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RESUMO

Os derivados sintéticos da B-lapachona e do Acido Usnico despertam interesse por
serem substancias biologicamente ativas e, portanto, o presente trabalho teve como
objetivo buscar subsidios que permitam sugerir um mecanismo biolégico de acao.
Ensaios eletroquimicos dos compostos supracitados foram realizados em diferentes
meios, aprético e prético, bem como com alvos bioldgicos relevantes, neste caso o
DNA, e também ensaios com oxigénio molecular, uma vez que um mecanismo
envolvendo ciclagem redox com oxigénio apds processo de reducdo € amplamente
relatado para a atividade de quinonas. Uma caracteristica fisico-quimica
apresentada pelos compostos referidos € baixa solubilidade em meio aquoso, algo
qgue interfere na acdo farmacoldgica. Assim, foram realizados estudos com
ciclodextrina, um oligossacarideo glicosidico, para averiguar a possibilidade de
formacao de complexo de incluséo, o que resultaria no aumento da solubilidade dos
mesmos. O comportamento voltamétrico dos derivados da [(-lapachona foi
comparado e observou-se que mudancas de substituinte ndo afetaram o processo
de reducdo. Os compostos da série LAUSEST apresentaram caracteristicas
semelhantes ao comportamento de quinonas em meio aproético e protico, além de
demonstrar, assim como seu precursor, a B-lapachona, reatividade com o oxigénio
molecular, sugerindo que a atividade citotoxica pode estar relacionada a formacéao
de ERO. A interagdo dos compostos com (3-CD e HP-B-CD em solucéo, observada
por voltametria ciclica mostrou que na presenca dessas moléculas hospedeiras,
ocorreram mudancas no perfil voltamétrico de cada substancia, sugerindo aumento
de solubilidade. Além disso, constatou-se uma possivel utilizacdo do eletrodo
modificado com SAM mista de -CD-SH-Au + MUA, como sensor para determinagao
de B-lapachona em analises clinicas e na etapa de controle de qualidade. Estudos
com ssDNA demonstraram a presenca de interacdo das substancias analisadas com
as bases guanina e adenina. No entanto, estudos com biossensor de dsDNA néo
apresentaram interagdo, implicando em um provavel mecanismo de agéo biologico
relacionado a alquilacdo do DNA, destacando-se a importancia das técnicas

voltameétricas para analises bioldgicas.

Palavras chave: B-lapachona e derivados, Acido Usnico, Ciclodextrinas,

Eletroguimica.



ABSTRACT

Synthetic derivatives of B-lapachone and usnic acid are of particular interest as
biologically active substances. This study aims to seek information that suggest a
biological mechanism of action. Electrochemical experiments of the compounds
mentioned above were performed in different condictions, protic and aprotic media,
as well as with relevant biological targets. In this case, DNA and experiments with
molecular oxygen were performed since a mechanism involving redox cycling with
oxygen after the reduction process is widely activity reported for quinones. A
physical-chemical characteristic displayed by these compounds is low solubility in
water, something very relevant to pharmacological action. Thus, studies were
performed with cyclodextrin, an oligosaccharide glycoside to investigate the
possibility of formation of inclusion complex, resulting in increased solubility of the
same. The voltammetric behavior of the four derivatives of p-lapachone were
compared and showed that changes in substituent did not affect the reduction
process. The compounds of the series LAUSEST had similar characteristics to the
behavior of quinones in protic and aprotic media, and showed, like its precursor, -
lapachone, reactivity with oxygen, suggesting that cytotoxic activity may be related to
ROS . The interaction of compounds with 3-CD and HP-B-CD in solution, observed
by cyclic voltammetry showed that the presence of these host molecules,
demonstrated changes in the voltammetric profile of each substance, suggesting an
increase of solubility. Moreover, there was a possible use of the modified electrode
with SAM mixed B-CD-SH-Au + MUA, as a sensor for determination of B-lapachone
in clinical analysis and quality control step. Studies with sSDNA showed the presence
of interaction of analytes with the bases guanine and adenine. However, studies with
dsDNA biosensor showed no interaction, implying a likely biological mechanism of
action related to alkylation of DNA, emphasizing the importance of voltammetric

techniques for biological analysis.

Keywords: derivatives of B-lapachone, Usnic acid, Cyclodextrin, Electrochemistry.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Estrutura quimica da B-lapachona e seus derivados sintéticos (LAUSEST-B, LAUSEST-
CLB, LAUSEST-FB € LAUSEST-AMe) € ACIHO USNICO. .......ceoviieeeeieieecieeieeeecteeeeee e 17

Figura 2. Reducdo de quinonas (Q) via 1 e 2 elétrons, gerando semiquinonas (Q°) e hidroguinonas

(QH_2), rESPECHVAMENTE. ....iii ittt ettt e et e e s s bbbt e e e s s e s bbb bttt e e s anebbb e e e e e s annnnneeens 19

Figura 3. Esquema quadrado representativo da oxirredugdo de quinonas em varios meios [adaptado
A8 JACQ, LOBT]...eeeee ittt ettt ekt e et e Rt s e e Rt e Rt n e e Rt e e e e e e e e 20

Figura 4. Mecanismos gerais de acao biolégica de quinonas [adaptado de MONKES et al., 1992]....21

Figura 5. Atuagdo de quinonas na geracao de espécies reativas de oxigénio (ERO) e destoxificagao,

pelo emprego de catalase e superdoxido-dismutase (SOD). .....cccccurriiriiiiiiiiireire e e re e e e e e 22

Figura 6. (a) Estrutura funcional da B-ciclodextrina [BUDAL, 2003]. (b) Estrutura quimica da B-

Lol Tot (oo 1= [ o - VR PR PSRPRR 27
Figura 7. Esquema sintético de per-7-tio-B-CiClOdeXtrNa..........uureieieiiieiieeeeee e 37

Figura 8. Voltamogramas ciclicos dos compostos da série LAUSEST em DMF/TBAP (0,1 mol L'l);
[LAUSET] = 1,0 mmol L'™; Eletrodo de CV. v =100 MV S™ . ..o, 42

Figura 9. (a) e (b) Voltamogramas ciclicos de LAUSEST-B em fun¢&o da velocidade de varredura. (c)
e (d) grafico de Ip. vs. v; (e) e (f) grafico de Ip. vs. v (9) e (h) gréfico de Ep. vs. log v. [LAUSEST-B]
=1,0 mmol L' em DMF/TPAP (0,1 mol L™); eletrodo de CV.........ccccovvoeeveeeeeeeeeeeeseeeseeeeeresenenes 43

Figura 10. (a) e (b) Voltamogramas ciclicos de LAUSEST-CLB em func¢do da velocidade de
varredura. (c) e (d) grafico de Ip; vs. v; (€) e (f) grafico de Ip. vs. v% (g) e (h) grafico de Ep vs. log v.
[LAUSEST-CLB] = 1,0 mmol L em DMF/TPAP (0,1 mol L™); eletrodo de CV. .......ccocoeeeeereene. 44
Figura 11. (a) e (b) Voltamogramas ciclicos de LAUSEST-FB em funcao da velocidade de varredura.
(c) e (d) grafico de Ip; vs. v; (e) e (f) grafico de Ip. vs. v (g) e (h) grafico de Ep. vs. log v.
[LAUSEST-FB] = 1,0 mmol L em DMF/TPAP (0,1 mol L™); eletrodo de CV........c.cccoceveveurvrrerennne. 45
Figura 12. (a) e (b) Voltamogramas ciclicos de LAUSEST-AMe em fungdo da velocidade de
1/2.,

varredura. (c) e (d) grafico de Ip. vs. v; (e) e (f) grafico de Ip. vs. v'“; (g) e (h) grafico de Ep. vs. log v.
[LAUSEST-AMe] = 1,0 mmol L™" em DMF/TPAP (0,2 mol L'l); eletrodode CV......cccceeiiiiiiiiiiiiis 46

Figura 13. Voltamogramas de Pulso Diferencial (VPD) dos compostos da série LAUSEST.
[LAUSEST] = 1,0 mmol L™ em DMF/TPAP (0,1 mol L™); eletrodo de CV; v=15mV s™....cccoceveunn.... 50

Figura 14. Voltamogramas ciclicos dos compostos da série LAUSEST em tampé&o fosfato 0,2 mol Lt
pH 7,0, 30% (v/v) de EtOH; [LAUSEST] = 0,05 mmol L™; Eletrodo de CV. v=50 mV s™.................... 52

Figura 15. (a) Voltamogramas ciclicos de LAUSEST-B. (b) gréfico de Ip. vs. v; (c) gréafico de Ip. vs.
v"% (d) grafico de Ep; vs. log v. [LAUSEST-B] = 0,05 mmol L. Tampé&o fosfato 0,2 mol L™, pH 7,0,
30% (V/V) de EtOH; €letrodo 0@ CV....iii ittt ettt e e e e e e e et e e s e e s e st eeeeeaeeeeaeeaeeeeeeens 53



Figura 16. (a) Voltamogramas ciclicos de LAUSEST-CLB. (b) gréafico de Ip. vs. v; (c) gréafico de Ip. vs.
v'% (d) gréafico de Ep; vs. log v. [LAUSEST-CLB] = 0,05 mmol L™, Tampao fosfato 0,2 mol L™, pH 7,0,
30% (V/V) de EtOH; €letrodo 08 CV ...ttt e et e e e e et reeeeeeeeeaaaaeeeaeaeas 54

Figura 17. (a) Voltamogramas ciclicos de LAUSEST-FB. (b) grafico de Ip. vs. v; (c) grafico de Ip. vs.
v (d) gréfico de Ep. vs. log v. [LAUSEST-FB] = 0,05 mmol L™ Tampéao fosfato 0,2 mol L™t pH 7,0,
30% (V/V) de EtOH; eletrodo 0@ CV ... ..ottt e e e e s r e e e e e e e e aaaeaaaaaaaeas 55

Figura 18. (a) Voltamogramas ciclicos de LAUSEST-AMe. (b) gréfico de Ip. vs. v; (c) grafico de Ip. vs.
v"% (d) grafico de Ep; vs. log v. [LAUSEST-AMe] = 0,05 mmol L. Tampao fosfato 0,2 mol L, pH
7,0, 30% (V/v) de EtOH; €letrodo e CV. ... .. ittt e e 56

Figura 19. (a) Voltamogramas ciclicos de B-lapachona na presenca de oxigénio. (b) Ipc vs. [O,]; (c)
Ip/1p0 vs. [O,]; (d) Epc vs. [Os]; [B-lapachona] = 0,05 mmol L™t Tampéo fosfato 0,2 mol L™ pH 7,0,
30% (v/v) de EtOH:; eletrodo de CV; V=0,50 V S-11 oo, 61

Figura 20. (a) Voltamogramas ciclicos de LAUSEST-B na presenca de oxigénio. (b) Ipc vs. [O,]; (c)
Ipc/Ip0 vs. [02]; (d) Epc vs. [02]; [LAUSEST-B] = 0,05 mmol L™ Tampéo fosfato 0,2 mol L-1, pH 7,0,
30% (v/v) de EtOH; eletrodo de CV; VE0,50V S-Luiiiiiiiee e 62

Figura 21. (a) Voltamogramas ciclicos de LAUSEST-CLB na presenca de oxigénio.  (b) Ip. vs. [02];
(c) Ip/1p0 vs. [02]; (d) Epe vs. [0O2]; [LAUSEST-CLB] = 0,05 mmol L™ Tampéao fosfato 0,2 mol L™ pH
7,0, 30% (v/v) de EtOH:; eletrodo de CV; V0,50V S™ e, 63

Figura 22. (a) Voltamogramas ciclicos de LAUSEST-FB na presenca de oxigénio. (b) Ip¢ vs. [O3];
(c) Ip/lpo vs. [O]; (d) Epe vs. [Os]; [LAUSEST-FB] = 0,05 mmol L™ Tampéo fosfato 0,2 mol Lt pH
7,0, 30% (v/v) de EtOH; eletrodo de CV; V0,50V S™ oo 64

Figura 23. (a) Voltamogramas ciclicos de LAUSEST-AMe na presenca de oxigénio.  (b) Ip. vs. [O,];
(c) Ipc/lpo vs. [O2]; (d) Epc vs. [Oy]; [LAUSEST-AMe] = 0,05 mmol L™ Tampéo fosfato 0,2 mol L™ pH
7,0, 30% (v/v) de EtOH; eletrodo de CV; V0,50V S™ oo 65

Figura 24. (a, c, e, g) Voltamogramas ciclicos da série LAUSEST (0,5 mmol L™) em eletrodo de
carbono vitreo e adigdo de B-CD sélida nas concentracbes de 0,05 mmol L%, 0,5 mol L e 5
mmol L™. (b, d, f, h) Grafico de -Ip vs. [B-CD]. Tampéo fosfato pH 7; v = 0,05 VS™ e, 70

Figura 25. (a, ¢, e, g) Voltamogramas ciclicos da série LAUSEST (0,5 mmol L'l) em eletrodo de
carbono vitreo e adicdo de HP-B3-CD sélida nas concentracdes de 0,05 mmol L™, 0,5 mol L e
5 mmol L™, (b, d, f, h) Grafico de -Ipy vs. [HP-B-CD]. Tampao fosfato pH 7; v = 0,05 Vs ™. ................. 72

Figura 26. Voltamogramas ciclicos da f3-lapachona em eletrodo de ouro (Au). Na,SO,4 0,2 mol L'ev
20,01V S oo 73

Figura 27. (a) Voltamogramas ciclicos para Ks[Fe(CN)g], Fc-CO,H e B-lapachona em Au modificado
com B-CDSH + MUA. (b) Voltamogramas ciclicos do efeito da concentragao da (-lapachona (B-LPC)
em SAM de B-CDSH + MUA,; (c) Efeito catalitico da B-lapachona, na presenca de oxigénio, em SAM
de B-CDSH + MUA. Na,SO,4 0,2 MOl L™ 7= 0,01 V S™ oo, 74



Figura 28. Voltamogramas de Pulso Diferencial (VPD) dos compostos da série LAUSEST em solugao
etanolica (30% v/v) de ssDNA em tampdo acetato pH 4,5. [LAUSEST] = 0,05 mmol L™ eletrodo de
CV; VS5 MV S ™ ettt 76

Figura 29. Voltamogramas de Pulso Diferencial (VPD) dos compostos da série LAUSEST em solucéo
etandlica (30% v/v) de ssDNA em tampao acetato pH 4,5 apos acondicionamento em -0,28 V durante
120 s. [LAUSEST] = 0,05 mmol L™; eletrodo de CV; v =5 MV S ..o, 77

Figura 30. Voltamogramas de Pulso Diferencial (VPD) dos compostos da série LAUSEST em
biossensor de dsDNA em solucdo etandlica (30% v/v) tamponada (tampdo acetato pH 4,5).
[LAUSEST] = 0,05 mmol L™; eletrodo de CV; v =5 MV S™ ..o, 78

Figura 31. Voltamogramas ciclicos do Acido Usnico a 100 mV s™. [AU] = 1,0 mmol L™ em DMF/TPAP
(0,1 mol L'l); ElErOTO AE CV. et e e e e e e e 79

Figura 32. (a) e (b) Voltamogramas ciclicos do Acido Usnico em funcéo da velocidade de varredura.

(c) grafico de Ipg vs. v; (d) grafico de Ipg vs. v*%; (e) grafico de Epg vs. log v. [AU] = 1,0 mmol L em

DMF/TPAP (0,1 mol L'l); €letrodo de CV. ... 80

Figura 33. (a) e (b) Voltamogramas ciclicos do Acido Usnico em funcdo da velocidade de varredura.
1/2,

(c) gréfico de Ip, vs. v; (d) grafico de Ipy vs. v <; (e) gréafico de Epy vs. log v. [AU] = 1,0 mmol L em
DMF/TPAP (0,1 MOl L™); €etrodo d& CV. .......veieieeeeeeeeeeeeeeeeee et s e 82

Figura 34. Voltametria de Pulso Diferencial (VPD) redutiva (a) e oxidativa (b) do Acido Usnico (1,0
mmol L") em DMF/TBAP (0,1 mol L™Y). Eletrodo de CV; V=000V S 83
Figura 35. (a) Voltamogramas ciclicos do Acido Usnico em fungédo da velocidade de varredura; (b)
4

gréafico de Ipa vs. v; (c) gréfico de Ipa vs. 2 (d) gréfico de Epa vs. log v. [Acido Usnico] = 3,67 x 10°
mol L. Tampao fosfato 0,2 mol L™, pH 7,0 (30% de EtOH); eletrodo de CV. .........c.cocovvveverirrrnnnns 84

Figura 36. (a) Voltamogramas de pulso diferencial da dependéncia do potencial de oxidag&o do Acido
Usnico em func&o do pH; (b) curva de Epa vs. pH do AU; ) curva de Ipa vs. pH do AU. [AU] = 1 x 10
Mol L™, 20% EtOH, €letrod de CV..........co.eveiiiiiriiieieieieieie e 86

Figura 37. (a) Voltamogramas ciclicos do Acido Usnico (0,5 mmol L'l) em eletrodo de carbono vitreo
e adicdo de B-CD sdlida nas concentracdes de 0,05 mmol L™, 0,5 mol L™ e 5 mmol L™. (b) Grafico de
Ipe VS. [B-CD]. Tampao fosfato PH 7; ¥ = 0,05 VS . ..emimieeeeeeeeeeeeeee e 88

Figura 38. (a) Voltamogramas ciclicos do Acido Usnico (0,5 mmol L™) em eletrodo de carbono vitreo
e adicdo de HP-B-CD sdlida nas concentracdes de 0,05 mmol L™, 0,5 mol L™ e 5 mmol L™. (b) Grafico
de Ipe vs. [HP-B-CD]. Tamp&o fosfato pH 7; ¥ = 0,05 VS ™ ..., 88

Figura 39. Voltamogramas de Pulso Diferencial (VPD) do Acido Usnico em solugéo etandlica (30%
viv) de ssDNA em tampado acetato pH 4,5. [Acido Usnico] = 0,05 mmol L™; eletrodo de CV;
VE B MV S ettt 89



Figura 40. Voltamogramas de Pulso Diferencial (VPD) do Acido Usnico em biossensor de dsDNA em
solucdo etandlica (30% v/v) tamponada (tamp&o acetato pH 4,5). [Acido Usnico] = 0,05 mmol L
EIELTOUO 0B TV ¥ = 5 MV S s oottt ettt ettt et ettt et et e ettt et es ettt et et et e e et et et eee et et eeeeeee e ereaens 90



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Solu¢des Tampdes para eletrOlito SUPOIE. ........uuuuiiiiiiiiiiieiieiee e 35

Tabela 2. Parametros eletroquimicos obtidos para LAUSEST-B em meio aprético. Estudo em funcao

da velocidade de varredura. Epc vS. AGIAGCIICL (SAL.). .oouurriiieiiiiiiiiie e 47

Tabela 3. Parametros eletroquimicos obtidos para LAUSEST-CLB em meio aprético. Estudo em

funcéo da velocidade de varredura. Epc vs. AQ|AGCHCI (SAL.). weveeiiiiiiiiiiiiiei e 47

Tabela 4. Parametros eletroquimicos obtidos para LAUSEST-FB em meio aprotico. Estudo em fungéo

da velocidade de varredura. Epc vs. AGIAGCI[CI (SAL.). ..uuurriiieiiiiiiiiii e 48

Tabela 5. Parametros eletroquimicos obtidos para LAUSEST-AMe em meio aprético. Estudo em

funcéo da velocidade de varredura. Epc vs. AQJAGCI|CI (SAt.). wevveeiieiiiiiieeeee e 48
Tabela 6. Coeficiente de difuséo da série LAUSEST em meio aprotiCo. .......eeeeevviiveeieeeiiiiiieeee e, 51

Tabela 7. Parametros eletroquimicos obtidos para LAUSEST-B em meio protico. Estudo em funcao

da velocidade de varredura. Epc vS. AQIAGCHCI (SAL.). cevviiiiiieeeeie e a e 57

Tabela 8. Parametros eletroquimicos obtidos para LAUSEST-CLB em meio proético. Estudo em

funcado da velocidade de varredura. Epc vs. AGIAGCICI (SAL.). .oovviviiiiee i 57

Tabela 9. Parametros eletroquimicos obtidos para LAUSEST-FB em meio prético. Estudo em funcéo

da velocidade de varredura. Epc vs. AQIAGCI|CL (SAL.). ..uurriiieiiiiiiiiie e 58

Tabela 10. Parametros eletroquimicos obtidos para LAUSEST-AMe em meio proético. Estudo em

funcdo da velocidade de varredura. Epc vs. AGIAGCIICl (SAL.). .ooviiriiiieiiiiiiiieee e 58
Tabela 11. Coeficiente de difusdo da série LAUSEST em meio ProtiCo. ......eveevveeeeiiieeiiieeeeniieee e 59
Tabela 12. Parametros eletroquimicos referentes a reatividade da B-lapachona com o oxigénio. ...... 61

Tabela 13. Pardmetros eletroquimicos referentes a reatividade de LAUSEST-B com o oxigénio....... 62
Tabela 14. Parametros eletroquimicos referentes a reatividade de LAUSEST-CLB com o oxigénio. .63
Tabela 15. Parametros eletroquimicos referentes a reatividade de LAUSEST-FB com o oxigénio.....64
Tabela 16. Pardmetros eletroquimicos referentes a reatividade de LAUSEST-AMe com o oxigénio. .65

Tabela 17. Constante catalitica da B-lapachona e seus analogos (0,05 mmol L'l) na presenca de
oxigénio em meio protico. Tampao fosfato 0,2 mol Lt pH 7,0, 30% (v/v) de EtOH; eletrodo de CV; v =
0,50 V S ™ ottt 66

Tabela 18. Atividade citotoxica da série LAUSEST, expressa em Cls, (umol L™) dos compostos em

relacdo as linhagens de CEIUIAS A& CANCEN..........ocuiii ittt 67

Tabela 19. Parametros eletroquimicos obtidos a partir da VC redutiva do Acido Usnico. Estudo em

funcdo da velocidade de varredura. Ep. vS. AGIAGCI|CI (SAL.)...cciiviiiiieiiiiiiiie e 81



Tabela 20. Parametros eletroquimicos obtidos a partir da VC oxidativa do Acido Usnico. Estudo em

funcdo da velocidade de varredura. Epa vs. AgJAGCICl (SAt.). .cooviviiiieeiiiiiiee e 83

Tabela 21. Parametros eletroquimicos obtidos para o Acido Usnico. Estudo em funcéo da velocidade
de varredura. EPa VS. AQIAGCI|CI (SAL.). ..uuuueiiieiiiiiiiiie ettt e s e e e e e eneeees 85

Tabela 22. Parametros eletroquimicos obtidos para o Acido Usnico. Estudo em funcéo da varia¢do do
PH. EPA VS. AQJAGCICE (SAL.). ettt ettt ettt e et e e e e e e aaaaeaeaeaeesasaaaaannnnnes 87



SIGLAS, ABREVIATURAS E UNIDADES

v = Velocidade de varredura de potencial
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Ei = Potencial de meia-onda
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Epa, = Potencial de pico anddico

Ep. = Potencial de pico catédico

ERO = Espécies reativas de oxigénio

ESC = Eletrodo Saturado de Calomelano

| = Corrente
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1 INTRODUCAO

Os avancos da Quimica, Farmacologia e Biologia Molecular, a partir de
meados do século XX, aliados a introducdo de novos ensaios bioquimicos,
conduziram ao desenvolvimento da Quimica Medicinal, com o planejamento racional
de farmacos baseado na abordagem fisiolégica. Gradativamente, os produtos
sintéticos ganharam posicdo de destaque no arsenal terapéutico, no entanto, os
produtos naturais continuaram apresentando interesse como fonte de novas
substancias bioativas.

Muitos dos mais importantes processos fisiologicos sdo baseados em cadeias
oxirredutivas, envolvendo numerosas reacdes catalisadas por enzimas. Existe um
conjunto de similaridades entre as reacfes bioldgicas e eletroquimicas, em se
tratando de processos de transferéncia eletrdnica: a natureza heterogénea (interface
solucdo-eletrodo, enzima-solucdo); em ambientes de natureza hidrofilica e
hidrofébica a temperatura similar, assim como uma orientacdo especifica dos
substratos, sendo a eletroquimica uma técnica padrdo para o estudo das reacdes
redox, sendo fornecido pela literatura um farto material sobre o uso de técnicas
eletroquimicas com aplicacfes biolégicas [DRYHURST, 1977].

Os potenciais de reducdo ou oxidacdo de algumas substancias, obtidos por
meio de técnicas eletroquimicas, podem fornecer informacdes sobre a viabilidade
dos processos de transferéncia de elétrons (TE) in vivo ou in vitro. Correlacdes ja
divulgadas na literatura entre Ep. (potencial de pico catddico), E;, (potencial a meia
altura de onda) ou Eqox (potencial redox) e atividades biologias [DE ABREU et al.,
2002a] demonstram a relevancia de estudos eletroquimicos como ferramentas Uteis
para colaborar com uma possivel elucidagdo do mecanismo de acdo de farmacos e
no planejamento de compostos biologicamente ativos.

Neste contexto, o presente trabalho tem como objetivo buscar subsidios nos
ensaios eletroquimicos que permitam sugerir um provavel mecanismo biologico de
acdo para os derivados sintéticos da B-lapachona (LAUSEST-B, LAUSEST-FB,
LAUSEST-CLB e LAUSEST-AMe) e do Acido Usnico (Figura 1), compostos que

apresentam potencial farmacologico.
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Figura 1. Estruturas quimicas da p-lapachona e seus derivados sintéticos (LAUSEST-B,
LAUSEST-CLB, LAUSEST-FB e LAUSEST-AMe) e Acido Usnico.
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1.1 Quinonas

As quinonas representam uma ampla e variada familia de metabdlitos
secundarios de distribuicdo natural e de grande interesse na area farmacologica ndo
s6 devido a sua importancia nos processos bioquimicos vitais, como também pela
variedade de atividades biolégicas que a maioria dessas substancias apresenta
[SILVA et al., 2003].

Em estudos farmacoldgicos as quinonas mostram variadas biodinamicidades,
destacando-se, dentre muitas, as propriedades microbicidas, tripanossomicidas,
viruscidas, antitumorais e inibidoras de sistemas celulares reparadores, processos
nos quais atuam de diferentes formas. Entre as atividades, a mais relevante refere-
se ao mecanismo de transferéncia eletronica-estresse oxidativo (TE-EO), quando as
mesmas, apds reducdo em presenca de oxigénio induzem a formacao deletéria
enddgena de espécies bioativas derivadas do oxigénio (O,=, H,O,, HO"). Este é o
mecanismo de acao aceito no caso da atividade contra Trypanosoma cruzi, agente
causador da doenca de Chagas [SILVA et al., 2003].

Algumas quinonas sdo usadas como vitaminas e varias delas, como
farmacos. Por exemplo, a coenzima Q funciona como transportadora de elétrons,
enquanto a vitamina K € requerida em processos de coagulacdo sanguinea e
participa na carboxilagdo do glutamato. No entanto, um certo numero de
xenobiodticos forma quinonas toxicas via metabolismo oxidativo, a partir, por
exemplo, de catecolaminas e estrogénio, ou mesmo a partir de medicamentos, como
no caso do analgésico acetaminofeno, que em doses maiores, pode causar forte
hepatotoxicidade, atribuida a presenca de um metabdlito, uma benzoquinoneimina,
gue sofre hidrélise, com geracdo de quinonas [MONKS & JONES, 2002].

Do ponto de vista bioldgico, quinonas apresentam duas propriedades
guimicas principais que lhes conferem reatividade em sistemas biologicos: quinonas
sdo oxidantes e eletrofilicas, porém, como a adicdo de nucledfilos a uma quinona
representa uma reducdo formal de dois elétrons, suas propriedades oxidantes e
eletrofilicas sdo interligadas. Ap6s o processo de reducdo, como sera visto a
seguir,ocorre a inversao de polaridade e o produto resultante se torna um nucledfilo
[HILLARD et al., 2008].
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Evidéncias de ocorréncia do estresse oxidativo podem ser obtidas via
eletroquimica em meio aprotico, em presenca de oxigénio. A escolha de solventes
aproticos se justifica pelo fato dos mesmos serem melhores modeladores de
membrana, em sua porc¢ao lipofilica, onde ocorre o processo de peroxidacao lipidica,
assim como, pela propriedade das espécies oxigenadas reativas geradas serem
mais estaveis nesse meio e instdveis em agua ou outros solventes préticos
[GOULART et al., 2003].

As fungBes bioquimicas das quinonas referem-se, em grande extensao, a sua
habilidade em realizar conversdes redox reversiveis. A facilidade de reducgéo
explica-se pela formacao de sistemas aromaticos (Figura 2). A completa reducéo de
uma quinona a hidroquinona correspondente requer dois elétrons e dois protons
[SCHAFFER & BUETTNER, 2001].

Redutase
le le
—+>
A 2H
O @]
o 2 2 o OH
Q Q QH;

DT- diaforase (2 €)

Figura 2. Reducéo de quinonas (Q) via 1 e 2 elétrons, gerando semiquinonas (Q®) e hidroguinonas

(QH,), respectivamente.

Quinonas sao espécies neutras e experimentam reacées de protonacdo com
dificuldade. No entanto, quando protonadas, sdo oxidantes mais fortes do que suas
formas nédo protonadas. Semiquinonas (Q*) sdo geradas por reducédo envolvendo um
elétron. A semiquinona nao é suficientemente basica para ser protonada.
Consequentemente, muitas semiquinonas existem como anions radicais em pH
fisiolégico. Por causa da repulsdo entre as cargas, um anion radical semiquindnico é
um oxidante muito mais fraco do que a quinona original. Assim, a quimica redox das
guinonas, semiquinonas e hidroquinonas esta intimamente relacionada a sua
guimica acido-base. Adicionalmente, semiquinonas desproporcionam, formando as

guinonas e hidroquinonas correspondentes, freqientemente e com grande facilidade
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[JACQ, 1967]. Seu comportamento eletroquimico basico pode ser representado pela

Figura 3.

Q === QH'—= Qn,”
L
]

-e |[|+e Q-.‘ g QI‘I.‘ - QH2+o

A /
]
- = QH <

=~ QH,

Figura 3. Esquema quadrado representativo da oxirreducdo de quinonas em varios meios [adaptado
de JACQ, 1967].

Em termos bioldgicos, a reducdo pode ser monoeletronica, catalisada por
enzimas como NADPH:citocromo P450 redutase microssémica, NADPH:citocromo
bs redutase microssomica e NADPH:ubiquinona oxidoredutase mitocondrial. O
sistema enzimatico propicio a reducdo bieletrdbnica é o NAD(P)H:quinona
oxidoredutase, também denominada DT-diaforase (Figura 2) e a lipoamida
desidrogenase [SCHAFFER & BUETTNER, 2001].

A estabilidade e a reatividade desses intermediarios dependem basicamente
das propriedades eletrénicas das quinonas, que podem ser microscopicamente
descritas pelas energias do LUMO (“Lowest Unoccupied Molecular Orbital” = Orbital
Molecular Desocupado de Menor Energia). Essas propriedades podem ser afetadas
pela adicdo de grupos eletroatraentes e eletrodoadores ao sistema quindnico
[ZUMAN, 1967]. Quanto maior a energia do LUMO, mais dificil a captura de elétrons,
mais negativo o potencial de reducdo e maior a forca nucleofilica das espécies
reduzidas.

Quinonas podem ser citotoxicas, com consequéncias benéficas ou deletérias,
por inimeros mecanismos, incluindo ciclagem redox, arilacdo, intercalagdo na dupla
hélice do DNA, geracdo de sitios radicalares especificos e interferéncia na
respiracdo mitocondrial [ MONKES et al., 1992; MONKES & JONES, 2002]. Em todos
esses casos, 0 mecanismo de acao, in vivo, requer a biorreducdo das quinonas

como primeira etapa de ativacdo. Outros mecanismos potenciais das quinonas, nao
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baseados em transferéncia de elétron, incluem arilacdo sulfidrilica [IRONS &
SAWAHATA, 1985] ou envolvimento de topoisomerase [FRYDMAN et al., 1997].

Os mecanismos mais aceitos para a atuacao biolégica das quinonas sdo
esquematizados na Figura 4. Sabe-se que dois ou mais mecanismos podem operar
simultaneamente, nesses casos, nao € possivel avaliar o mais importante [MONKES
& JONES, 2002].

.

//—»r Solvilse » | Alguilacdo Biorredutiva

QHz ——» Sulfatacdo/Glicuronidacéo

|

Corvgado — =

(miltiplo)

2e

Antimetabdlito

\ Agﬁo Biclégica
Ligacéo

. ) Covalente
0 Q= » OF Estresse Oxidativo

Danos Bioquimicos

Solvélise r I

Figura 4. Mecanismos gerais de acgéo bioldgica de quinonas [adaptado de MONKES et al., 1992].

1.2 Quinonas como Cicladores Redox

A reducdo de um elétron pela acdo de redutases resulta na formacédo da
semiquinona, que pode reagir com o0 oxigénio molecular formando o &nion-radical
superoxido (O,%), que subseqglientemente leva, tanto espontaneamente quanto apés
catélise enzimatica, a desproporcionamento para formar peroxido de hidrogénio
(H,0,). O anion-radical superéxido também pode reduzir Fe** a Fe**. O peréxido de
hidrogénio reage, entdo, com o Fe?" para gerar o radical hidroxila (HO®) (Reacéo de

Fenton), que €, provavelmente, a espécie reativa responsavel pelo dano oxidativo,
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pois ela ndo é destoxificada por qualquer enzima presente no meio celular (Figura

5).
/Q + NADH + H+ . QH2 + NAD* \

QH2 + O ———» QH* + HO?®
HO»>* ~— = Ht + 02

202 +2H* 30D, HyOp + 02

02: 4+ H202 ———» HO*+ HO- + O9

\ZHZOZ catalase , 2H20 + 09 /

Figura 5. Atuacdo de quinonas na geracao de espécies reativas de oxigénio (ERO) e destoxificacao,

pelo emprego de catalase e superéxido-dismutase (SOD).

Por meio de um mecanismo eficiente de reducdo da quinona a semiquinona,
ocorre um ciclo redox, que tem como consequéncia o Estresse Oxidativo,
mecanismo mais importante de atuacdo de quinonas, resultante do consumo
desproporcionado de equivalentes redutores celulares e a geragdo das espécies
reativas de oxigénio (O,*, H,O,, HO®), ja mencionadas [FRY & JACOB, 2006].

A reducdo com transferéncia de dois elétrons, catalisada pela DT-diaforase, é
geralmente considerada como um caminho desintoxicante, desde que a
hidroquinona resultante possa ser conjugada e excretada. No entanto, a
hidroquinona resultante pode se desproporcionar e gerar espécies oxigenadas ativas
(Figura 5), ou levar a reacdes de rearranjo para formar espécies alquilantes reativas
(alquilagéo biorredutiva). Ambos caminhos podem provocar danos celulares e
conseguente toxicidade [KOVACIC & BECVAR, 2000].

Em termos de técnicas eletroquimicas, o uso de meios especificos permite a
obtencdo de semiquinonas ou hidroquinonas, o0 meio aprético responsavel por duas
etapas de transferéncia monoeletrdnica enquanto em meio aquoso, ha transferéncia
bieletrbnica, em uma Unica etapa [CHAMBERS, 1988].
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A verificagdo da ocorréncia de TE-EO é possivel, utilizando-se técnicas
eletroquimicas. Antraquinonas hidroxiladas (AQOH) e metoxiladas (AQOMe), sao
utilizadas como compostos-modelo no estudo do mecanismo de processos redox
biologicamente importantes, incluindo geracdo de superédxidos. A interacdo de
semiquinonas formadas a partir da reducdo de hidroxi-antragquinonas (AQOH) com
oxigénio molecular e de antraquinonas com anion-radical superoxido foi estudada
por métodos eletroquimicos e por espectroscopia UV-vis, em DMSO/Perclorato de
tetraetilamonio, em eletrodo de platina [OSSOWSKI et al., 2000].

O processo de peroxidacdo envolve, numa primeira etapa, a reducdo da
guinona a semiquinona. Em seguida, o elétron é transferido homogeneamente para
0 oxigénio. Ausente o0 oxigénio, as primeiras ondas de reducdo de AQOH e de
AQOMe séo reversiveis. Os voltamogramas em presenca de oxigénio de AQOH e
AQOMe mostram-se diferentes. Para AQOMe, as curvas voltamétricas constituem-
se de superposi¢cdes das curvas simples do O, e da quinona. Por outro lado, a
introducdo de oxigénio na solucdo de AQOH causa diferencas marcantes de
comportamento, tanto na posicdo do potencial de pico como no perfil voltamétrico.
Em concentracdes crescentes de O, Ip;, decresce até desaparecer completamente.
A relacédo O,/Q relativa ao desaparecimento completo de Ip,; € baixa e depende da
acidez dos grupos hidroxila presentes. Ha desvio positivo de Ep,. em maiores
concentracfes de oxigénio [OSSOWSKI et al., 2000].

A constante de velocidade para a reacédo de TE da semiquinona radical para o
O, (mecanismo EC) pode ser estimada pela dependéncia das correntes de pico
anddico e catdédico ou do Ep, do sistema AQOH/AQOH® em relacdo a concentracao
de oxigénio. Verificou-se que as constantes de velocidade de transferéncia
homogénea de elétrons aumentam com a diminuicdo do pKa [OSSOWSKI et al.,
2000].

A alquilacéo biorredutiva € o segundo mecanismo mais importante de atuacao
de quinonas, sendo que a maioria dos agentes alquilantes empregados clinicamente
comporta-se como armadilhas eletrofilicas para nucleéfilos moleculares. Pro-drogas
sdo normalmente empregadas e sua ativacao ocorre através de processos redox;
dessa forma, elas expressam seu modo de acdo somente apés reducdo in vivo. A
etapa de reducdo € fundamental e efeitos eletrénicos encontram-se envolvidos
[RAJSKI & WILLIANS, 1998].
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1.3 B-lapachona e seus Derivados

As formas isomeéricas das naftoquinonas diferem muito em suas propriedades
fisico-quimicas e quanto a sua atuacdo bioldgica. Um exemplo tipico € a orto-
naftoquinona, B-lapachona, do grupo das tabebuias, que € muito mais ativa contra o
Trypanosoma cruzi que o seu isbmero natural, a-lapachona [MONTANARI &
BOLZANI, 2001].

A B-lapachona (3,4-diidro-2,2-dimetil-2H-nafto[1,2b]pirano-5,6-diona) tem sido
encontrada como constituinte minoritario durante o isolamento de outras
naftoquinonas do cerne das arvores de ipés, como por exemplo, Tabebuia
avellanedae Lorentz ex. Griseb. (Bignoniaceae), nativa das Américas Central e do
Sul e mostra uma diversificada acdo farmacologica envolvendo principalmente o
ciclo redox [FERREIRA, 1993]. Ela tem demonstrado, também, um excelente
potencial antineoplasico, agindo por um mecanismo particular de apoptose contra
diversos tipos de cancer, em especial algumas linhagens de prostata refratarias ao
tratamento convencional [ROLIM NETO et al., 2008].

Ha um grande interesse pelo conhecimento da farmacologia e do modo de
atuacado destas substancias, como pode ser demonstrado pelo nimero crescente de
publicacdes sobre o mecanismo de atuacdo da B-lapachona. O progresso quanto
aos conhecimentos da bioquimica das atividades enzimaticas, além dos recentes
avanc¢os da quimica computacional, em muito pode contribuir para o esclarecimento
em maior profundidade dos mecanismos de atividade de farmacos e, em
conseqUéncia, para o planejamento de novos farmacos comerciais [OLIVEIRA &
ALVES, 2002].

O contexto de previsibilidade que estes estudos trazem auxiliam na busca de
agentes antineoplasicos baseados em planejamentos racionais, resultando na
obtencdo de substancias com maior seletividade e eficiéncia antineoplasica. A
citotoxicidade das quinonas leva a especulacdo de que existe uma propriedade
guimica intrinseca na unidade quinonoidica, associada com outros fatores
estruturais, que sdo responsaveis pela intensidade das atividades antitumorais. Uma
possibilidade plausivel é a capacidade das quinonas se reduzirem pelas
flavoenzimas celulares [MAKIN & DIVE, 2001].

Na busca de novos agentes farmacologicamente ativos, tendo como prototipo

a B-lapachona, estudos voltamétricos e de citotoxicidade tém sido realizados com
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seus derivados sintéticos LAUSEST-B, LAUSEST-CLB e LAUSEST-FB e LAUSEST-
AMe. Assim como a B-lapachona, esses derivados apresentam baixa solubilidade
em meio aquoso e alternativas tém sido desenvolvidas para o aumento da

solubilidade destes compostos.

1.4 Acido Usnico

Os liguens, uma combinacdo simbidtica de algas e fungos, representam um
extraordindrio grupo vegetal que produz substancias, especialmente as de natureza
fendlica, que se distinguem entre os produtos naturais devido as propriedades
bioldgicas e farmacoldgicas que apresentam [OKSANEM, 2006].

0 Acido Usnico (2,6-diacetil-7,9-diidroxi-8,9b-dimetil-1,3-(2H,9H)-
dibenzofurano) € um composto derivado do metabolismo secundario liquénico de
varias espécies, tais como Cladonia (Caldoniaceae), Usnea (Usneaceae), Lecanora
(Lecanoraceae), Ramalina (Ramalinaceae) e Parmelia (Parmeliaceae). Desempenha
importante papel biolégico, conferindo aos liquens protecdo contra microrganismos
invasores, raios UV e ressecamento [COCCHIETTO et al., 2002].

Esse derivado liquénico apresenta-se, na forma cristalina, com coloragcao
levemente amarelada e existe na natureza em duas formas enantioméricas: (+) e
(-)-&cido usnico, dependendo da posicdo do grupo metila do carbono quiral 9b. O
Acido Usnico é praticamente insolivel em agua (0,01 g/100 mL a 25 °C), e solGvel
em solventes organicos, tais como: dimetilsulfoxido, acetona, cloroférmio, metanol,
acetato de etila e diclorometano [COCCHIETTO et al., 2002; INGOLFSDOTTIR et
al., 1993].

Mesmo apresentando uma variedade de atividades bioldgicas (antitumoral,
antimicrobiana, antiviral, antiproliferativo e antiinflamatoria), a utilizacdo do Acido
Usnico na terapéutica ainda € limitada por apresentar baixa hidrofilicidade e elevada
hepatotoxicidade. Em particular, as ligacdes de hidrogénio intramoleculares
contribuem para a caracterizacdo lipofilica do Acido Usnico, sendo seu efeito
citotoxico atribuido aos grupamentos [-tricetona presentes na molécula
[COCCHIETTO et al., 2002].

Deste modo, a utilizagdo do Acido Usnico na sua forma livre torna-se
bastante restrito, sendo necessarias alternativas para contornar suas caracteristicas

fisico-quimicas indesejaveis e diminuir seus efeitos téxicos, além de manter suas
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atividades biologicas. Entre essas possibilidades, tem-se utilizado o Acido Usnico
em formulacBes farmacéuticas tais como, lipossomas e ciclodextrinas [SANTOS-
MAGALHAES et al., 2009; SIQUEIRA-MOURA et al., 2008].

O comportamento eletroquimico do Acido Usnico, em meio proético, foi
recentemente publicado por JORGE et al. (2010) que, devido a baixa solubilidade
desta substancia, realizou os estudos com o Acido Usnico em sua forma sélida

aderido por pressdo mecanica a superficie do eletrodo de CV.

1.5 Ciclodextrinas

A insolubilidade de compostos biologicamente ativos consiste em um fator
gue pode acarretar limitacbes nas aplicagcdes farmacéuticas. Dessa forma, o
desenvolvimento de metodologias que possibilitem aumentar a solubilidade de
compostos insolaveis, bem como a liberacdo dos mesmos no alvo de acdo é de
extremo interesse em aplicagdes farmacéuticas.

Ciclodextrinas (CD) sdo conhecidas na quimica supramolecular como
receptores capazes de formar complexos de inclusdo, estaveis ou nanoestruturas
supramoleculares organizadas, com uma variedade de moléculas, inclusive
compostos organicos, inorganicos e organometalicos, em sua cavidade hidrofébica
via interagdes ndo covalentes [YANG et al., 2004; VENTURINI et al., 2008].

Essas caracteristicas possibilitam a aplicacdo de CD em um grande namero
de campos, entre eles ambiental, analitico, e em processos industriais, pois mostram
alta seletividade molecular (discriminac&o quiral), aumentam a estabilidade inclusive
de radicais eletrogerados, reduzem ou eliminam gostos ou odores desagradaveis de
farmacos e alimentos, diminuem a volatiidade de perfumes, aumentam a
solubilidade de substratos lipofiicos em meio aquoso e, como consequéncia sua
biodisponibilidade, bem como a diminuicdo da irritabilidade e toxicidade, e liberacéo
in loco, de compostos detentores de atividade biologica [LOFTSSON & MASSON,
2001; SZEJTLI & SZENTE, 2005; BREWSTER & LOFTSSON, 2007].

Sé&o conhecidas CD com seis (a-CD), sete (B-CD), oito (y-CD), nove (5-CD),
dez (e-CD) ou mais unidades de o-D-glicopiranose, todas em ligacdes a-1,4; no
entanto, as mais importantes sdo o-CD, B-CD e y-CD, tanto quanto seus derivados
[BREWSTER & LOFTSSON, 2007; CHALLA et al., 2005].
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Devido a conformagdo em cadeira das unidades glicopiranosila, as CD
apresentam-se na forma de um cone truncado. As fun¢des hidroxila sdo orientadas
para fora do cone, com as hidroxilas primarias do residuo sacaridico voltadas para
extremidade estreita do cone e as hidroxilas secundérias voltadas para a
extremidade larga (Figura 6) [LOFTSSON & MASSON, 2001; BREWSTER &
LOFTSSON, 2007]. Esse grande numero de hidroxilas permite a formacdo de
ligacbes-de-hidrogénio intramoleculares (entre os grupos hidroxila 2- e 3- da unidade
de glicosidica adjacente) ou intermolecular (entre CDs e moléculas hospedeiras)
[YANG et al., 2004].
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Figura 6. (a) Estrutura funcional da [-ciclodextrina [BUDAL, 2003]. (b) Estrutura quimica da

B-ciclodextrina.

Os complexos de incluséo tém sido amplamente estudados porque promovem
principalmente, um aumento da solubilidade de substancias pouco solGveis em
agua, além de proporcionar uma melhoria na estabilidade, maior disponibilidade e
diminuicdo dos efeitos indesejaveis do principio ativo [BUDAL, 2003]. Desta forma,
as ciclodextrinas sédo largamente utilizadas em diversas areas como a farmacéutica,
a area téxtil, alimenticia, entre outras.

A formagéo de complexos por incluséo entre esses carreadores e compostos
biologicamente ativos pode aumentar a solubilidade desses compostos, bem como a
biodisponibilidade, liberacdo em loco, de compostos detentores de atividade
biol6égica. Esses compostos de inclusdo podem também ser modificados
guimicamente com grupos especificos no sentido de aumentar a sensibilidade de
sensores na determinacédo eletroanalitica de diversos analitos [YANG et al., 2004].

Nesse sentido, as monocamadas altamente-organizadas (SAM’s) de

derivados tiolados do oligossacarideo foram preparadas com frequéncia como
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sistemas modelo de receptores de membrana e sensores quimicos. As SAM’s
formadas por adsor¢cdo quimica de compostos organo-tiolados sobre superficie de
ouro exibem estruturas moleculares altamente organizadas. Uma importante
vantagem apresentada pelas SAM’s é a possibilidade de imobilizagcdo sobre
materiais para aplicacdes em eletroquimica, bem como medidas em microbalanca
de cristal de quartzo. A possibilidade de desenhar a arquitetura da interface
eletrodo/solucéo € bastante atrativa para eletroquimica e sensores eletroquimicos. A
estrutura quimica dos derivados de ciclodextrina apresenta grande efeito na
organizagédo molecular da monocamada [ENDO et al., 2005; ROJAS et al., 1995].
Deste modo, pretende-se avaliar uma possivel interacdo dos derivados
sintéticos da B-lapachona e do Acido Usnico com a cavidade da B-CD e da HP-B-CD
a partir do comportamento voltamétrico observado para esses compostos na
auséncia e na presenca dessas ciclodextrinas, em solucdo. Além disso, pretende-se
avaliar o comportamento da B-lapachona, para fins eletroanaliticos, em eletrodo
quimicamente modificado com SAM mista de B-CD-SH (B-ciclodextrina tiolada +

MUA (Acido 11-mercaptoundecanoico).

1.6 Biossensor de DNA

O DNA é constituido de uma dupla hélice, consistindo de duas fitas, cada uma
delas formadas por grupos fosfatos, pentoses e bases puricas e pirimidicas ligadas
através de ligacOes de hidrogénio, sendo considerado um dos alvos biologicos de
maior relevancia para a acao de farmacos. Portanto, os biossensores de DNA séo
utilizados nos estudos de interacdo cinética entre os compostos biologicamente
ativos e DNA, através de técnicas eletroquimicas, tais como voltametria ciclica (VC),
voltametria de pulso diferencial (VPD) e voltametria de onda quadrada (VOQ)
[BRETT et al., 1998].

A interacdo de farmacos com DNA € considerada uma das mais importantes
descobertas no desenvolvimento farmacéutico. Sdo trés as possibilidades de
interacdo: a primeira delas ocorre pelo controle dos fatores de transcricdo e de
polimerases, nos quais os farmacos interagem com proteinas que se ligam ao DNA.
O segundo faz-se por meio da ligagdo com RNA, tanto com a dupla hélice do DNA,
formando tripla hélice, ou com a fita simples, com a formac&o de hibridos, que

podem interferir com a atividade de transcricdo. No ultimo caso, h& interacdo de
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pequenas moléculas diretamente na estrutura do DNA. A modificacdo do DNA por
agentes citotoxicos representa uma lesdo bioquimica grave. Nesse caso, as
interacdes podem ser eletrostaticas, geralmente inespecificas, com o envolvimento
do arcabouco negativo (agucar-fosfato), via intercalagdo entre os pares de base ou
interacdo covalente [RAUF et al., 2005].

Os eletrodos modificados com DNA tém sido aplicado com sucesso tanto
como superficies modificadas para determinacéo eletroanalitica de farmacos quanto
para o estudo com a interacdo dos mesmos com o DNA. Eles permitem avaliar e
predizer interacbes com prejuizos celulares, através de técnicas eletroquimicas
(voltametria de pulso diferencial, em eletrodos de carbono vitreo modificados com
DNA em fita dupla e simples) baseados na observacao da ligacdo das moléculas em
estudo com os acidos nucléicos [DE-LOS-SANTOS-ALVAREZ et al., 2004].

Em eletrodos de carbono vitreo, os picos referentes a eletrooxidacdo do DNA,
em meio acido (pH 4,5), referem-se a oxidacdo das bases puricas (guanina e
adenina), sendo as bases pirimidicas (timina e citosina) eletroinativas nestas
condicdes. De modo geral, os valores de potencial de oxidacao (Eox vs ESC), em pH
7,2 para a poliguanina e poliadenina em eletrodo de grafite pirolitico séo +0,89 V e
+1,17 V, respectivamente. Para a 8-oxoguanina, o E. € +0,45 V. O dsDNA (DNA
nativo, fita dupla) sempre apresenta menores correntes de eletrooxidacdo quando
comparado ao ssDNA (DNA desnaturado, fita Unica). Isso ocorre, com o dsDNA, néo
s6 pelo fato de os sitios de oxidacédo estarem protegidos, devido ao fato de estarem
envolvidos em ligagBes de hidrogénio, como também por sua menor flexibilidade e
maior dificuldade de adsorcdo. Entretanto, quando o analito entra entre as fitas do
dsDNA, modifica sua conformacéo, o que leva a exposicao de suas bases, passiveis
de oxidacéo [BRETT et al., 2002].

Em muitos exemplos, a interagdo com o dsDNA é inexistente, evidenciando
gue este ndo é o alvo para a agao bioldgica. Nesse caso ndo héa evidéncia dos picos
de oxidacdo das bases constituintes do DNA, o que indica conservacdo da
conformagao original do DNA. Investigagdes eletroquimicas indicaram que a B-
lapachona né&o interage com o dsDNA, como descrito na literatura. Um provavel
mecanismo de interacdo da B-lapachona com topoisomerases, enzimas essenciais
para manter o estado topologico apropriado do DNA durante seus processos de

replicacdo, transcricdo e recombinacdo, foi proposto e novamente, experimentos
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eletroquimicos mostraram-se Uteis para mimetizar interagcbes com topoisomerases
[BRETT et al., 2002].

Ha casos em que fica evidente a necessidade da reducédo preliminar das
substancias para a interacdo com o DNA. Essa reducdo pode ser realizada e
acompanhada eletroquimicamente in situ ou ex-situ, com o DNA em solucdo ou na
superficie eletrodica, normalmente, em eletrodo de carbono vitreo ou pasta de
carvao [MARIN et al., 1998].
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Investigar o comportamento eletroquimico dos derivados sintéticos da
B-lapachona (LAUSEST-B, LAUSEST-FB, LAUSEST-CLB e LAUSEST-AMe) e do
Acido Usnico com obtencdo dos parametros eletroquimicos enfatizando a
importancia de estudos bioeletroquimicos para contribuicdo de provaveis

mecanismos de acao bioldgica.

2.2 Objetivos Especificos

v Determinar os parametros eletroquimicos em meio aprotico e prético, a fim de

esclarecer relagcdes com a mudanca de substituinte e com o0 mecanismo eletrédico;

v Verificar a reatividade das orto-quinonas com o0 oxigénio molecular e
correlaciona-la a atividade antitumoral, investigando a geracdo de espécies reativas

de oxigénio (ERO) como provavel mecanismo de acéo bioldgica;

4 Avaliar a influéncia da presenca de B-CD e HP-B-CD no comportamento

voltamétrico das substancias em analise;

v Verificar o comportamento eletroguimico da B-lapachona em eletrodo de ouro
e, em eletrodo de ouro quimicamente modificado com monocamadas mistas de

B-CDSH + MUA, a fim de realizar estudos eletroanaliticos;

v Analisar possivel interagdo dos compostos da série LAUSEST e do Acido

Usnico com ssDNA e dsDNA através de biossensor eletroquimico.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Produtos Quimicos e Solventes

A B-lapachona (MM = 242,09 g mol™) foi anteriormente sintetizada pelo nosso
grupo. Os derivados da B-lapachona (LAUSEST-B, LAUSEST-FB, LAUSEST-CLB,
LAUSEST-AMe; MM = 290,09 g mol™, 308,09 g mol™, 324,06 g mol™, 304,09 g mol?,
respectivamente) foram cedidos pelo Prof. Dr. Vitor Francisco Ferreira do Instituto de
Quimica da Universidade Federal Fluminense e o Acido Usnico (MM = 334,30 g
mol™) foi cedido pelo doutorando Diogo Llcio da Faculdade de Farmécia da
Universidade Federal de Pernambuco.

A B-ciclodextrina (B-CD), a Hidroxipropil-B-ciclodextrina (HP-B-CD) e o acido
desoxirribonucléico foram adquiridos da Sigma Aldrich (Steinheim, Germany). lodo,
tiouréia, hidréxido de sédio (NaOH), sulfato de sédio (Na,SO,4) e hidrogenossulfato
de potassio (KHSO,) tém procedéncia da Vetec Quimica Fina Ltda (Rio de Janeiro,
Brasil). Trifenilfosfina (PPhs) foi adquirida da Fluka. Acido ferrocenocarboxilico (Fc-
CO,H) e metoxido de sodio (MeOH) foram obtidos da Alfa Aesar. Acido 11-
mercaptoundecandico (MUA) foi obtido da Merck. Todos os reagentes quimicos
utilizados foram de grau analitico. Todas as solu¢des foram preparadas em agua

ultrapura (18 MQ cm) a partir de um sistema de purificacdo Milli-Q da Millipore Inc.

3.2 Estudos Eletroquimicos

Todos os estudos eletroquimicos foram realizados utilizando-se um sistema
de trés eletrodos (eletrodos de trabalho, referéncia e auxiliar). De acordo com o
procedimento experimental a ser realizado optou-se entre o eletrodo de carbono
vitreo (BAS, diametro 1,6 mm) e o eletrodo de ouro (BAS, diametro 1,6 mm) como
eletrodo de trabalho. Como eletrodo de referéncia utilizou-se Ag|AgCI|CI
(0,1 mol L) e como eletrodo auxiliar, um fio de platina.

As medidas eletroquimicas foram realizadas através do equipamento
PGSTAT (AUT73222) da Autolab® interfaceado a um microcomputador e o
tratamento posterior dos dados foi realizado através do programa Origin 6.0. Tais

medidas foram realizadas a temperatura ambiente, a medida do pH das solucdes
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tampéo foi realizado empregando pHmetro da Quimis e para quantificacdo do teor
de oxigénio dissolvido em solucéo foi utilizado o oximetro da Digimed DM-4.
As técnicas eletroquimicas utilizadas foram Voltametria Ciclica (VC) e

Voltametria de Pulso Diferencial (VPD).

3.2.1 Limpeza Padrado dos Eletrodos de Carbono Vitreo e Ouro

O eletrodo de carbono vitreo passou por uma limpeza mecéanica de polimento
ap6s serem deixados overnight numa solucdo de Acido Nitrico 10% (v/v) para
eliminar possiveis impurezas adsorvidas na superficie do eletrodo. Ja a limpeza da
superficie do eletrodo de ouro deve ser rigorosa para ndo afetar a cinética de
formacdo das SAMs e, deste modo, os eletrodos de ouro passaram por um pré-
tratamento que constituiu uma limpeza mecanica seguida de uma etapa
eletroquimica.

Os eletrodos de carbono vitreo (BAS) e de ouro (BAS) foram polidos com
alumina (0,3 um) e lavados com agua; posteriormente os eletrodos foram levados ao
ultrassom por 30 s em etanol para remocéo das particulas residuais.

Como o pré-tratamento da superficie de ouro € uma das etapas mais
importantes na formagcdo de monocamadas auto-organizadas, os eletrodos de ouro
foram submetidos ao tratamento eletroquimico, em solugéo de H,SO, 0,1 mol L na
faixa de potencial de -0,4 a 1,5 V (0,1 V s™) durante 10 ciclos.

Apbés o procedimento de limpeza dos eletrodos de carbono vitreo e de ouro,
realizou-se o teste com solucdo padrdo de ferricianeto de potassio (Ks[Fe(CN)g])/
ferrocianeto de potéssio (K4Fe(CN)e].3H-0) 1,0 x 10° mol L* em KCI 0,1 mol L,
para verificar a area eletroativa dos eletrodos. Em seguida, os eletrodos foram
utilizados nos estudos eletroquimicos da B-lapachona, LAUSEST-B, LAUSEST-CLB,
LAUSEST-FB, LAUSEST-AMe e Acido Usnico.

3.2.2 Meio Aproético

Para os estudos em meio aprotico utilizou-se como solvente o
N,N-dimetilformamida (DMF), visto que €& um bom solvente para compostos
organicos. Entretanto € um solvente susceptivel a hidrélise, produzindo

dimetilamina, facilmente oxidavel, e acido formico. Como o DMF decompdem-se na
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destilacdo sob pressdo atmosférica, este solvente foi submetido a destilagdo sob
pressao reduzida, apoés tratamento com CuSO, anidro.

O Perclorato de tetrabutilaménio (TBAP), utilizado como eletrdlito suporte nos
estudos em meio aprotico, foi seco sob pressao reduzida a 40°C.

Para o preparo das solucbes em meio aproético, dissolveu-se a massa das
substancias (equivalente a 1 mmol L") em DMF, juntamente com a massa de TBAP
(equivalente a 0,1 mol L™"). As massas dos compostos foram determinadas com
precisdo de centésimo de mg, em balanca analitica, momentos antes de cada

execucao experimental.
3.2.3 Meio Proético

Para a obtencdo dos parametros eletroquimicos, em meio protico, utilizou-se
como eletrélito suporte um meio aquoso etandlico tamponado, tampdo fosfato
pH 7,0.

Solugbes-estoque de B-lapachona, LAUSEST-B, LAUSEST-CLB, LAUSEST-
FB, LAUSEST-AMe e Acido Usnico foram preparadas na concentracdo de
1 mmol L™ em EtOH, imediatamente antes de sua utilizac&o no estudo eletroquimico
em meio prético, para suprir eventuais instabilidades de quinonas.

Os estudos eletroquimicos da B-lapachona em SAM foram realizados
utilizando solucéo de Na,SO, 0,2 mol L™ como eletrélito suporte.

Para o estudo da dependéncia do potencial de oxidac&o do Acido Usnico com
o pH utilizou-se a técnica de voltametria de pulso diferencial (VPD). Os tampdes
usados foram preparados adicionando-se volumes conhecidos de eletrélitos 1 e 2, e
completando-se o volume para 100 mL com agua deionizada de acordo com a
Tabela 1.

As demais solugcbes tampdes foram preparadas ajustando o pH com uma
solucao de 4cido ou base adequada.
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Tabela 1. Solugbes Tampdes para eletrolito suporte.

Tampéo (diluido para 100 mL)

Solucéo do C Solucéo do C pH Forca

eletrélito 1 (mol L™ eletrélito 2 (mol L™ idnica
KCI (25 mL) 0,20  HCI (42,5 mL) 0,20 0,60 0,135
KCI (25 mL) 0,20  HCI (6,5 mL) 0,20 1,10 0,063
NaOAc (3,7 mL) 0,20 HOACc (46,3 mL) 0,20 2,93 0,100
NaOAc (13,2 mL) 0,20 HOACc (46,3 mL) 0,20 4,00 0,100
NaOAc (7,2 mL) 1,00 HOAc (12,5 mL) 1,00 4,47 0,197
NaOAc (41,2 mL) 0,20  HOAc (8,8 mL) 0,20 5,10 0,100
Na,HPO, (6,15 mL) 0,20 NaH,PO, (43,85 mL) 0,20 5,90 0,125
Na,HPO, (30,5 mL) 0,20  NaH,PO, (19,5 mL) 0,20 6,82 0,222
Na,HPO, (47,3 mL) 0,20  NaH,PO, (2,65 mL) 0,20 7,80 0,289
Na,COj3 (10 mL) 0,10 NaHCO;3; (90 mL) 0,10 9,11 0,105
NaHCO; (50 mL) 0,05 NaOH (12,2 mL) 0,10 10,14 0,037
Na,HPO, (50 mL) 0,05  NaOH (3,3 mL) 0,10 10,91 0,368
Na,HPO, (50 mL) 0,05 NaOH (23 mL) 0,10 11,91 0,061

3.2.3.1 Reatividade da Série LAUSEST Frente ao Oxigénio

A solucao-trabalho (0,05 mmol L™) foi obtida a partir de simples diluicéo da
solucdo-estoque etandlica (1 mmol L") em meio misto (tamp&o fosfato pH 7,0, em
EtOH 30% (v/v) e para quantificar o teor de oxigénio dissolvido em solucédo utilizou-
se um biossensor de oxigénio da Digimed DM-4.

Para determinacdo da constante catalitica (Kapp) utilizou-se a equacao
descrita por Bard & Faulkner (1990):

lc=1Ipr =KapXRXTx[O)] (Equacéo 1)

IPo nxXFxv
onde,
Ic = corrente catalitica

Ipr/Ipo = corrente normalizada

Kapp = CONnstante catalitica aparente (s
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v = velocidade de varredura (V s™)

n = namero de elétrons

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

R = 8,314 J mol™* K™

A partir dos valores das constantes de reatividade com o oxigénio molecular
obtidos para os compostos da série LAUSEST, é possivel propor provaveis
correlacdes entre a geracao de espécies reativas de oxigénio (ERO) e os ensaios de
citotoxicidade in vitro (Ensaio do MTT) realizado pelo grupo de pesquisa do

Departamento de Fisiologia e Farmacologia da Universidade Federal do Ceara.

3.2.3.2 Interacdo da Série LAUSEST e do Acido Usnico com B-CD e HP-B-CD em

Solucao

Para avaliar a interacdo dos derivados sintéticos da B-lapachona e do Acido
Usnico, em termos qualitativos, com B-CD e HP-B-CD, realizou-se um experimento
de transferéncia de fase, de modo que, inicialmente, adicionou-se a massa
correspondente a 0,5 mmol L™ de cada substancia a ser analisada em uma célula
eletroquimica contento uma solu¢do aquosa de tampao fosfato, pH 7,0 e, promoveu
a agitacdo durante 15 minutos, sendo sua resposta eletroquimica registrada.

Em seqguida, foram adicionadas massas de B-CD correspondentes as
concentracdes de 0,05, 0,5 e 5 mmol L™, cabendo a cada adicdo uma agitacdo de
15 minutos com posterior varredura. Este procedimento também foi realizado para a
HP- B-CD.

As possiveis interagcbes foram avaliadas a partir dos parametros

eletroquimicos, potencial e corrente de pico, obtidos em cada procedimento.

3.2.3.3 Determinacdo da B-lapachona em Eletrodo de Ouro Modificado com
SAM Mista de B-CD-SH + MUA

A tio-B-ciclodextrina (B-CDSH) foi sintetizada de acordo com a metodologia
descrita por CHOI et al. (2005) e seus produtos foram caracterizados por
Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) em DMSO-d6, a partir de um espectrémetro
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BRUKER AVANCE 400, operando na freqténcia de 400 MHz para 1H (9,4 Tesla) e

utilizando TMS como padréo interno.
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Figura 7. Esquema sintético de per-7-tio-B-ciclodextrina.

ApOs caracterizacdo, a per-7-tio-p-ciclodextrina foi utilizada na preparacdo da
monocamada auto-organizada em eletrodo de ouro. Depois de limpos, os eletrodos
foram introduzidos em uma solucéo contendo uma razao apropriada de B-CDSH:Fe-
CO2H:MUA (2:2:1 m/m/m) em uma mistura de solventes (DMSO:EtOH:H,O — 5:3:2
vIvIV). Inicialmente, os eletrodos foram levados a uma solucdo de B-CDSH dissolvida
em DMSO, desaerada com N, e sob agitacdo, em que se adicionou o Fc-CO,H
solubilizado em EtOH. Os eletrodos permaneceram na solucdo por 1 hora, para que
se formasse o complexo entre Fc-CO;H e a cavidade da B-CDSH. Depois disso, a
MUA e 4gua foram adicionadas a solucédo e a mistura foi novamente desaerada com
N». Os eletrodos permaneceram em repouso nessa solucdo por 24 horas. Antes dos
experimentos voltamétricos, os eletrodos foram lavados abundantemente com EtOH
e agua.

A 10,0 mL da solu¢do de Na,SO,4 0,2 mol L contidos na célula eletroquimica
adicionaram-se aliquotas de solucdo-estoque de B-lapachona. Depois da adicdo de
cada aliquota e agitacdo, foram realizadas varreduras na velocidade de 0,01 V s,
na faixa de potencial de +0,7 a -0,7 V. As concentra¢cdes escolhidas para a
confeccdo da curva foram: 20; 25; 30; 35; 40; 45; 50 ymol L™.
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3.2.3.4  Estudo de Interagcdo com ssDNA

Como o ssDNA (single strand ou fita Unica) apresenta, geralmente, correntes
de oxidacdo maiores do que o dsDNA (double strand ou dupla-fita), a analise de
interacd@o entre substancias e ssDNA ¢é observada pela diminuicdo das intensidades
de corrente de pico das bases puricas, guanina e adenina.

Para os estudos de interacdo das substancias supracitadas com ssDNA
utilizou-se, como eletrolito suporte, uma solucdo de tampédo acetato pH 4,5, como
recomenda a literatura (BRETT et al., 2002). O tampdao utilizado para experimento
com DNA foi preparado com agua deionizada previamente fervida, assim como toda
vidraria envolvida para este experimento foi lavado com a referida agua.

Para preparar a solucdo de ssDNA pesaram-se 3 mg de dsDNA e este foi
desnaturado mediante adicdo de 1 mL de &cido cloridrico (1 mol L™) e aquecimento
a 100 °C, por 1 hora, até dissolucdo. Em seguida, 1 mL de solu¢do de NaOH
(1 mol L™ foi adicionado para neutralizagdo e, por fim, completou-se o volume total
de 10 mL com tampé&o acetato pH 4,5.

A solucao-trabalho (0,05 mmol L™) foi obtida a partir de simples diluicdo da
solucdo-estoque etandlica (1 mmol L) de cada substancia em solugéo de ssDNA,

apresentou 30% EtOH (v/v) para evitar a precipitacdo das substancias.
3.2.3.5 Estudo com Biossensor de dsDNA

A interacdo de substancias com o dsDNA ocorre quando o analito penetra
entre as fitas do dsDNA, modifica sua conformacdo e leva a exposicdo de suas
bases, passiveis de oxidacdo. Em muitos casos, a interacdo com o dsDNA é
inexistente, ndo havendo evidéncia dos picos de oxidacdo das bases constituintes
do DNA, o que indica conservacao da conformacao original do DNA.

Para os estudos em biossensor de dsDNA pesaram-se, inicialmente, 15 mg
de dsDNA em um eppendorf e, em seguida, adicionou-se 1 mL de tampédo acetato
(pH 4,5), preparado como descrito anteriormente. O gel DNA foi armazenado sob
refrigeracdo por 24 horas, para completa dissolugdo do DNA e formacéo do gel (o
dsDNA nao pode ser submetido ao ultrassom para ndo comprometer a integridade

da dupla hélice).
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Antes de preparar o biossensor, deve ser realizado o polimento e
condicionamento do eletrodo de carbono vitreo. Apos o polimento, o eletrodo foi
condicionado em solucao etandlica (30% v/v) tamponada (tampao acetato pH 4,5)
através da técnica de VPD (Eqpic. = 0 @ 1,4 V) a uma velocidade de 5 mV s™ em 10
ciclos para obter estabilizacdo da superficie do eletrodo.

Apo6s condicionamento, 10 uL do gel de dsDNA foram adicionados na
superficie do eletrodo, com posterior secagem em atmosfera de nitrogénio. Em
seguida, realizou-se uma varredura em condi¢cdes similares ao condicionamento a
fim de obter o branco.

Para andlise dos compostos da série LAUSEST e do Acido Usnico, preparou-
se uma solucgdo-trabalho (0,05 mmol L), em meio etandlico tamponado, obtida a
partir de simples diluicdo de solucéo-estoque etandlica (1 mmol L™), resultando em
30% EtOH (v/v), prosseguindo com a eletrooxidagédo apds o tempo de 15 minutos de

contato do biossensor de DNA com a solucao-trabalho.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

A descricdo se iniciard com os estudos em meio aproético, que tem como
objetivo simular um comportamento observado no meio celular lipofilico, e em
seguida o meio protico (hidrofilico), detalhando os resultados obtidos da reatividade
dos compostos da série LAUSEST frente ao oxigénio molecular, seguindo com 0s
estudos de interacdo com ciclodextrinas e DNA destes compostos e do Acido

Usnico.

4.1 Estudos Eletroquimicos dos Compostos da Série LAUSEST
4.1.1 Meio Aprético

Os estudos voltamétricos (VC) da série LAUSEST (Figuras 08, 09a, 10a, 11a
e 12a), em meio aprético (DMF/TBAP 0,1 mol L), apresentaram, de maneira geral,
um comportamento eletroquimico atipico de quinonas, em meio aprotico, nas
velocidades de 20 a 100 mV s, visto que se observou a presenca de trés ondas
catédicas com caracteristicas reversiveis definidas pela presenca de suas
respectivas ondas anddicas.

Ja o comportamento voltamétrico observado para série LAUSEST (Figuras
09b, 10b, 11b e 12b), em meio aprético nas velocidades de 200 mV s*a 5 V s*,
apresentaram duas ondas de reducéo (Ic e llc, respectivamente) correspondentes,
no primeiro processo eletrodico, a formagdo da semiquinona e, em seguida, no
segundo processo, a formacdo do dianion, com caracteristicas de processos
reversiveis observados pela presenca de ondas anddicas correspondentes a
primeira etapa de redugéo (la), sendo a onda lla, pouco definida.

A primeira onda de redugéo (Ic) esta relacionada a formagédo da semiquinona,
como descrito anteriormente, pois semiquinonas (Q”) sdo geradas por reducgdo
envolvendo um elétron, em meio aprético (JEFTIC & MANNING, 1970). Ja a
segunda onda de reducéo (llc) esta relacionada a formacdo do didnion e mostrou-se
menos reversivel, alargada e com uma intensidade de corrente de pico catodico (lic)
correspondente a metade da intensidade de corrente da primeira onda de reducao
(Ic). Estes resultados podem ser provavelmente, devidos a reacbes de

desproporcionamento catalisadas por éagua, a partir do anion radical, e
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concomitantemente ou, alternativamente, por reducéo da agua residual, pelo dianion
formado (CHAMBERS,1988). Esses fatos podem justificar o aparecimento de uma
terceira onda de reducéo, também com caracteristicas de reversibilidade, observada
em velocidades mais baixas.

O comportamento eletroquimico, em meio aprotico, observado para os
compostos da série LAUSEST difere do perfil voltamétrico de seu precursor,
B-lapachona, visto que este apresenta um perfil tipico de quinonas, com duas ondas
de reducdo, de mesma intensidade, com caracteristicas de processos reversiveis.
(DE ABREU, 2002).

Os valores de intensidade de corrente em funcdo da raiz quadrada da
velocidade de varredura para a primeira onda catédica demonstraram que o
transporte de massa através da solucao, o qual rege a chegada da substancia a
superficie do eletrodo, é de natureza difusional. J& para a segunda onda catddica,
nao foi possivel definir o tipo de transporte de massa, pois se trata da mistura de
duas ondas.

A analise do potencial de reducdo da primeira onda em funcdo do log da
velocidade de varredura demonstrou a presenca do efeito de queda 6hmica, em
velocidades acima de 1 V s, caracterizado pelo deslocamento do potencial de
reducdo para potenciais mais negativos em funcdo de altas velocidades de
varredura.

A Figura 8 mostra os voltamogramas, (meio aprético, DMF/TBAP 0,1 mol L™,
eletrodo de carbono vitreo vs Ag/AgCI/CI) referentes aos compostos da série
LAUSEST e permite sua comparagao, visto que mudancas estruturais podem afetar
as propriedades redox. O efeito de grupos substituintes em uma série de
substancias derivadas de um mesmo nucleo pode ser relacionado com parametros
eletroquimicos, pois em termos qualitativos, a presenca de grupos eletrodoadores
dificulta o processo de reducdo e grupos eletrorretiradores facilitam este processo
(GOULART et al., 1997).

Os estudos, a seguir, foram realizados em funcéo da velocidade de varredura,
entretanto, para fins demonstrativos, 0os voltamogramas estdo apresentados na
velocidade de varredura de 100 mV s (Figura 8).

Como os potenciais de reducdo ou de oxidacdo de algumas substancias,
obtidos por meio de técnicas eletroquimicas, podem fornecer informacdes sobre a

viabilidade dos processos de transferéncia eletrénica in vivo ou in vitro, correlacdes
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entre potencial de pico catédico, potencial redox e atividades bioldgicas demonstram
a relevancia de estudos eletroquimicos como ferramentas Uteis para colaborar com
uma possivel elucidacdo de um mecanismo de acao de farmacos e no planejamento

de compostos biologicamente ativos [DE ABREU, 2002a].
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Figura 8. Voltamogramas ciclicos dos compostos da série LAUSEST em DMF/TBAP (0,1 mol L™);
[LAUSET] = 1,0 mmol L™; Eletrodo de CV. v =100 mV s™.

Em seguida encontram-se os graficos (Figuras 09, 10, 11 e 12): valores de
intensidade de corrente em funcéo da velocidade de varredura e também em funcgéo
da raiz quadrada da velocidade de varredura, da analise do potencial de reducéo de
primeira onda (Ic) em funcdo do log da velocidade de varredura para cada
composto, como também as tabelas (02, 03, 04 e 05) onde estdo apresentados 0s
resultados correspondentes aos parametros eletroquimicos obtidos do estudo em

funcdo da velocidade de varredura (v) para cada substancia, individualmente.



@

Ip (nA)

©

-lIp,, (nA)

43

25 (b) &
] —20mvs? la
20 60 4
15 4 40 -
104
20
5
04
04
< -20-
-5 =
2 40
-10 4
15 -60 o
-20 -80 4
-25 - e | -100 :
c c
-30 T T T T T T T T -120 T T T T T T T T
-6 -14 12 -10 08 -06 -04 02 00 02 16 -14 -12 -10 08 06 04 02 00 02
E /V vs. Ag|AgCI|CI (sat) E /V vs. Ag|AgCI|CI (sat)
120 (d) 120
100 4 L] wod YT 45,77448 x + 0,9373 n
n r=0,99908
n
80 = 80 4 -
n L]
60 § 60
" = .
40 - 9 40 4 =
I. - L]
L] n
20 4 u 20 - =
’ ."'.
0 0
T T T T T T T T T T T
0 1 2 3 4 5 6 0,0 0,5 1,0 15 2,0 2,5
v/vs? %
(e) 0,85
0,80 -
0,75 -
0,70 - |
- m 1 E
- | | n
Q:) 0,65 m "= m B EE
[im}
0,60 -
0,55 -
0,50 -
0,45 T T T T T
2,0 15 -1,0 05 0,0 05 1,0
log v
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Figura 10. (@) e (b) Voltamogramas ciclicos de LAUSEST-CLB em funcdo da velocidade de
varredura; (c) grafico de Ip. vs. v; (d) grafico de Ip, vs. v*?; (e) gréfico de Ep, vs. log v. [LAUSEST-
CLB] = 1,0 mmol L™* em DMF/TPAP (0,1 mol L™); eletrodo de CV.
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Figura 11. (a) e (b) Voltamogramas ciclicos de LAUSEST-FB em funcao da velocidade de varredura;

(c) grafico de Ipe vs. v; (d) grafico de Ip; vs. v'% (e) grafico de Ep, vs. log v. [LAUSEST-FB] =
1,0 mmol L™ em DMF/TPAP (0,1 mol L™); eletrodo de CV.
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Figura 12. (a) e (b) Voltamogramas ciclicos de LAUSEST-AMe em funcdo da velocidade de

varredura; (c) grafico de Ip. vs. v; (d) gréafico de Ip. vs. v (e) gréfico de Ep. vs. log v. [LAUSEST-
AMe] = 1,0 mmol L™ em DMF/TPAP (0,1 mol L™); eletrodo de CV.
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Tabela 2. Parametros eletroquimicos obtidos para LAUSEST-B em meio aprético. Estudo em funcao

da velocidade de varredura. Epc vs. Ag|AgCI|CI (sat.).

1% - Epc, Epc, - Epcy2 - Ipc, - Epa
(vVs? V) (V) (uA) (v)
0,020 0,649 0,072 6,619 0,561
0,035 0,649 0,074 8,654 0,561
0,050 0,654 0,071 10,433 0,561
0,075 0,654 0,071 12,857 0,566
0,100 0,659 0,071 15,148 0,566
0,200 0,649 0,073 21,582 0,546
0,300 0,654 0,071 26,165 0,546
0,400 0,654 0,071 30,255 0,546
0,500 0,654 0,084 33,865 0,541
0,750 0,659 0,083 41,668 0,537
1,000 0,664 0,088 48,214 0,532
2,000 0,673 0,103 69,002 0,522
3,000 0,677 0,099 77,636 0,519
4,000 0,677 0,097 91,339 0,496
5,000 0,700 0,119 103,057 0,496

Tabela 3. Parametros eletroquimicos obtidos para LAUSEST-CLB em meio aprético. Estudo em

funcéo da velocidade de varredura. Epc vs. Ag|AgCI|CI (sat.).

v - Epc, Epc, - EpcCiie - Ipc - Epa
(vVs™ V) V) (bA) v)
0,020 0,639 0,073 6,863 0,537
0,035 0,639 0,068 8,663 0,546
0,050 0,639 0,079 10,250 0,551
0,075 0,639 0,079 12,609 0,556
0,100 0,644 0,068 14,947 0,556
0,200 0,634 0,068 20,645 0,541
0,300 0,634 0,068 25,146 0,537
0,400 0,639 0,073 29,061 0,537
0,500 0,639 0068 32,501 0,532
0,750 0,644 0,078 39,840 0,532
1,000 0,649 0,089 45,977 0,527
2,000 0,654 0,083 65,429 0,522
3,000 0,659 0,088 71,868 0,516
4,000 0,659 0,103 82,794 0,516
5,000 0,659 0,081 93,017 0,487
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Tabela 4. Parametros eletroquimicos obtidos para LAUSEST-FB em meio aprotico. Estudo em fungéo

da velocidade de varredura. Epc vs. Ag|AgCI|CI (sat.).

v - Epc Epc, - Epc 1 - Ipc; - Epa
(vVs? V) V) (uA) (V)
0,020 0,649 0,086 7,559 0,522
0,035 0,634 0,081 8,953 0,541
0,050 0,639 0,080 11,093 0,546
0,075 0,639 0,077 13,360 0,551
0,100 0,644 0,076 15,554 0,551
0,200 0,634 0,075 21,655 0,537
0,300 0,634 0,071 26,666 0,537
0,400 0,639 0,080 30,804 0,537
0,500 0,639 0,071 34,579 0,537
0,750 0,639 0,080 42,504 0,532
1,000 0,644 0,076 49,172 0,527
2,000 0,654 0,095 70,739 0,517
3,000 0,659 0,091 76,995 0,516
4,000 0,659 0,091 89,874 0,487
5,000 0,659 0,080 100,952 0,487

Tabela 5. Parametros eletroquimicos obtidos para LAUSEST-AMe em meio aprético. Estudo em

funcéo da velocidade de varredura. Epc vs. Ag|AgCI|CI (sat.).

v - Epc, Epci- EpCiae - Ipc - Epa
(vVs? V) ) (MA) V)
0,020 0,605 0,071 6,988 0,512
0,035 0,605 0,081 9,249 0,512
0,050 0,605 0,065 11,154 0,512
0,075 0,610 0,067 13,861 0,517
0,100 0,610 0,063 16,055 0,512
0,200 0,600 0,056 21,997 0,502
0,300 0,605 0,066 26,919 0,498
0,400 0,605 0,062 31,124 0,498
0,500 0,605 0,069 34,750 0,498
0,750 0,610 0,070 42,639 0,493
1,000 0,610 0,067 49,179 0,488
2,000 0,625 0,069 69,763 0,483
3,000 0,631 0,067 75,958 0,458
4,000 0,631 0,063 87,554 0,458
5,000 0,631 0,059 97,625 0,458
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Em suma, observou-se que os compostos da série LAUSEST apresentaram
um comportamento voltamétrico diferente de seu precursor, [p-lapachona,
evidenciando que apesar do substituinte ndo ter influéncia direta no centro redox da
molécula (potenciais de reducdo semelhantes), este pode atuar na estabilidade das
espécies eletrogeradas.

Na Figura 13 estdo dispostos os voltamogramas de Pulso Diferencial (VPD)
dos compostos da série LAUSEST, apresentando duas ondas de reducéo, conforme
descrito anteriormente. Ao comparar a ordem de facilidade de redugéo, em meio
aprético, observa-se que LAUSEST-B apresenta um potencial de pico de reducéo de
primeira onda (Ep:) em -0,568V, enquanto seus analogos, LAUSEST-CLB e
LAUSEST-FB, reduzem mais facilmente em -0,553 V e -0,562 V, respectivamente,
devido ao efeito indutivo para retirador dos substituintes halogenados.

J&, ao comparar a facilidade de reducédo de LAUSEST-B (Ep,c = -0,568V) com
LAUSEST-AMe (Epic = -0,529 V), observa-se uma diferenca de 39 mV, de modo que
0 processo de reducdo de LAUSEST-AMe é facilitado, provavelmente, devido ao
efeito estérico da metila (-CHs) no C-2 do anel piranosilico.

A comparacdo dos perfis voltamétricos dos compostos da série LAUSEST
apresentou comportamento similar, pois a natureza reversivel dos dois processos de
redugao, verificada entre outras caracteristicas pelo AEp (Ep. - Epn) e pela
proporcao de intensidade das correntes catddicas e anddicas, sdo explicadas pelas
possiveis reacdes quimicas acopladas, que no caso de quinonas estdo, na maioria
das vezes, relacionadas as rea¢des de desproporcionamento ou a possibilidade de
protonacao ou formacao de ligacdo de hidrogénio do dianion da quinona (espécie
basica), com agua residual ou outras fontes de protons (CHAMBERS et al., 1974).

As mudancas estruturais podem afetar curvas voltamétricas de diferentes
maneiras. Elas podem causar deslocamentos em potenciais redox, afetar o0s
coeficientes de difusdo, com reflexos em correntes-limite e, além disso, podem
ocasionar mudancas no mecanismo eletrddico, na reversibilidade e na cinética de
reacdes. No entanto, para a série LAUSEST, ndo se observou mudancas no

comportamento voltamétrico dos compostos.
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Figura 13. Voltamogramas de Pulso Diferencial (VPD) dos compostos da série LAUSEST.
[LAUSEST] = 1,0 mmol L™ em DMF/TPAP (0,1 mol L™); eletrodo de CV; v=15mV s™.

O coeficiente de difusdo (D,) dos compostos da série LAUSEST foi
determinado em meio aprético, na concentracdo de 1,0 mmol L' em DMF/TPAP
(0,1 mol L™ e eletrodo de CV com &rea de 0,02 cm?, de acordo com a equacéo de
Randles Sevcik (Equacdo 2), descrita na literatura para processos reversiveis
controlados por difusdo (BARD & FAULKNER, 1990).

I, =2,69x10° x n¥? x AxD,"?x C xv?  (Equagéo 2),

onde:

C = concentragéo (mol/cm®)
A = &rea do eletrodo (cm?)
D, = coeficiente de difusdo (cm?/s)
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v = velocidade de varredura (V/s)
n = numero de elétrons envolvidos na etapa de reducéo

I, = intensidade de pico de corrente (A)

Tabela 6. Coeficiente de difuséo (D,) da série LAUSEST em meio aprotico.

LAUSEST D (cm“s™)
B 0,092
CLB 0,087
FB 0,091
AMe 0,090

Como mostra a Tabela 6, o coeficiente de difusédo obtido para cada composto
da série LAUSEST séo similares, demonstrando que a mudanca de substituinte ndo

afetou o processo de difusao das espécies eletrogeradas.

4.1.2 Meio Protico

Com o objetivo de simular um ambiente hidrofilico, assim como a maioria dos
fluidos biolégicos, os estudos voltamétricos também foram realizados em meio
aguoso etanolico tamponado, tampé&o fosfato pH 7,0.

Os voltamogramas ciclicos dos compostos da série LAUSEST, em meio
protico, conforme as Figuras 14, 15, 16, 17 e 18, apresentaram, para cada um dos
compostos, uma Unica onda catddica, com caracteristica de reversibilidade,
observada pela presenca de correspondente onda anddica e pela pequena variacao
dos potenciais de pico catédico, com o0 aumento da velocidade de varredura.

Esses resultados estdo condizentes com os dados da literatura onde a
reducdo de quinonas em meio prético ocorre em uma etapa de reducéo, reversivel,
sendo esta reducao bieletrénica, com participacédo de dois prétons, havendo, desta
forma, a formacéo da hidroquinona em uma etapa eletroquimica unica [CHAMBERS
et al., 1974; DE ABREU, 2007].

Os estudos, a seguir, foram realizados em funcéo da velocidade de varredura,
entretanto, para fins demonstrativos, os voltamogramas estdo apresentados na

velocidade de varredura de 50 mV s™, como mostra a Figura 14.
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Figura 14. Voltamogramas ciclicos dos compostos da série LAUSEST em tampao fosfato 0,2 mol L™,
pH 7,0, 30% (v/v) de EtOH; [LAUSEST] = 0,05 mmol L™; Eletrodo de CV. v =50 mV s™.

De posse dos valores de intensidade de corrente, para a onda catddica,
obtidos a partir do estudo voltamétrico em funcédo da velocidade de varredura, foi
possivel analisar o transporte de massas através do sistema, sendo este,
caracterizado como difusional.

Outro aspecto observado, assim como em meio aprotico, foi a presenca de
queda 6hmica em velocidades acima de 100 mV s™. Este efeito esta relacionado ao
aumento da resistividade que, geralmente, ocorre em altas velocidades de varredura
devido ao aumento da concentracdo da espécie eletrogerada.

Em seguida encontram-se os graficos (Figuras 15, 16, 17 e 18): valores de
intensidade de corrente em funcéo da velocidade de varredura e também em funcgéo
da raiz quadrada da velocidade de varredura, da analise do potencial de reducao (Ic)
em funcédo do log da velocidade de varredura para cada composto, como também as

tabelas (07, 08, 09 e 10) onde estdo apresentados os resultados correspondentes
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aos parametros eletroquimicos obtidos do estudo em fungcdo da velocidade de

varredura (v) para cada composto, individualmente.
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Figura 15. (a) Voltamogramas ciclicos de LAUSEST-B. (b) gréfico de Ip. vs. v; (c) gréfico de Ip vs.
v"% (d) grafico de Ep; vs. log v. [LAUSEST-B] = 0,05 mmol L. Tampéo fosfato 0,2 mol L™, pH 7,0,
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Figura 17. (a) Voltamogramas ciclicos de LAUSEST-FB. (b) grafico de Ip. vs. v; (c) grafico de Ip. vs.
v'% (d) gréfico de Ep, vs. log v. [LAUSEST-FB] = 0,05 mmol L ™. Tamp3o fosfato 0,2 mol L™, pH 7,0,

30% (v/v) de EtOH; eletrodo de CV.
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Figura 18. (a) Voltamogramas ciclicos de LAUSEST-AMe. (b) grafico de Ip. vs. v; (c) gréafico de Ip. vs.
v"% (d) grafico de Ep; vs. log v. [LAUSEST-AMe] = 0,05 mmol L. Tampao fosfato 0,2 mol L™, pH

7,0, 30% (v/v) de EtOH; eletrodo de CV.
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Tabela 7. Pardmetros eletroquimicos obtidos para LAUSEST-B em meio protico. Estudo em funcao

da velocidade de varredura. Epc vs. Ag|AgCI|CI (sat.).

172

v v log v - Epc Epc, - Epc 12 (V) - Ipc, - Epa (V) Ipa/lpc
(vs™ (vs? ) (HA)
0,010 0,100 -2,000 0,274 0,034 0,453 0,232 0,820
0,020 0,141 -1,699 0,275 0,034 0,733 0,231 0,926
0,035 0,187 -1,456 0,278 0,040 1,025 0,231 1,014
0,050 0,224 -1,301 0,278 0,040 1,308 0,231 1,039
0,075 0,274 -1,125 0,274 0,039 1,739 0,231 1,082
0,100 0,316 -1,000 0,275 0,037 2,144 0,228 1,088
0,200 0,447 -0,699 0,281 0,040 3,570 0,226 0,995
0,300 0,548 -0,522 0,284 0,037 4,747 0,219 0,941
0,400 0,632 -0,398 0,290 0,040 5,708 0,216 1,024
0,500 0,707 -0,301 0,293 0,041 6,784 0,210 1,030
0,750 0,866 -0,125 0,302 0,043 8,840 0,200 1,017
1,000 1,000 0,000 0,305 0,049 10,785 0,195 1,001

Tabela 8. Parametros eletroquimicos obtidos para LAUSEST-CLB em

funcdo da velocidade de varredura. Epc vs. Ag|AgCI|CI (sat.).

meio prético. Estudo em

v v log v -Epc,  Epc, - Epciyz (V) - Ipc, -Epa (V) Ipallpc
(vVsh  (vs)) (V) (HA)
0,010 0,100 -2,000 0,278 0,044 0,596 0,222 0,921
0,020 0,141 -1,699 0,274 0,037 0,993 0,226 0,994
0,035 0,187 -1,456 0,273 0,042 1,512 0,228 1,077
0,050 0,224 -1,301 0,272 0,040 1,988 0,228 1,103
0,075 0,274 -1,125 0,269 0,039 2,746 0,227 1,151
0,100 0,316 -1,000 0,269 0,039 3,495 0,228 1,147
0,200 0,447 -0,699 0,275 0,040 6,197 0,223 1,157
0,300 0,548 -0,522 0,280 0,044 8,413 0,218 1,150
0,400 0,632 -0,398 0,281 0,043 10,717 0,214 1,143
0,500 0,707 -0,301 0,286 0,046 12,512 0,209 1,130
0,750 0,866 -0,125 0,293 0,049 16,466 0,199 1,123
1,000 1,000 0,000 0,300 0,053 20,481 0,191 1,115
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Tabela 9. Parametros eletroquimicos obtidos para LAUSEST-FB em meio prético. Estudo em funcao

da velocidade de varredura. Epc vs. Ag|AgCI|CI (sat.).

172

v v log v - Epc, Epc, - Epc 12 (V) - Ipc, - Epa (V) Ipa/lpc
(vsh  (vsh V) (HA)
0,010 0,100 -2,000 0,273 0,038 0,588 0,224 0,935
0,020 0,141 -1,699 0,272 0,037 0,959 0,225 0,956
0,035 0,187 -1,456 0,275 0,040 1,376 0,228 1,000
0,050 0,224 -1,301 0,273 0,041 1,750 0,228 1,030
0,075 0,274 -1,125 0,273 0,041 2,363 0,228 1,050
0,100 0,316 -1,000 0,272 0,040 2,828 0,228 1,059
0,200 0,447 -0,699 0,278 0,040 4,712 0,226 1,068
0,300 0,548 -0,522 0,283 0,046 6,843 0,220 1,089
0,400 0,632 -0,398 0,283 0,040 7,788 0,220 1,079
0,500 0,707 -0,301 0,290 0,044 8,911 0,216 1,086
0,750 0,866 -0,125 0,296 0,050 11,898 0,209 1,083
1,000 1,000 0,000 0,302 0,051 14,896 0,202 1,086

Tabela 10. Parametros

eletroquimicos obtidos para LAUSEST-AMe em meio proético. Estudo em

funcdo da velocidade de varredura. Epc vs. Ag|AgCI|CI (sat.).

172

v v log v - Epc, Epc, - Epc 12 (V) - Ipc, - Epa (V) Ipa/lpc
(vsh o (vs?h V) (HA)
0,010 0,100 -2,000 0,269 0,037 0,420 0,224 0,915
0,020 0,141 -1,699 0,271 0,037 0,629 0,224 0,958
0,035 0,187 -1,456 0,270 0,038 0,889 0,224 0,996
0,050 0,224 -1,301 0,270 0,036 1,140 0,224 1,020
0,075 0,274 -1,125 0,271 0,035 1,475 0,221 1,034
0,100 0,316 -1,000 0,270 0,035 1,795 0,221 1,047
0,200 0,447 -0,699 0,273 0,039 2,754 0,220 1,058
0,300 0,548 -0,522 0,278 0,042 3,530 0,213 1,057
0,400 0,632 -0,398 0,278 0,039 4,196 0,211 1,052
0,500 0,707 -0,301 0,283 0,042 4,862 0,209 1,050
0,750 0,866 -0,125 0,286 0,044 6,249 0,204 1,051
1,000 1,000 0,000 0,293 0,041 7,332 0,197 1,046
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Como descrito anteriormente, um dos parametros que pode ser afetado com
mudancas estruturais € o coeficiente de difusdo (D,) e, portanto, como mostra a
Tabela 11, os coeficientes de difuséo obtidos para os compostos da série LAUSEST,
em meio protico (solugdo etandlica tamponada, tampéo fosfato, pH 7,0 e eletrodo de
CV com &rea de 0,02 cm?), apresentaram valores similares, assim como em meio

aprotico.

Tabela 11. Coeficiente de difusdo (D,) da série LAUSEST em meio protico.

LAUSEST Dic (cm®s™)
B 0,183
CLB 0,257
FB 0,215
AMe 0,151

Comparando os valores dos coeficientes de difusdo dos derivados da
B-lapachona em meio aprético e meio prético, observou-se que, neste ultimo, as
quinonas em andlise apresentaram coeficientes de difusdo maiores que em meio
aprotico, correspondendo, aproximadamente, ao dobro dos valores obtidos em meio

aprotico.

4.1.2.1 Reatividade da Série LAUSEST Frente ao Oxigénio

As quinonas podem ser citotoxicas, com consequéncias benéficas ou
deletérias, por inUmeros mecanismos, incluindo ciclagem redox. Assim como a [3-
lapachona, ja descrita na literatura [DE ABREU et al., 2007], seus derivados
sintéticos, em sua forma reduzida, apresentaram reatividade, frente ao oxigénio
molecular, evidenciada a partir da catalise observada nos experimentos de
voltametria ciclica em meio aquoso etandlico tamponado, tampéao fosfato pH 7,0, na
presenca de oxigénio.

Contudo, como demonstrado nas Figuras 19, 20, 21, 22 e 23 e nas Tabelas
12, 13, 14, 15 e 16, na presenca de oxigénio, a corrente de pico de reducdo dos
compostos da série LAUSEST, assim como a [-lapachona, aumenta

proporcionalmente a adicdo de oxigénio no meio e, em contrapartida, a corrente



60

anodica tende a desaparecer, indicativo de processo catalitico. Isto ocorre devido a
reconversdo da quinona a hidroquinona, em presenca de oxigénio (Equacédo 3),
ocorrendo um ciclo redox que resulta no estresse oxidativo, pois a semiquinona
pode reagir com o oxigénio molecular formando o anion-radical superéxido (O,>),
gue subsequientemente leva a um desproporcionamento para formar peréxido de
hidrogénio (H,O,) e o radical hidroxila (OH") [FRY et al., 2006].

(T I
© SF NN
O\ A !
5 HaC CH, + 2e, 2H"
OH OH
D8 Y

Equacéo 3

Ao comparar a intensidade de corrente catddica e anddica, na presenca de
oxigénio, entre a B-lapachona e seus analogos observa-se um comportamento
diferenciado, visto que, provavelmente a reatividade com o oxigénio da espécie
reduzida € influenciada pelo substituinte do anel naftalénico. Este fato pode ser
evidenciado a partir dos valores da constante de reatividade com o oxigénio

molecular da B-lapachona e seus analogos expressos na Tabela 17.
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Figura 19. (a) Voltamogramas ciclicos de B-lapachona na presenca de oxigénio. (b) Ipc vs. [O,]; (c)
Ip</Ip0 vs. [O,]; (d) Epc vs. [O,]; [B-lapachona] = 0,05 mmol L™. Tampéo fosfato 0,2 mol L™, pH 7,0,

30% (v/v) de EtOH; eletrodo de CV; v =0,50 V s-".

Tabela 12. Parametros eletroquimicos referentes a reatividade da B-lapachona com o oxigénio.

[0l mg L™ - Ipc (UA) Ipc/lpo (MA) - Epc (V)
0,00 1,258 1,000 0,298
0,50 1,771 1,407 0,302
0,90 2,031 1,614 0,302
1,20 2,224 1,767 0,307
1,40 2,496 1,984 0,307
1,90 2,717 2,159 0,312
2,30 3,050 2,424 0,312
2,80 3,324 2,642 0,317

* |p0: concentra¢do de O,=0
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Figura 20. (a) Voltamogramas ciclicos de LAUSEST-B na presenca de oxigénio. (b) Ipc vs. [O,]; (c)
Ipc/Ip0 vs. [O,]; (d) Epc vs. [02]; [LAUSEST-B] = 0,05 mmol L™. Tampao fosfato 0,2 mol L-1, pH 7,0,
30% (v/v) de EtOH; eletrodo de CV; v =0,50 V s-1.

Tabela 13. Pardmetros eletroquimicos referentes a reatividade de LAUSEST-B com o oxigénio.

[0 mg L™ - Ipc (BA) Ipc/Ipo (BA) - Epc (V)
0,00 1,314 1,000 0,278
0,50 1,636 1,245 0,286
1,00 1,94 1,476 0,316
1,30 2,118 1,611 0,327
1,90 2,496 1,899 0,341
2,30 2,891 2,200 0,347
3,20 3,195 2,431 0,345
3,50 3,432 2,611 0,347

* |p0: concentracéo de O,=0
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Figura 21. (a) Voltamogramas ciclicos de LAUSEST-CLB na presenca de oxigénio. (b) Ip. vs. [OZ2];
(c) Ipe/Ip0 vs. [O2]; (d) Epe vs. [02]; [LAUSEST-CLB] = 0,05 mmol L™. Tampao fosfato 0,2 mol L™, pH
7,0, 30% (v/v) de EtOH; eletrodo de CV; v = 0,50 V s™.

Tabela 14. Parametros eletroquimicos referentes a reatividade de LAUSEST-CLB com o oxigénio.

[O)] mg L™ - Ipc (pA) Ipc/Ipo (MA) - Epc (V)
0,00 2.073 1,000 0,273
0,50 2,259 1,089 0,278
0,90 2,449 1,181 0,278
1,30 2,556 1,233 0,278
1,90 2,697 1,301 0,278
2,30 2,724 1,314 0,278
3,30 2,93 1,413 0,278
4,20 3,049 1,470 0,278

* |p0: concentragdo de O,=0
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Figura 22. (a) Voltamogramas ciclicos de LAUSEST-FB na presenca de oxigénio. (b) Ip. vs. [O,]; (c)
Ip/1po vs. [Oy]; (d) Epc vs. [Oy]; [LAUSEST-FB] = 0,05 mmol L™ Tampéo fosfato 0,2 mol LY, pH 7,0,

30% (v/v) de EtOH; eletrodo de CV; v=0,50 V s™.

Tabela 15. Parametros eletroquimicos referentes a reatividade de LAUSEST-FB com o oxigénio.

[0l mg L™ - Ipc (uA) Ipc/Ipo (MA) - Epc (V)
0,0 1,826 1,000 0,273
0,4 2,071 1,134 0,273
0,7 2.253 1,233 0,278
1,1 2,382 1,304 0,278
15 2,533 1,387 0,283
1,8 2,674 1,464 0,288
2,2 2,819 1,543 0,307
2,6 2,992 1,638 0,312

* |p0: concentracdo de O,=0
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Figura 23. (a) Voltamogramas ciclicos de LAUSEST-AMe na presenca de oxigénio. (b) Ip. vs. [O5]; (¢)
Ipe/Ipo Vs. [O2]; (d) Epg vs. [O,]; [LAUSEST-AMe] = 0,05 mmol L ™. Tampé&o fosfato 0,2 mol L™, pH 7,0,

30% (v/v) de EtOH; eletrodo de CV; v=0,50V s™.

Tabela 16. Parametros eletroquimicos referentes a reatividade de LAUSEST-AMe com o oxigénio.

[O]mg L™ - Ipc (WA) Ipc/lpo (MA) - Epc (V)
0,00 1,164 1,000 0,273
0,50 1,555 1,335 0,278
0,90 1,859 1,597 0,278
1,20 2,030 1,743 0,283
1,70 2,294 1,970 0,293
2,20 2,600 2,233 0,288
2,60 2,798 2,403 0,288
3,40 3,145 2,701 0,288

* |p0: concentracdo de O,=0

A Tabela 17 demonstra os valores obtidos para a constante catalitica

aparente (Kypp) dos compostos em estudo frente ao oxigénio, em meio protico, e

observa-se que LAUSEST-AMe apresentou uma constante catalitica mais proxima a
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da B-lapachona, assim como seu comportamento voltamétrico na presenca de
oxigénio molecular. Em contrapartida, LAUSEST-B, LAUSEST-CLB e LAUSEST-FB
apresentaram valores de constante inferior ao da B-lapachona e de LAUSEST-AMe,

possivelmente devido a estabilidade do carbono quaternario.

Tabela 17. Constante catalitica da B-lapachona e seus analogos (0,05 mmol L™) na presenca de
oxigénio em meio prético. Tampao fosfato 0,2 mol L™, pH 7,0, 30% (v/v) de EtOH; eletrodo de CV; v =
0,50 Vs™.

COMPOSTO Kapp (s™)
B-LAPACHONA 2,3614

LAUSEST-B 1,7998
LAUSEST-CLB 0,4207

LAUSEST-FB 0,9818
LAUSEST-AMe 1,9350

Os compostos da série LAUSEST demonstraram, provavelmente, estar
envolvidos com a capacidade de gerar espécies oxigenadas toxicas (O,=, H,0,,
OH"), fendbmeno responsavel pelo estresse oxidativo, que pode estar correlacionado
com a atividade antitumoral relevante observada nos ensaios de citotoxicidade in
vitro - Ensaio do MTT (Tabela 18), ainda ndo publicados, realizados pelo grupo de
pesquisa do Departamento de Fisiologia e Farmacologia da Universidade Federal do
Ceara.

Desta forma, os resultados obtidos no ensaio do MTT, podem determinar uma
possivel correlacdo dessa reatividade frente ao oxigénio e os potenciais de reducdo
dos compostos com os ensaios de citotoxicidade in vitro.

Os testes de citotoxicidade in vitro, ensaio do MTT, consistiu de uma analise
colorimétrica baseada na conversao do sal 3-(4,5-dimetil-2-tiazol-2,5-difenil-2-H-
brometo de tretrazolium (MTT) para formazan, pela atividade da enzima
succinildesidrogenase presente na mitocondria de varias células viaveis, permitindo
dessa forma quantificar a percentagem de células vivas. As linhagens de células de
cancer utilizadas foram: HL-60 (leucemia promielocitica humana), MDA-MB435
(melanoma humano), HCT-8 (carcinoma de colon humano) e SF-295 (glioblastoma

humano) e, como controle positivo, utilizou-se a doxorrubicina. A citotoxicidade foi
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expressa em Clsp (umol L™), concentrac&o inibitéria minima capaz de provocar 50%
do efeito maximo dos compostos em relacdo as linhagens de células de cancer.

De acordo com a Tabela 18, os compostos da série LAUSEST em
comparagao com a [(-lapachona apresentaram citotoxicidade, no entanto nao foi
possivel demonstrar uma correlacdo entre o potencial de reducdo e essa atividade
antitumoral. Contudo, sugere-se um possivel envolvimento da geracdo de ERO com
a atividade antitumoral destas orto-naftoquinonas, assim como descrito na literatura

como uma das vias relacionadas a citotoxicidade de quinonas [BOLTON et al.,
2000].

Tabela 18. Atividade citotéxica da série LAUSEST, expressa em Clsy (umol L™) dos compostos em

relacdo as linhagens de células de cancer.

Amostra HL-60 MDA-MB435 HCT-8 SF-295
B-LAPACHONA 0,40 0,06 0,20 0,22
LAUSEST-B 0,28 0,15 1,24 0,65
SRR THCLS 0,22 0,42 1,09 1,08
LAUSEST-FB 0,70 0,86 211 1,50
LAUSEST-AMe 0,97 0,32 1,12 0,75

4.1.2.2 Comportamento Eletroquimico da Série LAUSEST Frente a 3-CD e HP-B-CD

As ciclodextrinas (CD) tém sido bastante utilizadas no desenvolvimento de
produtos farmacéuticos, particularmente devido as suas propriedades complexantes,
a qual promove incremento na solubilidade de farmacos poucos sollveis. O
ambiente lipofilico da cavidade interna das CD propicia condi¢cdes favoraveis para a
formacao de complexos de inclusdo com compostos hidréfobos [ROLIM-NETO et al.,
2008].

Variagbes nas propriedades fisico-quimicas das moléculas hospedes podem
ser identificadas, qualitativamente, através do comportamento eletroquimico dessas
substancias na auséncia e na presenca de ciclodextrinas. Partindo desse
pressuposto, avaliou-se o comportamento dos compostos da série LAUSEST na
presenca de B-CD e HP-3-CD.
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As Figuras 24 e 25 mostram 0s voltamogramas ciclicos obtidos para os
compostos da série LAUSEST parcialmente solUveis em tampéao fosfato pH 7,0, na
auséncia e na presenca de 3-CD e HP-B-CD soluveis no meio.

O comportamento eletroquimico (voltametria ciclica, VC) de LAUSEST-B,
parcialmente sollvel, mostrou duas ondas catédicas, uma em -0,274 V e outra em
-0,373 V vs. Ag|AgCI|CI (sat.) (Figuras 24a e 25a). Esse comportamento ndo €
esperado para quinonas, no entanto, sugere-se a presenca de alguma impureza
capaz de reduzir em potencial préximo ao dessa quinona.

Observou-se, ainda, que ao adicionar B-CD em uma proporgdo 10 vezes
menor que LAUSEST-B, ocorreu um aumento na intensidade da corrente de pico
catddica devido ao aumento da solubilidade do substrato; no entanto, nas adi¢des
seguintes (1:1 e 1:10, LAUSEST: B-CD), a corrente de pico catddica diminui,
enquanto o potencial de pico catédico € mantido, sugerindo que a interacdo com a
cavidade da molécula hospedeira ocorre em uma regido da molécula, anel
benzénico, que ndo influencia o processo de reducéo dessa quinona.

JA o comportamento eletroquimico observado para LAUSEST-CLB,
LAUSEST-FB e LAUSEST-AMe, parcialmente sélidos, em eletrodo de carbono vitreo
demonstraram um comportamento tipico de quinonas em meio aquoso, conforme
descrito anteriormente.

Com relacdo a interacdo de LAUSEST-CLB com B-CD, observou-se um
aumento da intensidade de corrente de pico catédico com as sucessivas adicfes de
B-CD, ou seja, nas proporc¢oes de 10:1, 1:1 e 1:10 (LAUSEST-CLB: B-CD), indicando
aumento da solubilidade. Outro aspecto observado é o potencial de pico catddico,
gue € mantido em -0,215 V tanto na auséncia quanto na presenga de 3-CD.

Analisando a interagdo de LAUSEST-FB com [(-CD observou-se que ao
adicionar 3-CD em uma proporgéao 10 vezes menor e 10 vezes maior que LAUSEST-
FB, ocorreu um aumento na corrente de pico catddico devido ao aumento da
solubilidade do substrato; no entanto, na adicdo de 1:1 a corrente de pico catédico
diminui quando comparada a proporcao 10:1. Ja o potencial de pico catodico sofre
um discreto deslocamento na presenca de B-CD, indo de -0,223 V, na auséncia de
B-CD, para -0,215 V, dando uma diferenca de 8 mV para potencial menos negativo,
facilitando o processo redox.

O comportamento voltamétrico observado para LAUSEST-AMe na presenca
de B-CD nas proporgdes 10:1, 1:1 e 1:10 (LAUSEST-AMe: B-CD) mostrou um
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aumento da intensidade de corrente de pico catddico, indicando aumento da
solubilidade, enquanto que para a proporcédo 1:10, se observou um deslocamento no
potencial de pico catodico para potencial mais negativo, ocasionado pelo
encapsulamento do substrato com, consequente, desfavorecimento do processo de
reducao.

Em suma, ao compararmos o comportamento eletroquimico dos compostos
da série LAUSEST na presencga de B-CD observou-se que todos apresentaram, de
certo modo, uma interagdo com a cavidade da B-CD em solu¢céo, assim como a [3-
lapachona ja reportada na literatura [DE ABREU et al., 2007].

Como mostra a Figura 24g e 24h, o composto LAUSEST-AMe apresentou
maior aumento de intensidade corrente de pico catddico, quando comparado aos
outros compostos da série, indicando uma interacdo mais efetiva com a cavidade da
B-CD e, consequentemente uma transferéncia de fase, da fase sdlida para fase

liquida, em maior proporcao.
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Figura 24. (a, c, e, g) Voltamogramas ciclicos da série LAUSEST (0,5 mmol L™) em eletrodo de
carbono vitreo e adicdo de B-CD sélida nas concentracdes de 0,05 mmol L™, 0,5 mol L e 5 mmol L™,
(b, d, f, h) Gréafico de -Ip, vs. [B-CD]. Tampao fosfato pH 7; v = 0,05 Vs™.

O comportamento eletroquimico observado para os compostos da série
LAUSEST na presenca de HP-B-CD apresentou caracteristicas semelhantes a
interacdo com 3-CD, como mostra a Figura 25.

O comportamento eletroquimico de LAUSEST-B, parcialmente soluvel,
mostrou que ao adicionar HP-B-CD em uma proporcdo 10 vezes menor que
LAUSEST-B (10:1), ocorreu um aumento na intensidade da corrente de pico
catodica devido ao aumento da solubilidade do substrato; no entanto, nas adices
seguintes (1.1 e 1:10, LAUSEST-B: HP-B-CD), a corrente de pico catodica diminuiu,

enquanto o potencial de pico catdédico é mantido em -0,228 V. Além disso, na
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propor¢cao de HP-B-CD 10 vezes maior que LAUSEST-B observou-se uma tendéncia
no desaparecimento da segunda onda.

No estudo de interacdo de LAUSEST-CLB com HP-3-CD, observou-se que na
proporcao de HP-B-CD 10 vezes menor que LAUSEST-CLB, ocorreu um aumento
na intensidade de corrente de pico catddica devido ao aumento da solubilidade do
substrato; no entanto, nas adi¢des seguintes (1:1 e 1:10) a corrente de pico catddica
diminui, e o potencial de pico catodico sofre um deslocamento de 4 mV para
potencial mais negativo dificultando o processo de reducédo (Epc = -0,216 V, na
auséncia de HP-B-CD, e Epc = -0,220 V na presencga).

O comportamento eletroquimico observado para LAUSEST-FB com as
sucessivas adi¢cdes de HP-B-CD mostrou um diminui¢cdo da intensidade de corrente
de pico catédico e nédo influenciou o potencial de reducao (-0,236 V), indicando
auséncia de interacdo de LAUSEST-FB com a cavidade da HP-3-CD.

Assim como na presenca de B-CD, LAUSEST-AMe mostrou forte interacéo
com a cavidade de HP-B-CD. Na presenca de HP-B-CD nas propor¢des 10:1, 1:1 e
1:10, LAUSEST-AMe mostrou um aumento da intensidade de corrente de pico
catédico, indicando aumento da solubilidade, enquanto, para a proporcao 1:10, se
observou um deslocamento no potencial de pico catdédico para potencial mais
negativo (-0,246 V), ocasionado pelo encapsulamento do substrato com

subsequente desfavorecimento do processo de reducéo.
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Figura 25. (a, c, e, g) Voltamogramas ciclicos da série LAUSEST (0,5 mmol L) em eletrodo de
carbono vitreo e adicdo de HP-B-CD sélida nas concentracdes de 0,05 mmol L™, 0,5 mol L™ e
5 mmol L™ (b, d, f, h) Grafico de -Ip vs. [HP-B-CD]. Tampé&o fosfato pH 7; v = 0,05 vs™.
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4.1.2.3 Comportamento Eletroquimico da B-lapachona em SAM Mista de 3-CD-SH-
Au + MUA

A fim de avaliar o comportamento voltamétrico da B-lapachona em eletrodo
guimicamente modificado com SAM mista de B-CD-SH-Au + MUA, realizou a sintese
da B-CD-SH e modificacdo de eletrodo de ouro (Au), assim como descritos na
literatura por CHOI et al. (2005). Como mostra a Figura 26, o potencial de reducéo
da B-lapachona em eletrodo de Au é de -0,129 V, utilizando uma solucédo de Na,SO,4
0,2 mol L™,

0,15

Au +Na,SO0, (0,2 mol L)

10 4 E
0.10 Au + p-Lapachona (20 umol L™)

0,05

0,00

-0,05

Ip (uA)

-0,10

-0,15

-0,20

T T T T T T T
-0,8 -0,6 -0,4 -0,2 0,0 0,2 0,4 0,6 0,8

E /V vs. Ag|AgCI|CI (sat.)

Figura 26. Voltamogramas ciclicos da B-lapachona em eletrodo de ouro (Au). Na,SO, 0,2 mol L™ e
v=0,01Vst

A Figura 27a mostra o voltamograma ciclico de Kjs[Fe(CN)g], Fc-CO,H e
B-lapachona em eletrodo de ouro modificado com camada mista de 3-CDSH + MUA
em Na,S0O, 0,2 mol L. A molécula de Fc-CO,H, devido a seu tamanho, pode entrar
na cavidade da B-CD e ocorrer transferéncia de elétrons [BOLLO et al., 2003]. Como
mostrado na Figura 27a, a camada mista ndo promove a supressdao do processo
redox do acido ferrocenocarboxilico; por outro lado, ndo apresenta nenhum pico
referente ao par redox para o ferricianeto de potassio. Esse comportamento €
esperado para o ferricianeto, porque seu tamanho é maior do que a cavidade da
B-CD e, assim, 0 acesso da sonda ao eletrodo de ouro € eficazmente bloqueado
pela monocamada mista [BOLLO et al., 2003; DAMOS et al., 2007]. O sinal inclinado
referente ao ferricianeto, contudo, mostra que ainda existem alguns espagos no
eletrodo entre as moléculas de B-CDSH e MUA, em que a espécie redox pode

penetrar até a superficie do eletrodo. Esses sitios vazios sdo denominados pinholes.
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Como discutido anteriormente, para a efetiva formagao das SAMs, o eletrodo
deve estar com a superficie totalmente livre de sujeira e arranhdes que, apesar de
todos os cuidados, no caso de eletrodos planos tornam-se dificeis de serem
removidos. Tendo a monocamada mista formada, um teste preliminar com @3-

lapachona mostrou um pico de natureza reversivel em -0,366 V (Figura 28a).

0,8
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2 SAM + B-LPC 30 pmol L™
024 0,154 .
' —— SAM + B-LPC 35 ymol L
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1,5 N
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-3,0 4
3.5 4
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0.8 -0.6 -0,4 -0,2 0,0 0,2 0,4 0,6 0.8

E /V vs. Ag|AgCI|CI (sat)

Figura 27. (a) Voltamogramas ciclicos para Ks[Fe(CN)g], Fc-CO,H e B-lapachona em Au modificado
com B-CDSH + MUA. (b) Voltamogramas ciclicos do efeito da concentragao da B-lapachona em SAM
de B-CDSH + MUA; (c) Efeito catalitico da B-lapachona, na presenca de oxigénio, em SAM de B-
CDSH + MUA. Na,SO, 0,2 mol L v=0,01Vs™.

Para possiveis fins de eletroandlise adicionaram-se sucessivas aliquotas de
B-lapachona, como mostra a Figura 27b, onde se observaram um aumento da
intensidade de corrente de pico de reducado proporcional as adi¢cdes. Ja comparando
os resultados descritos anteriormente da reatividade da B-lapachona com o oxigénio
em eletrodo de CV, ndo modificado, e também com a literatura, em SAM, a catélise

da B-lapachona mostrou-se bem mais efetiva como mostra a Figura 27c, visto que
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este favorecimento pode ser devido ao encapsulamento dessa quinona e do

oxigénio molecular.
4.1.2.4  Estudo de Interacdo com ssDNA

O espectro eletroquimico do ssDNA em meio aquoso etandlico tamponado,
tampédo acetato (pH 4,5), apresentou duas ondas anddicas bem definidas e de alta
intensidade de corrente, referentes a oxidagcdo das bases pdricas, guanina e
adenina, em 0,895 V e 1,261 V vs Ag|AgCI|CI (sat.), respectivamente. Foram
adicionadas aliquotas (0,05 mmol L) dos compostos da série LAUSEST em
solucBes individuais de ssDNA e observou-se um decréscimo da intensidade da
corrente de pico de oxidacdo das bases associado a um leve deslocamento de
potencial.

Ao contrario da B-lapachona, onde o mecanismo biolégico de acdo ndo tem
como alvo o DNA [DE ABREU et al., 2002b; BRETT et al., 2002], e sim enzimas
especificas, como as topoisomerases [NEDER et al.,, 1998], os estudos com o0s
derivados da série LAUSEST sugerem que o mecanismo de acdo destes compostos
tem como alvo o DNA, podendo isto ser confirmado com os resultados obtidos no
estudo de interagcdo com ssDNA, conforme as Figura 28 e 29.

De acordo com a Figura 28 observou-se um comportamento diferenciado para
0s compostos da série LAUSEST com relacdo a interacdo com ssDNA, sendo a
interagcdo mais efetiva atribuida os derivados halogenados, onde o composto que
contém um atomo de cloro em sua estrutura (LAUSEST-CLB) provocou maior
decréscimo e deslocamento de potencial para a onda referente a oxidacdo da
guanina e desaparecimento do pico relativo a adenina. No caso do composto que
contém um grupo metila (LAUSEST-AMe), observou-se menor interagdo com as
bases de DNA, o que evidencia que a presenca de um grupo substituinte avido por
elétrons acentua a interacdo, o que possivelmente estd relacionada a maior
nucleofilia do derivado como consequéncia do efeito para retirador.

Contudo, considerando o sugerido, observou-se uma resposta discrepante
para o0 composto que contém um atomo de fldor em sua estrutura (LAUSEST-FB), ja
gue o efeito eletrorretirador € maior para o flor do que para o cloro. No entanto,
como observado na Figura 28, a interacdo de LAUSEST-CLB com as bases puricas

néo é consideravelmente maior quando comparada com LAUSEST-FB.
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Figura 28. Voltamogramas de Pulso Diferencial (VPD) dos compostos da série LAUSEST em solucéo
etandlica (30% v/v) de ssDNA em tampao acetato pH 4,5. [LAUSEST] = 0,05 mmol L™ eletrodo de
CV; v=5mVs™

Além disso, com o objetivo de avaliar a interacdo do anion radical gerado,
apos reducdo das quinonas, com as bases puricas, guanina e adenina, fixou-se o
potencial em -0,27 V durante 120 segundos antes de proceder com a eletro-
oxidacdo do DNA. No entanto, observou, como mostra a Figura 29, que 0 anion
radical gerado apos reducdo da quinona néo influencia, de forma consideravel, na
interagcdo dos compostos da série LAUSEST com o ssDNA, visto que a resposta
eletroquimica obtida (intensidades de corrente e os potenciais de pico anddico)
foram similar aos resultados obtidos nos experimentos realizados sem reducao das
quinona (Figura 28).

Contudo, LAUSEST-AMe apresentou maior afinidade pela base adenina
guando na presenca de sua espécie reduzida (Figura 29), pois se observou uma

diminuicao da intensidade de corrente de pico referente a oxidacéo dessa base. Tais
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resultados corroboram para que o mecanismo de acao biolégica destes compostos

esteja relacionado a interacdo com o DNA.
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Figura 29. Voltamogramas de Pulso Diferencial (VPD) dos compostos da série LAUSEST em solugao
etandlica (30% v/v) de ssDNA em tampao acetato pH 4,5 apds acondicionamento em -0,28 V durante
120 s. [LAUSEST] = 0,05 mmol L; eletrodo de CV; v=5mV s™.

4.1.2.5 Estudo com Biossensor de dsDNA

Os eletrodos modificados com DNA tém sido aplicado com sucesso tanto
como superficies modificadas para determinacdo eletroanalitica de farmacos quanto
para o estudo com a interacdo dos mesmos com o DNA. Eles permitem avaliar e
predizer interacbes com prejuizos celulares, através de técnicas eletroquimicas
(voltametria de pulso diferencial, em eletrodos de carbono vitreo modificados com
DNA em fita dupla) baseadas na observacdo da ligacao das moléculas em estudo

com os acidos nucléicos.
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Neste sentido, os estudos em biossensor eletroquimico demonstraram que 0s
compostos da série LAUSEST néo interagem diretamente com o DNA (Figura 30),
ou seja, ndo atuam por intercalacdo entre as bases da dupla hélice desta
macromolécula, assim como seu precursor, a B-lapachona. Nesse caso ndao ha
evidéncia dos picos de oxidacdo das bases constituintes do DNA, o que indica

conservacao da conformacdao original do DNA.

404 404 ——dsDNA
dSDNA + LAUSEST-CLB

dsDNA

dsDNA + LAUSEST-B

g k!
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1,0 1,0
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E /V vs. Ag|AgCI|CI (sat) E/V vs. Ag|AgCI|CI (sat)
45
45
404 =———dsDNA a0
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’ 3,5
3,0 - 304
~ 254 4
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02 00 02 04 06 08 1,0 12 14 1,6 02 00 0,2 0,4 06 08 1,0 12 14 1,6
E /V vs. Ag|AgCI|CI (sat) E /V vs. Ag|AgCI|CI (sat)

Figura 80. Voltamogramas de Pulso Diferencial (VPD) dos compostos da série LAUSEST em
biossensor de dsDNA em solucdo etandlica (30% v/v) tamponada (tamp&o acetato pH 4,5).
[LAUSEST] = 0,05 mmol L™; eletrodo de CV; v=5mV s™.

4.2 Estudo Eletroquimico do Acido Usnico

4.2.1. Meio Aprético

A voltametria ciclica redutiva do Acido Usnico foi realizada em meio aprotico
(DMF/TBAP 0,1 mol L™) e demonstrou a presenca de duas ondas catédicas (Ic e lic,
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respectivamente), bem definidas, e um ombro em potencial anterior ao segundo
pico. Essas ondas apresentaram caracteristicas de processos irreversiveis
observados pela auséncia de picos anddicos (Figura 31) e, provavelmente, estédo
relacionadas a reducido das carbonilas presente da estrutura quimica do Acido
Usnico.

Como mostra a Figura 32, os valores de intensidade de corrente em funcao
da raiz quadrada da velocidade de varredura para a primeira onda catddica
demonstraram que o transporte de massa através da solucdo, o qual rege a
chegada da substancia a superficie do eletrddica, é de natureza difusional.

Em seguida encontram-se os graficos: valores de intensidade de corrente da
onda Ic em funcdo da velocidade de varredura e também em funcdo da raiz
guadrada da velocidade de varredura, da andlise do potencial de reducdo de
primeira onda (Ic) em funcéo do log da velocidade de varredura e, também a Tabela
19 onde estdo apresentados o0s resultados correspondentes aos parametros
eletroquimicos obtidos do estudo em funcéo da velocidade de varredura (v) para o

Acido Usnico.

Ip, (nA)

24 -21 -18 -15 -12 09 -06 -03 0,0 03
E /V vs. Ag|AgCI|CI (sat)

Figura 31. Voltamogramas ciclicos do Acido Usnico a 100 mV s™. [Acido Usnico] = 1,0 mmol L™ em
DMF/TPAP (0,1 mol L™); eletrodo de CV.
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Figura 32. (a) e (b) Voltamogramas ciclicos do Acido Usnico em funcéo da velocidade de varredura.

(c) gréfico de Ipg vs. v; (d) gréfico de Ipg vs. v (e) grafico de Epg vs. log v. [Acido Usnico] =
1,0 mmol L™ em DMF/TPAP (0,1 mol L™); eletrodo de CV.
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Tabela 19. Parametros eletroquimicos obtidos a partir da VC redutiva do Acido Usnico. Estudo em

funcdo da velocidade de varredura. Ep. vs. Ag|AgCI|CI (sat.).

v(VsY) v 2 (Vs log v - Epc, (V) - Ipc, (MA)
0,035 0,187 -1,456 1,152 7,672
0,050 0,224 -1,301 1,157 9,237
0,075 0,274 -1,125 1,157 11,679
0,100 0,316 -1,000 1,162 13,549
0,200 0,447 -0,699 1,181 19,641
0,300 0,548 -0,522 1,176 25,460
0,400 0,632 -0,398 1,181 29,608
0,500 0,707 -0,301 1,186 33,224
0,750 0,866 -0,125 1,191 41,268
1,000 1,000 0,000 1,201 47,879
2,000 1,414 0,301 1,215 69,366
3,000 1,732 0,477 1,216 69,702
4,000 2,000 0,602 1,216 80,749
5,000 2,236 0,698 1,216 90,118

A voltametria ciclica oxidativa do Acido Usnico também foi realizada em meio
aprotico (DMF/TBAP 0,1 mol L™) e demonstrou a presenca de duas ondas anédicas
(la e lla, respectivamente) nas velocidades de 10 a 200 mV s™, sendo observado,
acima de 200 mV s*, a fusdo da primeira com a segunda onda anddica. Essas
ondas apresentaram caracteristicas de processos irreversiveis, observados pela
auséncia de picos catédicos (Figura 33) e, provavelmente, estdo relacionadas a
oxidac&o das hidroxilas presentes na estrutura quimica do Acido Usnico.

Deste modo, como mostra a Figura 33 e a Tabela 20, os graficos a seguir,
foram determinados a partir dos valores de corrente e potencial obtidos para a
primeira onda anddica (la) apenas até 100 mV s. Neste caso, o transporte de

massa através da solucao foi caracterizado como difusional.
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Figura 33. (a) e (b) Voltamogramas ciclicos do Acido Usnico em fungdo da velocidade de varredura.

(c) grafico de Ipy vs. v; (d) grafico de Ipy vs. v'%

DMF/TPAP (0,1 mol L™); eletrodo de CV.

(e) grafico de Epy vs. log v. [AU] = 1,0 mmol L™ em

82
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Tabela 20. Parametros eletroquimicos obtidos a partir da VC oxidativa do Acido Usnico. Estudo em

funcdo da velocidade de varredura. Epa vs. Ag|AgCI|CI (sat.).

v(VsY) v (VsT) log v Epa, (V) Ipa, (MA)
0,010 0,100 -2,000 1,235 7,043
0,020 0,141 -1,699 1,240 9,133
0,035 0,187 -1,456 1,259 12,353
0,050 0,224 -1,301 1,225 13,366
0,075 0,274 -1,125 1,245 16,525
0,100 0,316 -1,000 1,230 18,389

O comportamento voltamétrico do Acido Usnico também foi analisado através
da técnica de voltametria de pulso diferencial (VPD) (Figura 34), e demonstrou a
presenca de trés picos catddicos, na regiao da reducéo, e trés picos anodicos, na
regido da oxidacdo. Estes picos referem-se a reducao de carbonilas e a oxidagéo de

hidroxilas, respectivamente.
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Figura 34. Voltametria de Pulso Diferencial (VPD) redutiva (a) e oxidativa (b) do Acido Usnico (1,0
mmol L") em DMF/TBAP (0,1 mol L™). Eletrodo de CV; v=10,01V s™.

4.2.2 Meio Prético

Os estudos eletroquimicos do Acido Usnico, em meio prético, foram
realizados em tampao fosfato 0,2 mol L™, pH 7,0 e eletrodo de carbono vitreo (CV)
estético (Figura 35, Tabela 21) apenas na oxida¢ao, pois nenhum pico foi observado
na regiao de potencial negativo, como ja descrito na literatura [JORGE et al., 2010].

Os voltamogramas ciclicos apresentaram uma Unica onda anddica em Epa
+1,154 V de natureza irreversivel e € devido a oxidacdo da hidroxila ligada ao anel

aromatico. Além da auséncia de onda catodica referente a reducdo do produto da
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oxidacdo do Acido Usnico, o deslocamento do potencial de pico anddico para

valores mais positivos em funcdo da velocidade de varredura corrobora a

irreversibilidade do sistema.
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Figura 35. (a) Voltamogramas ciclicos do Acido Usnico em funcdo da velocidade de varredura; (b)

grafico de Ipa vs. v; (c) gréfico de Ipa vs. v

12,

(d) grafico de Epa vs. log v. [Acido Usnico] =
3,67 x 10 mol L. Tampao fosfato 0,2 mol L™, pH 7,0 (30% de EtOH); eletrodo de CV.
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Tabela 21. Parametros eletroquimicos obtidos para o Acido Usnico. Estudo em funcdo da velocidade

de varredura. Epa vs. Ag|AgCI|CI (sat.).

v(VsY) v7e(VsT) log v Epa (V) Ipa (pA)
0,020 0,141 -1,699 1,123 3,483
0,035 0,187 -1,456 1,137 4,371
0,050 0,224 -1,301 1,157 5111
0,075 0,274 -1,125 1,162 6,423
0,100 0,316 -1,000 1,186 6,860
0,200 0,447 -0,699 1,181 10,955
0,300 0,548 -0,522 1,186 13,510
0,400 0,632 -0,398 1,196 15,731
0,500 0,707 -0,301 1,201 17,858
0,750 0,866 -0,125 1,215 22,113
1,000 1,000 0,000 1,210 26,760

Objetivando-se determinar o pKa do Acido Usnico, estudos eletroquimicos da
oxidacdo do mesmo foram realizados em vérias faixas de pH. Para o estudo da
variacdo do potencial de oxidacdo deste composto com o pH utilizou-se a técnica de
voltametria de pulso diferencial (VPD), com o uso de eletrodo de carbono vitreo,
platina e Ag|AgCI|CI" (sat.), como eletrodos de trabalho, auxiliar e referéncia,
respectivamente.

O efeito na corrente e no potencial de pico em funcdo do pH para o Acido
Usnico sdo mostrados na (Figura 36b e Tabela 22). A corrente de pico anddica
mostrou-se maior em valores de pH correspondentes ao meio acido. O aumento do
pH da solucdo tamp&o promoveu um deslocamento linear do potencial de pico
anddico para valores mais negativos. A partir do gréafico do estudo do pH do Acido
Usnico foi possivel verificar trés pontos provaveis de pKa (pKal: 3,88, pKa2: 8,04 e
pKa3: 11,95) os quais estdo de acordo com a literatura (pKal: 4,40, pKa2: 8,80 e
pKa3: 10,70) [SEGURA-SANCHEZ et al., 2009]. Contudo, o efeito de adsorcdo do
Acido Usnico em superficie eletrédica provavelmente dificultou a visualizagdo dos
pontos de inclinacao na reta.

A forte adsor¢do dos produtos de oxidacdo nao-eletroativos bloqueia a
superficie do eletrodo, visto que hidroxilas sdo espécies eletrodoadoras e, 0s
radicais fenoxilas s&o alvos preferenciais para oxidantes, além de produtos

poliméricos que adsorvem na superficie do eletrodo [JORGE et al., 2010].
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Figura 36. (a) Voltamogramas de pulso diferencial da dependéncia do potencial de oxidagdo do Acido

Usnico em fungdo do pH; (b) curva de Epa vs. pH do AU; ¢) curva de Ipa vs. pH do AU. [AU] = 1 x 10

mol L, 20% EtOH, eletrodo de CV.

Como descrito por JORGE et al. (2010), a oxidag&o eletroquimica do Acido
Usnico é dependente do pH, envolve um elétron e um préton em um processo
irreversivel, e ocorre nas trés hidroxilas da molécula, com a seguinte ordem de
facilidade de oxidacdo: OH-1 > OH-10 > OH-8.
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Tabela 22. Parametros eletroquimicos obtidos para o Acido Usnico. Estudo em fungdo da variacdo do
pH. Epa vs. Ag|AgCI|CI (sat.).

pH Epa(V) Ipa (MA)
0,39 1,134 14,009
1,11 1,106 7,968
2,13 1,038 7,604
2,57 1,005 5,475
3,18 0,981 3,329
3,87 0,956 4,263
4,42 0,906 6,312
5,09 0,857 4,347
5,55 0,837 4,085
6,00 0,768 4,494
6,50 0,737 4,535
6,85 0,717 3,335
7,50 0,685 3,784
8,13 0,680 3,064
8,50 0,615 3,668
9,00 0,604 3,690
9,50 0,584 3,481
10,0 0,554 3,453
10,5 0,531 2,842
11,0 0,511 2,884
11,5 0,480 3,759
12,0 0,458 2,178
12,5 0,492 2,014
13,0 0,515 2,335

4.2.2.1 Comportamento Eletroquimico do Acido Usnico Frente a B-CD e HP-B-CD

O Acido Usnico apresenta uma ampla atividade biolégica, no entanto sua
baixa solubilidade em meio aquoso, aliado a toxicidade, tem impossibilitado seu uso
em aplicacdes biomédicas. A fim de contornar esses aspectos, tem-se avaliado a
formac&o do complexo de inclusdo do Acido Usnico com ciclodextrinas [SEGURA-
SANCHEZ et al., 2009].

Com esse mesmo objetivo, fez-se uso da voltametria ciclica para avaliar o
comportamento eletroquimico do Acido Usnico, parcialmente sollvel, na presenca
de B-CD e HP-B-CD em tampéao fosfato pH 7,0.

O comportamento voltamétrico observado para o Acido Usnico na presenca
de B-CD (Figura 37) nas proporgdes 10:1 e 1:1 (Acido Usnico:B-CD) mostrou um

aumento da intensidade de corrente de pico catddico, indicando aumento da
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solubilidade, enquanto que para a propor¢éo 1:10, se observou uma diminuicdo na

intensidade de corrente anddica e deslocamento do potencial de pico para potencial

mais negativo.

(a) 2 (b)
81 —— AU (0,5mmol LY
164 —— AU (0,5 mmol L") + g-CD (0,05 mmol L™
14 ] AU (0,5 mmol L™) + §-CD (0,5 mmol L™)

—— AU (0,5 mmol L™) + p-CD (5 mmol L™)

Ip, (uA)

E/V vs. Ag|AgCI|CI (sat)

1,2

1,14

1,0

0,94

0,8

0,74

0,6 4

0,54

0,44

/T

[8-CD] mmol L™

Figura 37. (a) Voltamogramas ciclicos do Acido Usnico (0,5 mmol L'l) em eletrodo de carbono vitreo

e adigdo de B-CD soélida nas concentracdes de 0,05 mmol L™,

de Ip. vs. [B-CD]. Tampéo fosfato pH 7; v =0,05 Vs,

0,5 mol L™ e 5 mmol L™. (b) Grafico

A Figura 38 mostra o comportamento eletroquimico do Acido Usnico na

presenca de HP-B-CD, onde se observou um aumento da corrente de pico anddico

guando se introduz HP-B-CD na propor¢do 10 vezes menor. A partir da analise dos

voltamogramas fica evidente que a interacdo do Acido Usnico com a HP-B-CD é

menos efetiva quando comparada a p-CD.

@ * (b) *

16] ——AU (0,5 mmol L)

—— AU (0,5 mmol L™) + HP-B-CD (0,05 mmol L™)
AU (0,5 mmol L™*) + HP-B-CD (0,5 mmol L™)

12{ —— AU (0,5 mmol L") + HP-B-CD (5 mmol L™

14 4

10

Ip, (WA)

T T T T T T T T
-0,2 0,0 0,2 04 0,6 0.8 1,0 12 1.4 1,6
E/V vs. Ag|AgCI|CI (sat)

2 3 4 5 6
[HP--CD] mmol L™

Figura 38. (a) Voltamogramas ciclicos do Acido Usnico (0,5 mmol L™) em eletrodo de carbono vitreo

e adicdo de HP-B-CD sdlida nas concentragdes de 0,05 mmol L™, 0,5 mol L e 5 mmol L™, (b) Grafico
de Ip, vs. [HP-B-CD]. Tampéo fosfato pH 7; v = 0,05 Vs™.
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4.2.2.2 Estudo de Interagdo com ssDNA

Como descrito anteriormente, o DNA é um dos alvos bioloégicos de maior
relevancia para a acao de farmacos e, portanto biossensores de DNA s&o Uteis para
esclarecer o mecanismo de ac¢do bioldgica de substancias potencialmente ativas. A
Figura 39 evidencia a eletro-oxidagédo do ssDNA, caracterizado pela exposicdo das
bases puricas, guanina e adenina, respectivamente, e demonstra que o Acido
Usnico interage com o DNA, visto que observa-se um discreto deslocamento de
potencial associado a uma diminuicdo da intensidade da corrente de pico, referente
a oxidacao da adenina.

Nos experimentos anteriores averiguou-se que o Acido Usnico em pH 4,5
apresenta um potencial de reducédo em torno de +0,9 V, e isto pode esta relacionado

a uma menor diminuicdo da corrente de pico anddica referente a guanina.

14

12 4

ssDNA
ssDNA + Acido Usnico

10

Ip (uA)

T T T T T T T T
-0,2 0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 1.2 1,4 16

E /V vs. Ag|AgCI|CI (sat)

Figura 39. Voltamogramas de Pulso Diferencial (VPD) do Acido Usnico em solucéo etandlica (30%
vlv) de ssDNA em tampao acetato pH 4,5. [Acido Usnico] = 0,05 mmol L™; eletrodo de CV; v =
5mvs™.

4.2.2.3 Estudo com Biossensor de dsDNA

O estudo do Acido Usnico em biossensor de DNA (Figura 40) demonstrou que
houve auséncia de interacdo direta desta substancia com o DNA, devido ao néao
aparecimento dos sinais caracteristicos de oxidacdo das bases nitrogenadas do

DNA. O pico de oxidac&o, presente no voltamograma é devido & oxidacéo do Acido
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Usnico. Deste modo, os resultados obtidos com biossensor eletroquimico de DNA

sugerem que o Acido Usnico néo interage com o DNA via intercalac&o.

4,5

4,0

dsDNA
dsDNA + Acido Usnico

3,54

3,0 1

2,5

Ip (nA)

2,04

1,54

1,04

05 T T T T T T T T
-0,2 0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 1,2 1,4 1,6

E /V vs. Ag|AgCI|CI (sat)

Figura 40. Voltamogramas de Pulso Diferencial (VPD) do Acido Usnico em biossensor de dsDNA em
solucdo etandlica (30% v/v) tamponada (tampdo acetato pH 4,5). [Acido Usnico] = 0,05 mmol L™

eletrodo de CV; v=5mV s™.
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5 CONCLUSAO

No presente trabalho foram investigados o comportamento eletroquimico de
derivados sintéticos da B-lapachona e do Acido Usnico, substancias biologicamente
ativas, a fim de corroborar com as propriedades farmacolégicas dos mesmos.

O perfil voltamétrico dos derivados da [3-lapachona foi comparado

Os compostos da série LAUSEST apresentaram caracteristicas semelhantes
ao comportamento de quinonas em meio aprotico e proético, e observou-se que
mudancas de substituinte no anel piranosidico ndo afetam, de um modo geral, o
processo de reducgdo destas quinonas. Além disso, demonstraram, assim como seu
precursor, a B-lapachona, reatividade com o oxigénio molecular, sugerindo que a
atividade citotoxicidade dos mesmos pode estar relacionada a formacéo de ERO.

A interacdo dos compostos em estudo com B-CD e HP-B-CD em solucéao, foi
avaliada por voltametria ciclica e, mostrou que na presenca dessas moléculas
hospedeiras, ocorreram mudancas no perfil voltamétrico de cada substancia,
principalmente da LAUSEST-AMe, sugerindo aumento de solubilidade em meio
agquoso. Além disso, pode-se constatar uma possivel utilizacdo do eletrodo
modificado com SAM mista de B-CD-SH-Au + MUA, como sensor para determinagao
de B-lapachona.

Estudos com ssDNA também foram realizados para todos 0s compostos, e foi
possivel observar interacdo com DNA, visto que avaliou-se a diminuicdo de
intensidade de corrente de pico das bases puricas, guanina e adenina, assim como
deslocamento no potencial de oxidagdo destas, implicando que tanto os compostos
da série LAUSEST quanto o Acido Usnico, provavelmente, apresentam um
mecanismo de acao bioldgico relacionado a interacdo com DNA. Ja os estudos com
biossensor de dsDNA, demonstraram que a interacdo com o DNA pode ocorrer via,
alquilacdo do DNA, interagindo com as bases , e ndo como intercalantes, visto que,
na presenca das substancias, ndo ocorreu exposi¢céo das bases do dsDNA.
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PERSPECTIVAS

Propor possiveis mecanismos que justifiguem uma reatividade diferenciada
dos compostos da série LAUSEST frente ao oxigénio;

Avaliar a interagao dos derivados da B-lapachona com ciclodextrinas através
de outras técnicas, como infravermelho e RMN *H;

Testar os derivados da B-lapachona e o Acido Usnico em SAM mista de
B-CDSH + MUA e verificar a presenca de catalise com o oxigénio.
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