada (LQB-151) apresentam a segunda maior reatividade
(0,13 s™).

Os presentes resultados sugerem a geracdo de espécies reativas de
oxigénio, podendo ser comparados as evidéncias farmacoldgicas para a LQB-118 e
seus derivados (MAIA et al., 2011; NETTO et al., 2010; RIBEIRO et al., 2013), em
que a morte celular de linhagens de células cancerosas e promastigotas de
Leishmania amanzonensis foi induzida por meio da geragdo de ERO, como descrito

anteriormente.
4.1.5 Estudo em meio proético da LQB-118 e seus derivados por voltametria ciclica

Sabe-se que em meio protico, as quinonas (Q) sofrem reducédo bieletrbnica
em uma Unica etapa, formando hidroquinonas (Q%) (WANG et al., 2010). Os
potenciais de reducdo em meio prético sdo normalmente menos negativos do que 0s
medidos em meio aprético. Isso acontece por que meios préticos permitem a
transferéncia de prétons a partir de anions ou céations intermediarios eletrogerados,
conduzindo a sua estabilizacdo (HILLARD et al., 2008)

Os estudos eletroquimicos para LQB-118 e seus derivados por voltametria
ciclica em meio prético foram realizados em tampao fosfato, pH 7,4. A fim de
viabilizar a total solubilizacdo das pterocarpanoquinonas, optou-se por trabalhar em
concentragcbes baixas, utilizando-se etanol como co-solvente. O comportamento
voltamétrico para a LQB-118 em meio aquoso etanélico € mostrado na figura 33. A
primeira onda de reducédo (Ic = -0,353 V) e sua correspondente onda anodica
(la =-0,278 V) formam um par redox (Ic/la) referente a transferéncia de dois elétrons
e dois proétons, resultando na formacdo da hidroquinona correspondente, como
mostrado na figura 34. A diferencga entre os potenciais de pico catédico e anddico foi

de 75 mV, fato que caracteriza o processo como quase reversivel.
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Figura 33 - Voltamograma ciclico da LQB-118 (c = 1 x 10* mol L") em meio aquoso
etandlico (20%), tampéo fosfato pH 7,4. Eletrodo de carbono vitreo, v = 100
mV s™.

B la (- 0,278 V)
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Fonte: Autora, 2014.

Figura 34 - Mecanismo para a formagao da hidroquinona a partir da LQB-118.

LQB-118 Hidroquinona

Fonte: Autora, 2014.

Os estudos por voltametria ciclica em meio aquoso-etandlico referentes aos
derivados da LQB-118 estao representados na figura 35. O perfil dos voltamogramas
mostra um sistema constituido de uma onda catddica (Ic), seguido de uma onda de
oxidagao pouco definida, as quais correspondem a transferéncia de dois elétrons e
dois protons, levando a formacao das hidroquinonas correspondentes. A diferenca
entre os potenciais de pico catédico e anddico variou 87-112 mV, o0 que caracterizam
0 processo como quase reversivel. O derivado bromado (LQB-150) apresentou um
ligeiro deslocamento das correntes de pico catodico (para potencial mais negativo) e
anodico (para potencial mais positivo), mostrando uma diferenca de potencial de 112
mV, enquanto que para o derivado clorado (LQB-151), esta diferenca foi de 87 mV
(Figura 35). Estudos em meio aquoso com a nitroquinona LQB-149 encontram-se

em realizacéao.
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Figura 35 - Voltamograma ciclico para os derivados (¢ = 3 x 10° mol L") em meio
aquoso etandlico (30%), tampéo fosfato pH 7,4. Eletrodo de carbono vitreo,

v=100mV s™.
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Fonte: Autora, 2014.

4.1.6 Estudo da interacdo da LQB-118 com biossensores de DNA utilizando VPD

Os acidos desoxirribonucléicos exercem relevante papel nos processos
biologicos. O DNA €& a biomolécula responsavel pela transmissdo das
caracteristicas hereditarias, 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). A andlise das interacdes entre moléculas organicas e o DNA é
relevante por estar relacionada aos processos de transcricao e replicacdo do DNA in
vivo, mutacao de genes e variacfes das caracteristicas de cada espécie, bem como
por prover informacdes sobre farmacos cujo alvo biolégico de acdo é o DNA (YANG
et al., 2008).

s

Quando o dsDNA, imobilizado em superficie eletrédica, € incubado em
solucdo de compostos que podem acarretar modificacbes estruturais ou danos ao
mesmo, ocorre exposicao das bases puricas na superficie do eletrodo acarretando,
entdo, o aumento ou surgimento de picos referentes a oxidagdo destas.
Considerando-se o ssDNA em relacdo ao dsDNA, este apresenta picos de oxidacao
com alta intensidade de corrente e o diagnostico de possiveis interacdes de
substancias com o ssDNA é feito pelo decréscimo dessas correntes (DE SOUZA,

2011).
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O dano ao DNA pode ser observado de forma direta, onde o biossensor &
mantido em contato com solugcao da substancia de interesse por determinado tempo,
realizando-se varredura em potencial anddico para mensurar quaisquer alteracoes.
A reatividade da LQB-118 frente a biomolécula do DNA foi investigada, utilizando-se
um filme de dsDNA, preparado pela solubilizagdo do DNA dupla fita em tampé&o
acetato, pH 4,5, depositado sobre superficie de um eletrodo de carbono vitreo com o
auxilio de uma micropipeta para formar um biossensor de dsDNA. Os estudos por
voltametria de pulso diferencial do dsDNA, em presenca do composto LQB-118 séo
representados na Figura 36, os quais foram realizados seguindo duas metodologias.
Primeiramente, este biossensor foi imerso na solugdo contendo LQB-118 e,
transcorrido o tempo de contato estabelecido de 15 minutos, efetuaram-se as
medidas eletroquimicas, para averiguar possiveis modificacbes no perfil
eletroquimico do DNA. O segundo método consistiu na aplicacdo de potencial de
reducdo correspondente a reducdo dos grupos eletroativos da LQB-118,
previamente determinado por voltametria de pulso diferencial da amostra em tampéo
acetato (pH 4,5) e, logo em seguida, realizada a varredura em potencial anddico
(Figura 36).

Figura 36 - (—) VPD do biossensor de dsDNA em auséncia de LQB-118. (—) VPD do
biossensor de dsDNA em presenca de LQB-118 (2.10° mol. L") com
aplicacdo de potencial de reducédo (-0,17 V). (—) VPD do biossensor de
dsDNA em presenca de LQB-118 (2.10° mol. L™), apés 15 minutos de
contato. Todas as analises foram realizadas em meio aquoso etandlico
(20%)i tampa&o acetato (0,1 mol L™) pH 4,5. Eletrodo de carbono vitreo, v =5
mV s™.

3.09 —— dsDNA

—— dsDNA + LQB-118 (potencial aplicado (-0,17V)
2,51 —— dsDNA + LQB-118 (15 minutos de interagao)

2,01

1,5 -

I (nA)

1,0 -

0,5

0,0 T T T T T T T T 1
o0 02 04 06 08 10 12 14 16

Fonte: Autora, 2014. E (V) vs. Ag|AgCI|CI (sat.)
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Considerando o voltamograma apenas do biossensor (—), 0s estudos
realizados com o tempo (—) e com aplicacéo de potencial de redugéo (Eap. = -0,17 V)
(—) evidenciaram que tanto a LQB-118 quanto os produtos da eletrorreducdo néao

sao reativos ao DNA, ou seja, LQB-118 ndo apresentrou interacao frente ao dsDNA.

Ao contrario do dsDNA, em meio aquoso tamponado, pH 4,5, o
voltamograma eletroquimico do ssDNA é caracterizado por duas ondas anodicas
bem definidas de alta intensidade de corrente, referentes a oxidacdo das bases
puricas, guanina e adenina (Figura 37). Assim, a interacdo das bases com moléculas
DNA-reativas resulta em alteragcbes nas correntes de pico e/ou potenciais de
oxidacdo destas bases. A partir da Figura 37, observa-se que o sinal de oxidacao da
base guanina sofreu um decréscimo significativo de suas intensidades de corrente,
tanto em 15 minutos de contato, quanto apés aplicacado de potencial, enquanto que
com a adenina houve interagdo, caracterizada pela deformacgéo da feicdo do pico,

portanto, sugere-se que a LQB-118 interagiu com o ssDNA.

Figura 37 — (—) VPD do biossensor de ssDNA em auséncia de LQB-118. (—) VPD do
biossensor de ssDNA em presenca de LQB-118 (1.10* mol L™ com
aplicacdo de potencial de reducgédo (-0,17 V). (—) VPD do biossensor de
ssDNA em presenca de LQB-118 (1.10* mol L™) apés 15 minutos de
contato. Todas as analises foram realizadas em meio aquoso etandlico
(20%), tampd&o acetato (0,1 mol L™) pH 4,5. Eletrodo de carbono vitreo, v =5

mV s™.
109 — sspNA
—— ssDNA + LQB-118
8 (potencial aplicado (-0,17V))
| ——ssDNA + LQB-118
(15 minutos de interagao)

6 -
= 4
2
0-

00 02 04 06 08 10 12 14 16 1.8
E (V) vs. Ag|AgCI[CI" (sat.)
Fonte: Autora, 2014.
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Diante dos dados referentes aos estudos em biossensor eletroquimico de
DNA e, considerando que assim como a LQB-118, a B-lapachona e a nor-B-
lapachona também néo interagem diretamente com o dsDNA, fica reforcada a ideia
de que esses compostos induzem a danos secundarios ao DNA, por exemplo, via
producdo de ERON, e ndo por meio da acao direta sobre a macromolécula
(intercalacédo ou alquilagédo) (CAVALCANTI, 2010).
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4.2 PARTEII

4.2.1 Sintese das amidas derivadas do acido lipdico (AL)

Na segunda parte deste trabalho, investigou-se a sintese de amidas
derivadas do acido lipdico (AL). Esses compostos despertam grande interesse ja
que, como j& exemplificado, podem ter sua atividade realgcada. Além disso, as
combinac¢des moleculares obtidas por reacdes de AL com grupos amino-substituidos
bioativos, sdo potentes candidatos a serem antioxidantes multipotentes, ou seja,
compostos com outros efeitos farmacologicos, além das propriedades antioxidantes,
podendo atuar no tratamento de diversas patologias complexas, como por exemplo,
a doenca de Alzheimer (ROSINI et al., 2005; HARNETT et al., 2002; KOUFAKI et al.,
2001; KOUFAKI et al., 2001; ZANG et al., 2006).

Por outro lado, € preciso considerar que a formacgéo da ligacdo amida ndo é
trivial e pode muitas vezes apresentar dificuldades, tais como baixos rendimentos,
possibilidade de racemizacdo, degradacdo, e dificuldades de purificacdo
(MONTALBETTI; FALQUE, 2005). Adicionalmente, o acido lipéico pode sofrer
degradacdo térmica, fotoquimica, degradacdo em meio acido e por oxidacao
(KULKAMP et al., 2009). Dessa forma, necessitou-se de uma metodologia para ser

realizada em condi¢des brandas, protegida da luz e em meio neutro.

A priori, descartou-se a metodologia classica para formacdo de amidas
(acido carboxilico + amina - amida + agua), uma vez que se faz necessario
aguecimento vigoroso e, neste caso, comprometeria a integridade do acido lipdico.
Portela et al.,, 2012 enfatizam, em seus estudos, que o acido lipdico € uma
substancia labil e decompde-se, gradualmente, em temperatura ambiente.
Temperaturas acima de seu ponto de fusdo (59-62°C) causam imediata
polimerizacdo, com necessério descarte, uma vez que o AL polimerizado é

praticamente insolivel na maioria dos solventes.

Sendo assim, optou-se por converter a carboxila do acido lipbdico em um
grupo funcional mais reativo, utilizando cloreto de tionila (SOCI,) para formar o
cloreto de acila, que posteriormente seria isolado e reagiria com a amina, conforme
mecanismo descrito na figura 7 (pag. 26). A reacado foi abortada por néo ter sido

verificado via cromatografia em camada delgada o surgimento do produto de
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interesse. Uma possivel explicagdo para isso esta relacionada com a formacgéo de
acido cloridrico, com degradacédo do &cido lipoico. Dai, a conversdo direta deste
acido em cloreto de acila ndo foi possivel. Uma proposta para solucionar esse
problema, seria optar pela formagao da amida in situ, adicionando a amina ao meio
reacional sem isolar o cloreto de acila. Para neutralizar o HCI formado no processo,
poder-se-ia adicionar trietilamina, a qual também serviria para evitar a conversao da
amina em seu sal ndo reativo. Esta possibilidade de otimizacdo ainda nao foi

executada.

Uma segunda metodologia usada para ativar o acido lipdico foi através da
utilizacdo de reagentes de acoplamento, como DCC, DIC e EDAC (Figura 8, pag.
27) para formar cloretos de acido, anidridos ou ésteres (VALEUR; BRADLEY, 2008)
a depender dos nucledfilos disponiveis. A primeira tentativa de sintese consistiu em
converter o &cido lipoico em seu éster ativado, utilizando DCC como reagente de
acoplamento e com a pretenséo de isola-lo para, em seguida, reagir com aminas,
originando amidas. No entanto, um derivado de ureia pouco soltvel obtido como
sub-produto dificultou o processo de purificacao e esta tentativa também néo foi bem
sucedida. A solucéo foi encontrada com a utilizacdo de EDAC como reagente de
acoplamento, ja que o derivado de ureia resultante € sollvel em agua e pode ser
eliminado por lavagens sucessivas (MONTALBETTI; FALQUE, 2005).

Foram sintetizadas trés amidas derivadas do &cido lipbico, sendo uma

inédita, conforme esquema proposto na figura 38.

Para a sintese da amida 1 (AL-SCH3) seguiu-se o0 método descrito por Lu et
al. (2011), onde, a amida foi gerada in situ a partir do AL na presenca da amina 4-
(metiltio)anilina (B), através da adicdo de EDAC como reagente de acoplamento. Até
0 momento, ndo h& registros na literatura sobre a sintese e caracterizagdo desta
amida, portanto, €& inédita. Inicialmente, a carbodiimida reage com o acido
carboxilico para formar a o-acilisouréia. Este intermediario pode reagir diretamente
com a amina para se obter a amida desejada e ureia como sub-produto, mas muitas
vezes, ocorre racemizacao e transferéncia de acetil formando um intermediario N-
acilureia nao reativo. Esta reacao lateral e indesejada pode ser consideravelmente

reduzida atraves da adicdo de um nucledfilo, por exemplo, NHS, DMAP e HOBt, que
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reagem mais rapidamente e geram um intermediario ainda mais ativo para acoplar,

neste caso, com a amina que ja esta presente no meio reacional (Figura 38).

Figura 38 — Esquema representativo da sintese das trés amidas derivadas do acido
lipdico.
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Fonte: Autora, 2014.

Ja a sintese das amidas e AL-OH foi realizada em duas etapas. Na
primeira etapa, o éster ativado (AL-NHS) foi preparado a partir do acido e na
segunda etapa, reagiu-se o éster ativado com as respectivas aminas, na presenca
de trietilamina, de acordo com o procedimento descrito por Matulaitiene et al. (2013).
Realizou-se a preparacdo do éster AL-NHS seguindo dois procedimentos (A e B),
ambos diferindo apenas nas etapas de elaboragéo e purificacdo. No procedimento
A, o material bruto foi purificado em coluna de silica (eluente: hexano/acetato de
etila) e obteve-se o produto desejado com rendimento de 20%. Sabendo-se que a
silica é acida, observou-se que parte do éster formado sofria hidrolise na coluna,
regenerando o acido lipdico. Na tentativa de otimizar o rendimento, no procedimento
B, o residuo foi tratado conforme procedimento descrito na sec¢édo 3.4.3.2 e ao excluir
a etapa de purificacdo em coluna de silica, o rendimento foi aumentado para 63%.

Todas as reacdes foram realizadas em atmosfera de nitrogénio.
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O mecanismo reacional para as referidas sinteses esta exemplicado na

figura 39.

Figura 39 — Mecanismo da reacdo de formac&do da amida AL-OH.

S—S 0
Ester ativado +

+ o NHS
—_— /\

OH
Amida

Fonte: Autora, 2014.
4.2.2 Caracterizagdo do éster ativado e amidas derivadas do acido lipodico

Observacgao: A numeracado adotada para os atomos nas estruturas nao corresponde
a numeracao da nomenclatura IUPAC. Isso foi feito para que compostos com
estruturas analogas pudessem ter os seus dados de RMN comparados, quando

necessario.
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4.2.2.1 Acido lipoico (AL)

O acido lipdico foi obtido comercialmente da Sigma-Aldrich (Steinheim,
Germany). Seus dados de RMN de *H e **C estdo disponiveis na literatura, porém
optou-se por apresentar os espectros dessa substancia nas Figuras 40 e 41, com as
devidas atribuicbes dos sinais, pois 0s mesmos sao Uteis na interpretacdo dos

espectros obtidos dos derivados correspondentes.

O espectro de RMN de 'H (Figura 40) do AL apresentou um multipleto mais
desprotegido em & 3,51 que foi atribuido ao hidrogénio H3, pertencente ao carbono
metinico, vizinho ao enxofre. O multipleto em 6 3,11 foi atribuido aos hidrogénios
metilénicos H1. Um tripleto em 6 2,42 foi atribuido aos hidrogénios H7, nas
proximidades da carboxila. Observou-se ainda, a presenca de um multipleto em &
2,49, o qual se refere a um dos hidrogénios diastereotdpicos existentes em H2. O
multipleto entre 6 2,00-1,52 (m, 7H) foi atribuido aos hidrogénios metilénicos

presentes em H4, H5 e H6, além do outro hidrogénio da posicédo H2.

Figura 40 — Espectro de RMN de 'H (200 MHz, CDCIl;) para o material de partida, LA.
0 (ppm) 3,51 (m, 1H; H3), 3,11 (m, 2H; H1), 2,42 (t, 2H; H7), 2,49 (m, 1H;
H2%), 2,00-1,52 (m, 7H; H2’, H4, H5 e H6).

2”,4,5,6

CDCI;

Fonte: Autora, 2014.

No espectro de RMN de '°C (Figura 42), observou-se a presenca de um
sinal em & 182,50 que foi atribuido ao carbono da carboxila (C8). O sinal em & 58,92
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caracteriza o carbono metinico do composto (C3). Os diversos sinais presentes entre
0 42,86 e 6 27,01 foram atribuidos aos carbonos metilénicos da seguinte maneira: 6
42,86 (C2), 6 41,15 (C1), & 37,22 (C7), & 36,46 (C4), 6 31,30 (C5), & 27,01 (C6).

Figura 41 — Espectro de RMN de **C (50 MHz, CDCIl;) para o material de partida, AL.
0 (ppm): 27,01 (C6), 31,30 (C5), 36,46 (C4), 37,22 (C7), 41,15 (C1), 42,86 (C2),
58,92 (C3), 182,50 (C8).

2,1,7,4,5,6

CDCl3

T T T T T T T T T T
220 200 180 160 140 120 100 B0 &0 40 20 ppm

Fonte: Yeast Metabolome Database (http://www.ymdb.ca/compounds/YMDB00334)

4.2.2.2 2,5-dioxopirrolidin-1-il-5-(1,2-dtiiolan-3-il)pentanoato (AL-NHS)

0O

O/
S—S (0)

O composto AL-NHS ja havia sido sintetizado anteriormente no trabalho de
LIU et al.(2005), e seus dados de RMN de 'H e *3C estéo disponiveis na literatura.
Os espectros de RMN de 'H e *C dessa substancia obtida no presente trabalho

estdo apresentados nas Figuras 42 e 43, com as devidas atribuicdes dos sinais.



88

A atribuicdo dos sinais de RMN de *H do composto AL-NHS foi auxiliada
pela comparacdo com o espectro de RMN de *H do material de partida, o AL (Figura
40). As principais alteracdes observadas no espectro foram: a presenca de um
singleto em & 2,83, com valor de integracdo igual a quatro, o qual foi atribuido aos
atomos de hidrogénio metilénicos H8 e H9 que estdo em carbonos ligados
diretamente a carbonila de amida. Os demais sinais encontram-se em conformidade

com a estrutura da molécula e as suas atribuicdes encontram-se na Figura 42.

Figura 42 — Espectro de RMN de 'H (200 MHz, CDCl;) para o composto AL-NHS (2).
6 (ppm) 3,58 (m, 1H; H3), 3,13 (m, 2H; H1), 2,83 (s, 4H; H8 e H9), 2,62 (t, 2H;
H7), 2,48 (m, 1H; H2’), 1,99-1,46 (m, 7H; H2”’, H4, H5 e H6).

1702
1506
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7270

NS

(o] 8,9 i

Fonte: Autora, 2014.

No espectro de RMN de *3C (Figura 43), a alteracao observada em relacdo
ao material de partida (Figura 41) foi a presenca de dois sinais em 6 168,57 e 169,26
que foram atribuidos aos carbonos das carbonilas C8 (carbonila de éster) em &
168,57 e 6 169,26 referentes a C10 e C11 (duas carbonilas de imidas, mais

desprotegidas e caem num mesmo campo devido a simetria). Os demais sinais
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encontram-se em conformidade com a estrutura da molécula e as suas atribui¢cdes

encontram-se na Figura 43.

Figura 43 — Espectro de RMN de *C (50 MHz, CDCl;) para o composto AL-NHS (2).
5 (ppm): 24,57 (C6), 25,80 (C11 e C12), 28,49 (C5), 30,99 (C7), 34,70 (C4),
38,70 (C1), 40,34 (C2), 56,29 (C3), 168,57 (C8), 169,26 (C9 e C10).
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Fonte: Autora, 2014.

4.2.2.3 5-(1,2-ditiolan-3-il)-N-(4-metiltio)-fenil-pentanamida (AL-SCHj3)

SCH
o 3

— H
Para este composto, ndo ha registros na literatura. Os sinais na regido dos
aromaticos merecem ser destacados por estarem ausentes no espectro de RMN de
'H do material de partida (Figura 40) e s&o bons indicios da formacdo do produto

desejado. Foram inferidas desse modo as seguintes atribuigcbes: um dupleto entre &
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7,43-7,47 ao sinal dos hidrogénios aromaticos H9 e H10, um singleto largo em &
7,35 ao sinal H8 de amida, um singleto em & 2,49 ao sinal dos hidrogénios metilicos
(H13) ligados ao enxofre. Os demais sinais encontram-se em conformidade com a

estrutura da molécula e as suas atribui¢cdes estao na Figura 44.

Figura 44 — Espectro de RMN de 'H (200 MHz, CDCl;) para o composto AL-SCHjs (1).
6 (ppm): 7,43-7,47 (d, 2H; H9 e H10), 7,35 (s largo, 1H; H8), 7,20-7,24 (m, 2H;
H11 e H12), 3,57 (m, 1H; H3), 3,13 (m, 1H; H1), 2,49 (s, 3H; H13), 2,41 (m, 1H;
H2"), 2,31 (t, 2H; H7), 1,99-1,50 (m, 7H; H2”’, H4, H5 e H6).
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Fonte: Autora, 2014.

Novamente, as principais alteracbes observadas no espectro de *C em
relacdo ao AL (Figura 41) foram o surgimento de sinais na regido de arométicos e de
metila ligada a enxofre, desprotegida em relacdo aos grupos metila alifaticos. Desse
modo, foram atribuidos os seguintes sinais: 6 135,63 (C12), 6 133,74 (C9), 6 128,05
(C11 e C13), 6120,72 (C10 e C14), 6 16,83 (C15) (Figura 46). As demais atribuicbes
foram realizadas por comparacédo com o LA, mencionadas anteriormente, e estao de

acordo com a estrutura da molécula.
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Figura 45 — Espectro de RMN de *C (50 MHz, CDCl;) para o composto AL-SCH; (1).
0 (ppm): 16,83 (C15), 25,43 (C6), 29,04 (C5), 34,80 (C4), 38,67(C7), 39,52 (C1),
40,44 (C2), 56,58 (C3), 120,72 (C10 e C14), 128,05 (C11 e C13), 133,74 (C9),
135,63 (C12), 171,33 (C8).
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Fonte: Autora, 2014.
4.2.2.4 N-benzil-5-(1,2-ditiolan-3-il)pentanamida (AL-Bn)

o)

Embora o composto LA-Bn ja tenha sido sintetizado (SALVINO et al., 2000;
IMPELLIZZERI et al., 2012), faz-se a descricdo dos espectros de RMN, uma vez que

nos trabalhos mencionados néo se encontra descrita a caracterizagdo dessa amida.

A atribuicdo de sinais nos espectros de RMN de 'H e **C para a LA-Bn

também se baseou na comparacdo com o0s espectros descritos nas secgdes
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anteriores. Nas figuras 46 e 47 podem ser observados os espectros de hidrogénio e
carbono desse composto com as devidas atribuicOes. Nota-se que o0s sinais
referentes ao material de partida estdo presentes, em conformidade com a Figura
40. O nucleo aromatico (H10 a H14) mais uma vez foi facilmente identificado pela
presenca de um multipleto entre 6 7,26-7,37. Um singleto largo em & 5,91 sugere a
presenca de hidrogénio (H8) de amida e finalmente o dupleto em & 4,41, cujo valor

de integracao foi igual a dois, foi atribuido ao sinal dos hidrogénios metilénicos H9.

Figura 46 — Espectro de RMN de 'H (200 MHz, CDCIls) para o composto AL-Bn (3).
o(ppm): 7,26-7,37 (m, 5H; H10-H14), 5,91 (s largo, 1H; H8), 4,41 (d, 2H;
H9), 3,59 (m, 1H; H3), 3,12 (m, 2H; H1), 2,49 (m, 1H; H2’), 2,18 (t, 2H;
H7), 1,97-1,52 (m, 7H; H2’,H4,H5,H6).
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No espectro de RMN de *3C (Figura 47), observou-se o surgimento de um
sinal em 6 172,72 que foi atribuido ao carbono C8 e € um sinal com deslocamento
quimico caracteristico de carbonila de amida. Os sinais dos carbonos do grupo
aromatico (C10 a C15) ficaram evidentes entre 6 138,50 e 127,66, sendo o C10 o

mais desprotegido. O sinal de carbono metilénico C9 em & 43,76 apareceu na regiao
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esperada, juntamente com os demais j4 previstos a partir da comparagdo com o

material de partida.

Figura 47 — Espectro de RMN de *C (50 MHz, CDCIl;) para o composto LA-Be (3).
5 (ppm): 25,57 (C6); 29,05 (C5); 34,78 (C4); 36,58 (C7); 38,64 (C1); 40,39 (C2);
43,76 (C9); 56,57 (C3); 127,66 — 128,87 (C11 a C15); 138,50 (C10); 172,72 (C8).
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Fonte: Autora, 2014.

4.2.2.5 5-(1,2-ditiolan-3-il)-N-(4-hidroxifenil)pentanamida (AL-OH)
OH
o O
(Y\/\)Llil
S—-S H

Na literatura ndo ha detalhes sobre a sintese e caracterizacdo deste
composto, sendo encontrado apenas um registro de patente. A amida AL-OH possui
estrutura muito semelhante ao composto AL-SCHjz; descrito anteriormente e,

portanto, a sua elucidagéo estrutural segue uma légica similar. No espectro de RMN
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'H, ambos apresentam multipletos localizados na regido aromatica referente aos

hidrogénios C9 a C12, um singleto largo em & 3,32 foi atribuido ao hidrogénio C13

da hidroxila fenodlica (Figura 48). Em comparacdo com o material de partida, os

demais sinais estdo de acordo com a estrutura esperada para 0S COmMpOStos

sintetizados e encontram-se atribuidos na figura 48.

O espectro de RMN de *3C para LA-OH apresenta todos os sinais referentes

a estrutura do material de partida (Figura 41) e os sinais na regido de aromaticos

referentes ao grupo fenila (Figura 50). Observou-se também o surgimento de um

sinal em 6 174,15, que foi atribuido ao carbono C8 e € um sinal com deslocamento

caracteristico de carbonila de amida.

Figura 48 — Espectro de RMN de 'H (200 MHz, MeOD) para o composto AL-OH (4).

& (ppm): 7,32-7,36 (m, 2H; H9 e H10), 6,74-6,78 (m, 2H; H11 e H12), 3,57 (m,
1H; H3), 3,32 (s largo, 1H; H13), 3,14 (m, 2H; H1), 2,53 (t, 2H; H7), 2,40 (m, 1H;
H2’), 1,96-1,56 (m, 7H; H2”, H4, H5, H6).
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Fonte: Autora, 2014.
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Figura 49 — Espectro de RMN de **C (50 MHz, MeOD) para o composto LA-OH (4).
o(ppm): 26,74 (C6); 29,93 (C5); 35,79 (C7); 37,63 (C4); 39,37 (C1); 41,33 (C2);
57,58 (C3); 116,25 (C11 e C13); 123,52 (C10 e C14); 131,70 (C9); 155,36 (C12);

174.15 (C8).
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Fonte: Autora, 2014.

4.2.3 Ensaios de peroxidacéo lipidica

Sabe-se que a capacidade de uma molécula se movimentar através de
compartimentos biolégicos depende da sua lipofilia (CLEMENTE, 2011). Como ja
descrito, o &acido lip6ico atua no ambiente celular tanto nas membranas
(predominantemente lipofilica) quanto no citosol (meio hidrofilico) (VALKO et al.,
2006). A adicdo de aminas aroméaticas bioativas ao acido lipdico deram origem a
amidas relativamente mais lipofilicas. Em vista da melhor correlagdo entre as
propriedades antioxidantes das amidas derivadas do acido lipoico e a lipofilia das
mesmas, calculou-se teoricamente o coeficiente de particdo n-octanol-agua (log P).
De todos 0os compostos conjugados sintetizados, a amida AL-SCH3 (log P = 4,47) é
a mais lipofilica, seguida da AL-Bn (log P = 3,73) e AL-OH (log P = 2,78). A amida

AL-OH, bem como seu material de partida, o acido lipdico, parecem ter a lipofilia
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ideal para atravessar a barreira hematoencefalica (Log P entre 1 e 3) (ROLEIRA et
al., 2010).

Tabela 6 — Valores de log P calculados utilizando-se o programa ACDLabs 6.0 para o
acido lipoico e para as amidas derivadas.

Composto Log P
Acido lip6ico 2,16 + 0,29

AL-OH 2,78 £0,30
AL-Bn 3,19+0,43
AL-SCH3; 4,47 + 0,43

Fonte: Autora, 2014.

Como antioxidantes lipossoluveis se concentram no interior das membranas
celulares ou nas lipoproteinas, onde a protecdo contra a peroxidacao lipidica é
extremamente importante (NAGUIB, 1998), optou-se pela realizacdo do método de

protecdo antioxidante frente a peroxidacao lipidica.

A protecao frente a peroxidacéao lipidica pelo &cido lipbico e pelas amidas
derivadas foi avaliada usando um modelo de lipoperoxidacdo em membrana
mediado pelo radical peroxila (lipossomas unilamelares de lecitina de soja) como
descrito na secao 3.2.5 e mostrado na figura 22 (pag. 59). A 37°C, o AAPH, um azo
composto hidrossolivel gerador de radicais livres, sofre termdlise, originando
radicais peroxila. Na auséncia de antioxidantes, hA um ataque a membrana pelas
espécies reativas e consequentemente ha perda de fluorescéncia, enquanto, na
presenca de antioxidantes, ha formacédo de produtos estaveis e a tendéncia € a

manutencao da fluorescéncia.

A figura 50 mostra a protecdo a peroxidacao lipidica (%), em funcédo do
tempo (tempo total de 30 min), onde primeiro foram feitos dois brancos: (1)
lipossoma + sonda C11-BODIPY®*®"*°! + tampé&o fosfato (pH 7,4) + AAPH (-A-) e (2)
lipossoma + sonda C11-BODIPY®#¥°! + metanol + AAPH (-A-), enquanto que Trolox

(-@-) foi o controle positivo.
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Figura 50 — Protecdo frente a peroxidacéo lipidica (%). (-o-) AL (100 pymol L™); (-m-)
AL-NHS (100 pumol L™); (-A-) AL-OH (100 umol L™, (-o-) AL-SCH; (100 pmol
L™"): (-<«-) AL-Bn (100 pmol L™); (-*-) amina NH,PhOH (100 pmol L?), (-@-)
Trolox (100 pmol L™) como controle positivo, (-A-) Tampé&o fosfato + AAPH;
(-0-) Tampé&o fosfato + metanol usados como controles negativos.
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Fonte: Autora, 2014

A peroxidagdo lipidica lipossomal induzida por AAPH foi observada na
auséncia de antioxidantes (Branco 1 e branco 2, Figura 50). A potente atividade
antioxidante do trolox € bem conhecida e inibe a peroxidacao lipidica, fato que é
verificado pela auséncia de decaimento do sinal de fluorescéncia e porcentagem de
protecdo a peroxidacao lipidica proxima a 100%. Os ensaios de peroxidacao lipidica
mostraram que em até 10 minutos de analise cinética, todos os compostos
protegeram a membrana de forma muito semelhante ao trolox. Apds esse tempo,
comecou-se a observar um afastamento entre os pontos, caracterizando o inicio da
desprotecao em relacao ao controle positivo. No tempo total da medida (30 minutos),
0 AL-OH (- A-) em metanol apresentou efeitos protetores na membrana proximos ao
trolox (na mesma concentragcao) e mais efetivo que seus precursores, o acido lipoico
(-o-) e a amina p-NH,PhOH (-*-). Assim como o trolox, a amida AL-OH contém um
grupo hidroxila fendlico que pode explicar, em parte, a melhor atuacdo frente a
peroxidacao lipidica durante todo o tempo de analise quando comparada com 0s
demais derivados. O efeito protetor aqui evidenciado € relevante, visto que a
conjugacgao proposta neste trabalho favoreceu a prote¢cdo da membrana em todos os
casos (Figura 50).
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A fim de verificar a eficiéncia antioxidante da amida AL-OH, realizaram-se medidas
de protecdo frente & peroxidagdo lipidica, em concentracdes variadas (Figura 51).
Constatou-se que, em 5 minutos de analise, em concentracdo 4 v. menor (de 100
umol L a 25 pmol L) manteve-se a protecdo & membrana. A partir de 10 minutos,
observou-se um decaimento da protecdo. No tempo final (30 minutos), o grafico
mostra que em concentracdo de 25 pmol L™ o sistema apresentou uma relevante
protecdo, com valores proximos de 70% e sé em 12,5 pmol L™, esse valor cai para
proximo de 40%. Obteve-se um valor de ICsp para  AL-OH de 31 pumol L™. Como
mostrado no gréafico, o composto AL-OH protege a membrana de forma bem proxima
ao Trolox cujo valor de ICs ja foi determinado por Koufaki e colaboradores (2001) e
é de 24,8 umol L, além disso, de acordo com esse mesmo estudo, para o acido
lipico o ICso foi maior que 1000 pmol L™. Confirma-se, portanto, que as
combinac¢des moleculares planejadas e realizadas favoreceram a protecdo frente a
peroxidacao lipidica.

Figura 51 — Protecdo contra a peroxidacdo (%) da amida AL-OH em diferentes
concentracdes: (-m-) AL-OH (100 pmol L™), (-m-) AL-OH (50 pmol L™, (-m-)
AL-OH (25 pmol L), (-m-) AL-OH (12,5 umol L™) e (-m-) Tampé&o fosfato +
metanol.
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Fonte: Autora, 2014.
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4.2.4 Estudo eletroquimico em meio prético do AL e AL-OH

O voltamograma ciclico do acido lipoico, na regiao de oxidacao, apresentou
um pico de natureza irreversivel localizado em torno de +0,85 V (Figura 52), estando
proximo dos potenciais de pico apresentados na literatura (FERREIRA et al., 2012).
A partir do estudo voltamétrico também foram obtidos os valores de intensidade de
corrente em funcdo da raiz quadrada da velocidade de varredura (Ipic vs. v?). A
linearidade dos pontos mostra que o transporte de massa através da solucéo até a

superficie eletrodica para o acido lipdico é de natureza difusional (Figura 53).

Figura 52 — (A) Tampéo fosfato pH 7,4, (B) Voltamograma ciclico para o acido lipdico
(c =1 x 10 mol L™ em meio aquoso - Eletrodo de carbono vitreo, v = 100
mV s, (C) Proposta de mecanismo para a oxidac&o do acido lipoico.

25 -
20 :
é —

O_ —_—

04 05 06 07 08 09 10
E/V vs. Ag|AgCI|CI (sat.)

(©)

(o) (o)
H,0
OH ‘——‘ OH *2e +2H'
S—S\\o

Fonte: Autora, 2014.
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Figura 53 - a) Analise da corrente de pico (Ip.1), para a onda de oxidacdo do &cido

lip6cio em funcéo de v*2.

35 ] AL
R =0,9627 .

2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22
v'"Z (mVis)

Fonte: Autora, 2014.

LA-OH também foi estudada eletroguimicamente em meio protico - tampéao
fosfato pH 7,4, utlizando-se metanol como co-solvente para viabilizar a
solubilizagdo. O perfil voltamétrico da mesma evidencia dois picos de oxidagéo,
caracteristicos de sistemas multifuncionais representados por grupo fendlico (em
torno de +0,4 V) e pontes dissulfeto (em torno de +0,8 V). Além disso, observa-se a
presenca de um pico reverso em torno de +0,3 V que pode ser referente A quinona
resultante da hidrélise da amida oxidada, como mostrado na figura 55, B. A
comparacao entre a primeira e a segunda varredura mostra que houve uma
diminuicdo da corrente de pico e um deslocamento do potencial, o que é
caracteristica de adsorcdo da AL-OH na superficie do eletrodo (Figura 54, A). Dessa
forma, o eletrodo foi limpo com alumina (3 pm) e sua area eletroativa foi mantida
antes de cada varredura a fim de se obter o voltamograma com evidéncia de pico
reverso (Figura 55). Estudos eletroquimicos complementares encontram-se em

realizagao.
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Figura 54 - Voltamograma ciclico para a amida AL-OH (¢ = 1 x 10” mol L) em meio
aguoso metandlico (20%)tampao fosfato pH 7,4. Eletrodo de carbono vitreo,
v=100mVs™
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Fonte: Autora, 2014.



102

Figura 55 — (A) Voltamograma ciclico para a amida AL-OH (c = 1 x 10 mol L") em meio
aquoso metandlico (20%) tampé&o fosfato pH 7,4. Eletrodo de carbono
vitreo, v = 100 mV s™. (a limpeza do eletrodo foi realizada antes de cada
varredura), (B) Proposta de mecanismo de oxidacdo da amida LA-OH.
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5 CONCLUSOES

Os estudos eletroquimicos das pterocarpanoquinonas em meio aproético
revelaram que o0 mecanismo de reducdo € complexo com ondas adicionais

relacionadas a mudancas estruturais e geracéo de produtos eletroativos.

Houve evidéncia de interacdo com o oxigénio e geracdo de ERO, o que
pode ser correlacionado, em parte, com a acdo citotoxica exercida pelas

pterocarpanoquinonas em células cancerosas e sua atividade leishmanicida.

A interacdo direta e ap6s reducdo da pterocarpanoquinona LQB-118 com

dsDNA nao foi observada nos estudos com biossensor eletroquimico de DNA.

Foram sintetizadas trés amidas derivadas do acido a-lipéico, sendo uma
inédita (AL-SCH3), utilizando-se EDAC como reagente de acoplamento e NHS para

formacgéo do éster ativado.

A atividade antioxidante do acido lipdico e das amidas sintetizadas foi
estudada pelo método de lipoperoxidacdo, onde foi possivel mostrar que todas
protegeram a membrana frente a lipoperoxidacdo, com destaque para AL-OH, com
valores de ICsp préximos ao Trolox, controle positivo, e mais efetiva que a exercida
pelo precursores acido lipéico e amina NH,-OH, evidenciando o sucesso da

estratégia de hibridacdo molecular.
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PERSPECTIVAS

v

Determinar completamente 0 mecanismo de reducdo das
pterocarpanoquinonas por meio de eletrdlises, ESR e

espectroeletroquimica;

Avaliar a interacédo dos derivados da LQB-118 com DNA,;

Investigar a citotoxicidade das amidas sintetizadas;

Avaliar a prote¢cdo que as amidas exercem no ensaio de peroxidagao

lipidica frente a formacao de espécies reativas ao acido tiobarbiturico
(TBARS) em extrato hepatico.
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