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RESUMO

As nitronas sdo conhecidas por sua habilidade em capturar radicais e consequentemente, em
caso de espécies reativas de oxigénio (EROs), em diminuir o estresse oxidativo tornando-se
promissores antioxidantes sintéticos com elevado potencial terapéutico. Elas tém sido
investigadas para o tratamento de diversas patologias, como o cancer, AVC, doengas de
Parkinson e Alzheimer, inclusive doencas tropicais negligenciadas. Uma vez que o mecanismo
molecular de acdo bioldgica desse grupo de compostos ainda ndo estd completamente
elucidado, o presente trabalho investigou o0 comportamento eletroquimico,
espectroeletroquimico e espectrofotométrico de nitronas sintéticas, seus derivados e
precursores. Investigou-se as propriedades Opticas das nitronitronas, precursores e derivados
usando a espectrofotometria no UV-Vis. Além disso, avaliou-se a capacidade antioxidante das
mesmas, pelos métodos espectroscopicos de FRAP (poder antioxidante de reducdo de ions
ferro) e capacidade antioxidante sequestradora frente ao radical DPPH" (2-2-difenil-1-picril-
hidralazina) (%RSA). Voltamogramas ciclicos (VCs) e de pulso diferencial (VPDs), em
eletrodo de carbono vitreo (ECV), foram registrados em meio aprético (acetonitrila + TBAPFs
0,1 mol L?), a fim de mimetizar os ambientes lipofilicos bioldgicos e obter dados sobre o
mecanismo de reducédo, oxidacdo e analise dos intermediarios eletrogerados, na perspectiva de
contribuir para elucidacdo de seus mecanismos moleculares de acdo bioldgica. Os padrées p-
nitrobenzaldeido e 5-nitro-2-furaldeido foram estudados eletroquimicamente, nas mesmas
condi¢cdes. Todos os compostos estudados mostraram ser eletroquimicamente ativos em
reducdo. As nitronas LQB-109 e LQB-123 apresentaram comportamento semelhante, com
ondas de reducdo de natureza irreversivel e potencial mais negativo que -2,0 V, relativo a
reducdo da funcéo nitrona. Ja para os compostos LQB-569, LQB-303, LQB-484, LQB-304 e
LQB-534 que possuem dupla fungéo redox, isto €, grupos nitrona e nitro, observou-se picos
caracteristicos de ambos. Quando comparado aos padrdes (compostos aromaticos que possuem
somente 0 grupo nitrona ou somente 0 grupo nitro), nota-se que o0 grupo nitroaromatico € o
primeiro a sofrer uma reducdo monoeletronica de natureza quase-reversivel. A investigacdo
espectroeletroquimica para a nitronitrona LQB-303 revelou o decréscimo da absorvéncia de
algumas bandas de absorcdo e surgimento de novas, durante a aplicacdo dos potenciais
catddicos, as quais sugerem a reducdo da nitronitrona e formacéo de seus produtos de reducao.
Na investigacdo da capacidade antioxidante, os valores de %RSA variaram entre 10,14 —
37,25% de inibicdo, enquanto os valores de FRAP variaram entre 126,86 - 196,84 mg de
equivalentes de trolox (ET)/mol do composto. Na analise das propriedades Opticas destes
compostos usando a espectroscopia no UV-Vis, todos 0s compostos apresentaram absorcdes na
regido do UV-Vis entre 190 - 900 nm. A fim de avaliar a reatividade e constatar a funcéo
doadora de elétrons das nitronas, foi investigada a interacdo entre a LQB-109 e a quinona DDQ
(2,3-dicloro-5,6-diciano-1,4-benzoquinona). O surgimento de novas bandas na regido 400 —
600 nm, sugere a formacdo de complexo de transferéncia de carga. Métodos eletro- e
espectroquimicos se mostraram adequados no estudo redox de nitronas, derivados e precursores
e foram correlacionados a atividades leishmanicidas, principalmente para as nitronitronas LQB-
303 e LQB-484, mais eletrofilicas, que foram significativamente leishmanicidas, com baixa
toxicidade.

Palavras-chave: Nitronas. Nitroaromaticos. Eletroquimica organica. Voltametria ciclica.
Mecanismo redox. Capacidade Antioxidante.



ABSTRACT

Nitrones are known for their ability to capture radicals and consequently reduce, in case of
reactive oxygen species (ROS, the oxidative stress, making them promising synthetic
antioxidants with high therapeutic potential. They are being studied for the treatment of various
pathologies, such as cancer, stroke, Parkinson's and Alzheimer's diseases, including neglected
tropical diseases. Since the molecular mechanism of biological action of this group of
compounds is not yet fully elucidated, the present work investigated the electrochemical,
spectroelectrochemical and spectrophotometric behavior of synthetic nitrones, derivatives and
precursors. In addition, their antioxidant capacity was evaluated by the spectroscopic methods
FRAP and antioxidant capacity against the DPPH" radical (2-2-diphenyl-1-picryl-hydralazine)
(%RSA). Cyclic (CVs) and differential pulse (DPVs) voltammograms on a glassy carbon
electrode (GCE) were recorded in an aprotic medium (acetonitrile + 0.1 M TBAPFe) in order
to mimic the lipophilic biological environments and obtain data on the mechanism of reduction,
oxidation, analysis of electrogenerated intermediates, in the perspective of contributing to the
elucidation of their molecular mechanisms of biological action. The p-nitrobenzaldehyde and
5-nitro-2-furaldehyde standards were studied electrochemically under the same conditions. All
compounds studied showed to be electrochemically active in the cathodic region of the
voltammograms. The LQB-109 and LQB-123 nitrones showed similar behavior, with
irreversible reduction waves and a potential more negative than -2.0 V, relative to the nitrone
reduction. As for the compounds LQB-569, LQB-303, LQB-484, LQB-304 and LQB-534 that
have double redox function, that is, nitrone and nitro groups, reduction peaks characteristic of
both were observed. When compared to the standards (compounds that have only the nitrone
group or only the nitro group), it is noted that the nitroaromatic group is reduced first in a quase-
reversible monoelectronic transfer. The spectroelectrochemical investigation for the
nitronitrone LQB-303 revealed a decrease in the absorbance of some absorption bands and the
appearance of new ones, during the application of cathodic potentials, which suggest the
reduction of the nitronitrone and formation of its reduction products. In the investigation of the
antioxidant capacity, the values %RSA for the DPPH" radical ranged from 10.14 - 37.25%
inhibition, while the FRAP values ranged from 126.86 - 196, 84 mg trolox equivalent (TE)/mol
of compound. In the analysis of the optical properties of these compounds using UV-Vis
spectroscopy, all compounds showed absorption bands in the UV-Vis region, between 190 -
900 nm. In order to evaluate the reactivity and verify the electron donating function of nitrones,
the interaction between LQB-109 and DDQ quinone (2,3-dichloro-5,6-dicyano-1,4-
benzoquinone) was investigated. The appearance of new bands in the region 400 — 600 nm
suggests the formation of a charge transfer complex. Electro- and spectrochemical methods
proved to be adequate in the redox study of nitrones, derivatives and precursors and were
correlated with leishmanicidal activities, mainly for the more electrophilic nitronitrones LQB-
303 and LQB-484, which were significantly leishmanicidal, with low toxicity.

Keywords: Nitrones. Nitroaromatics. Organic electrochemistry. Cyclic voltammetry. Redox
mechanism. Antioxidant Capacity.
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1 INTRODUCAO

A eletroquimica é a area da quimica que estuda a relacdo entre fendbmenos quimicos e
elétricos. Por meio da passagem de corrente elétrica, pesquisadores investigam 0S processos
cinéticos e termodindmicos nas espécies quimicas envolvidas, além das alteracfes sofridas
pelas mesmas ao participarem de reacdes de oxirreducdo por meio de transferéncias de elétrons,
sem ou com reacBes quimicas acopladas, com possibilidade de varios tipos de transferéncia de
massa (BARD; FAULKNER, 2001; MONTEIRO; DOS SANTOS JUNIOR; SUSSUCHI,
2020)

Em virtude da necessidade crescente em estudar e compreender 0s sistemas naturais,
vé-se, entdo, a importancia da eletroquimica molecular. Nessa area, os pesquisadores fazem
investigacOes de compostos biologicamente promissores usando diferentes meios (hidrofilicos,
lipofilicos, micelares, em membranas biomiméticas e outros), solventes com propriedades
diversas, faixas de pH, teores variados de oxigénio na célula eletroquimica, a fim de diversificar
0s meios reacionais nos estudos in vitro (DE ABREU; DE FERRAZ; GOULART, 2002) e
torna-los cada vez mais parecidos com os sistemas biologicos. Algumas contribuicdes da
eletroquimica molecular para a quimica medicinal e bioldgica serdo apresentadas no topico 2.2.

Este trabalho  propbe investigar 0s  comportamentos  eletroquimicos,
espectroeletroquimicos, espectrofotométricos e antioxidantes de sete novas nitronas sintéticas,
seus precursores e derivados. Nos topicos 2.2-2.4 serdo discutidos aspectos gerais sobre essa
classe de compostos, suas relacdes com o estresse oxidativo e destacados exemplos que
justificam sua relevancia na quimica medicinal e farmacéutica. Uma vez que algumas sao
nitronitronas, € fundamental entender o papel da presenca do grupo nitro, por isso 0s
nitroaromaticos serdo contemplados no tépico 2.5.

De modo geral, os estudos eletroquimicos serdo realizados em meio aprotico para
assemelhar-se as membranas bioldgicas, por meio das técnicas de voltametria ciclica e de pulso
diferencial, a fim de obter parametros eletroquimicos que possam ser correlacionados com suas
atividades bioldgicas. Os possiveis intermediarios eletrogerados durante a reducdo e oxidacao
serdo investigados e caracterizados por meio de espectroeletroquimica na regido do ultravioleta
visivel. Essas nitronas serdo avaliadas em relacdo a suas capacidades antioxidantes através dos
ensaios FRAP (Ferric reducing/antioxidant power), e da percentagem de sequestro do radical
2-2-difenil-1-picril-hidralazina (DPPH"). Também serdo investigadas suas propriedades opticas
e avaliada a reatividade entre nitronas e o DDQ, a fim de investigar a formacdo de complexos

de transferéncia de carga, usando a espectrofotometria no UV-Vis.
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Em conjunto, esses estudos visam obter dados sobre o0 mecanismo de redugéo e oxidacao
na perspectiva de corroborar, explicar ou prever os mecanismos moleculares de a¢do biolégica

desses compostos.

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 A eletroquimica molecular e suas contribuicdes para a quimica medicinal e biol6gica

Pesquisas em eletroquimica se destacam com aplicacdes em varias areas, com utilizacao
de uma ampla variedade de técnicas. Ela tem sido usada como ferramenta, por exemplo, para
obter dados termodindmicos e cinéticos de uma reacdo, estudar a taxa de decaimento de
intermediarios eletrogerados, como um ion radical, como também suas propriedades
espectroscopicas, aléem de muitas outras. Medidas eletroquimicas apresentam como
caracteristicas importantes: rapidez nas deteccdes, elevada sensibilidade, baixo custo e
seletividade (BARD; FAULKNER, 2001; MONTEIRO; DOS SANTOS JUNIOR;
SUSSUCHI, 2020).

Dessa maneira, a eficiéncia de técnicas eletroquimicas no estudo redox de compostos
eletroativos decorre das vantagens proporcionadas pela eletroquimica, como a geracdo e
identificacdo direta de metabolitos e espécies estaveis de maneira rapida, econémica e limpa
(GAO; TENG, 2016). Os parametros eletroquimicos, como potenciais de reducdo e oxidacao
das espécies, obtidos a partir das analises eletroquimicas, podem ser correlacionados com as
atividades biologicas e assumem importante papel no planejamento de compostos bioativos,
uma vez que contribuem para a elucidacdo do mecanismo de acdo molecular de novos farmacos
(DE ABREU; DE FERRAZ; GOULART, 2002; PAIVA, 2016).

Dentre as técnicas eletroquimicas conhecidas destaca-se a Voltametria Ciclica (VC),
uma técnica eletroquimica poderosa e popular comumente empregada na investigacao dos
processos de reducdo e oxidacdo de espécies quimicas (ELGRISHI et al., 2018), em uma ampla
faixa de potencial (KISSINGER; HEINEMAN, 1983). Nas analises redox, € comum associar a
VC a outras técnicas que contribuem na elucidacdo dos mecanismos reacionais, algumas delas
sdo: 0 uso da eletroquimica em conjunto com a microfluidica; técnicas espectroscépicas,
utilizadas na caracterizacéo de intermediarios eletrogerados (SILVA, 2017); como também o
uso de biossensores eletroquimicos de DNA na investigacéo da interagdo dos compostos com
0 DNA (SOUZA, 2011).
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Logo, diz-se que a eletroquimica busca mimetizar os sistemas bioldgicos, por meio do
estudo das transformagbes de moléculas ocasionadas por transferéncias de elétrons realizadas
de/para um eletrodo. O eletrodo, em contato com a solugdo contendo o solvente e o reagente,
desempenha um papel essencialmente como “reservatorio” de elétrons. Nesse sentido, algumas
vantagens da eletroquimica molecular dizem respeito a aplicacdo de um potencial ao eletrodo
ser uma maneira simples de ajustar a forca eletromotriz da reacdo; como também, através do
mesmo eletrodo, a corrente que flui permite obter dados cinéticos reacionais (SAVEANT,
2008).

Assim, por meio da integracdo entre diversas técnicas (eletroquimicas, espectroscopicas
e computacionais), a eletroquimica medicinal (eletroquimica associada a quimica medicinal) e
suas interfaces mostram-se bastante Uteis para a detecgdo, monitoramento e orientacao de a¢des
bioldgicas in vivo de novas moléculas, protdtipos a farmacos, em direcdo a alvos desejados,
cujos mecanismos eletroquimicos de acdo frequentemente envolvem bioativacdo por meio de
transferéncias de elétrons de farmacos redox-ativos, como também em seu metabolismo,
liberac@o ao destino preciso e nas interacdes alvo-ligante. (SILVA et al., 2020). Sendo assim,
a enorme complexidade dos ambientes celulares, diversas vezes, impede a investigacao in situ
de toda a cadeia de processos que permeiam as aplicacdes terapéuticas dos farmacos. Ao mesmo
tempo, as investigacOes eletroquimicas ex-situ de propriedades de farmacos e interacdes
realizadas em diversos meios, unidos aos dados obtidos in vivo e in vitro, sdo relevantes na
obtencdo de informacdes Uteis sobre esses processos.

Séo relevantes as aplicacGes e beneficios de estudos nos quais trabalham juntas
Eletroquimica e Quimica Medicinal, com o intuito de auxiliar no planejamento,
desenvolvimento e elucidacdo do mecanismo de acdo molecular de compostos que possam se
tornar farmacos seletivos e eficazes para a tratamento de diversas doencas (SILVA, 2017).

Silva e colaboradores (2019) investigaram a atividade eletroquimica de
pterocarpanoquinonas nitradas e halogenadas, biologicamente ativas, por meio de técnicas
eletroquimicas voltametria ciclica e de pulso diferencial e de espectroeletroquimica no UV-Vis.
Os dados obtidos foram importantes para a compreensdo de seus mecanismos de reducéo,
reatividade com oxigénio e analise dos intermediarios eletrogerados. Para os derivados
halogenados, sugeriu-se a formacdo de quinonametideos transientes, intermediarios
eletrofilicos relacionados a sua atividade. Para o nitroderivado, o aparecimento de uma nova
banda de absor¢do no espectro de redugéo evidencia a formacdo do anion radical nitro, gerando

um dirradical dianion. Os dados computacionais foram relacionados aos experimentos
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eletroquimicos. A formacéo de espécies reativas de oxigénio, espécies eletrofilicas e reatividade

radicalar foram capazes de explicar parte do mecanismo de acéo bioldgica desses compostos.

Guimaraes e colaboradores (2020) relataram a sintese, avaliacdo eletroquimica e ensaio
da atividade anticancer de quatro hibridos de hidrazonas a base de naftoquinonas. Os estudos
eletroquimicos realizados nos meios prético e aprético, por meio da técnica de voltametria
ciclica revelaram perfil tipico de autoprotonacdo e clivagem redutiva dependente do meio. Nos
estudos em linhagens de células cancerosas, dentre os compostos analisados, trés deles
mostraram-se ativos contra, pelo menos uma das linhagens de células cancerosas estudadas e
dois desses compostos, os quais apresentaram maior eletrofilicidade, foram significativamente
ativos e apresentaram baixa toxicidade. Esses resultados indicam esses compostos como fortes
candidatos a protdtipos de novos farmacos antineoplasicos, mais potentes e seletivos.

Desse modo, haja vista a diversidade de compostos biologicamente ativos estudados por
métodos eletroquimicos, como alguns relatados anteriormente, nesse trabalho seréo

investigadas algumas moléculas da classe nitronas, assim como derivados e precursores.

2.2 Nitronas

Nitronas sdo um grupo funcional com estrutura quimica geral representada como: Ro-
CR;=NO-R; (Figura 1) (VILLAMENA; DAS; NASH, 2012). As nitronas sdo materiais de
partida acessiveis muito Uteis na sintese organica seletiva, especialmente para a sintese de
compostos nitrogenados biologicamente importantes. Como intermediarios versateis, as
nitronas destacam-se em quimica organica na sintese de uma diversidade de compostos
biologicamente ativos (SALEHZADEH; MASHHADIZADEH, 2019). O seu uso é relatado nas
mais diversas reacoes, sejam reacGes com nucledfilos, radicais, funcionalizacédo da ligacédo C-
H, além das reac6es de cicloadicdo (MURAHASHI; IMADA, 2019).
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Figura 1 — (A) Estrutura quimica geral das nitronas. (B) Nitronas reportadas na literatura.
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Fonte: Autora, 2022 (Adaptado de BARRIGA et al., 2010; DELETRAZ et al., 2019; VILLAMENA; DAS; NASH,
2012).

O a-fenil-N-terc-butil nitrona (PBN) (Figura 1) é uma das nitronas mais estudadas nos
altimos anos, tendo sido sintetizada primeiramente em 1957 por Hawthorne e Strahm. No fim
dos anos 1960 e 1970, Janzen e colaboradores comecaram a usar o PBN em sistemas de captura
de espécies radicalares, haja vista a capacidade do PBN em formar produtos estaveis ao reagir
com essas espécies (FLOYD, 2006; FLOYD et al., 2011).
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Ao longo dos altimos 30 anos, o PBN tem sido extensivamente estudado. Tornou-se
pioneiro na técnica de captura de espécies radicalares, spin trapping, 0 que ocasionou 0 UsO
generalizado do PBN na quimica analitica. Em sistemas bioquimicos e biol6gicos, o PBN
mostrou potente atividade bioldégica em modelos experimentais, além de possuir baixa
toxicidade, sendo um medicamento seguro (CUPELLO et al., 2017; FLOYD et al., 2002;
FLOYD etal., 2011). Na década de 1980, o PBN e 0 5,5-dimetil-1-pirrolina-N-6xido (DMPO)
(Figura 1), duas nitronas spin traps (armadilha de espécies radicalares) foram amplamente
utilizadas na investigacdo de intermediarios de espécies radicalares em sistemas bioldgicos
(FLOYD et al., 2002). Eficazes na captura de uma diversidade de radicais centrados em carbono
(C), oxigénio (O), nitrogénio (N) e enxofre (S), as nitronas tornaram-se 0s spin traps mais
populares para deteccdo in vivo e in vitro de radicais, devido a sua relativa hidrofilicidade e
capacidade de atravessar membranas celulares, estabilidade e baixa toxicidade (FLOYD et al.,
2011; GOMEZ-MEJIBA; RAMIREZ, 2019).

Em 1986, foi proposta a utilizacdo de nitronas como agentes terapéuticos potenciais para
problemas de circulacdo, quando Novelli e colaboradores descobriram que o PBN prevenia e

revertia lesdes por choque traumatico em ratos (ESCOBAR-PESO et al., 2017).

Em 1988, o grupo de Floyd relatou a atividade neuroprotetora das nitronas. J4 em 1998,
0 grupo de Cutler demonstrou que o PBN possuia atividade antienvelhecimento. Devido a sua
eficiéncia na captura de espécies radicalares, diversos experimentos mostraram potente
atividade farmacoldgica das nitronas, e especialmente do PBN, em sistemas modelo para uma
diversidade de condicGes patologicas relacionadas a espécies reativas de oxigénio (ERO ou
ROS do inglés Reactive Oxygen Species), seja lesdo cerebral, lesdo renal, problemas na visao,
danos neuronais, e outras doencas associadas ao envelhecimento (FLOYD et al., 2002;
VILLAMENA; DAS; NASH, 2012).

Foram demonstrados efeitos antineoplasicos de nitronas em linhagens de células
cancerigenas humanas. Tanto PBN como seus derivados causaram apoptose seletiva das células
dentro dos nddulos pré-neoplésicos. Foi também relatada a inibicdo de crescimento e a
progressao tumoral em modelos de carcinoma hepatocelular, cancer cerebral e cancer de colon.
Esses resultados evidenciam a potente atividade anticAncer do PBN e nitronas derivadas.
Porém, a base do mecanismo de sua atividade anticancer ainda ndo € conhecida. Pode-se
considerar a habilidade do PBN em capturar espécies radicalares como um possivel mecanismo
de acdo, uma vez que em diversas doencas, como o cancer, ha processos e lesbes em tecidos

que resultam na producdo de espécies radicalares. Entretanto, evidéncias experimentais
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sugerem que além da captura de espécies radicalares, outros mecanismos estejam envolvidos.
Fatores como acdo sobre enzimas de membrana importantes, e sua atuagdo como agente
antiinflamatdrio podem contribuir para o aumento de sua atividade biologica. Além disso, PBN
e DMPO apresentam propriedades de liberar 6xido nitrico (NO), essa capacidade pode ser
responsavel por parte de suas propriedades farmacoldgicas (FLOYD et al., 2011; MAIUOLO
et al., 2018; VILLAMENA; DAS; NASH, 2012).

PBN e nitronas derivadas mostraram diversas propriedades protetoras em modelos
animais de doencas neurodegenerativas, em acidente vascular cerebral (AVC), doencas
cardiovasculares e cancer. Durante muitos anos, 0s spin traps mais utilizados foram as nitronas
aciclicas PBN, a-4-piridil-1-6xido-N-terc-butil nitrona (POBN) (Figura 1), e a nitrona ciclica
DMPO (Figura 1). Todavia, elas apresentam algumas desvantagens, como baixa solubilidade
em agua, sensibilidade ao ataque nucleofilico da &gua, reacdes de degradacdo e baixa
estabilidade do aduto de spin formado, o qual, em questdo de minutos, espontaneamente sofre
conversdo em agua para o aduto do radical hidroxila. Em virtude disso, diversos compostos,
especialmente derivados do PBN e do DMPO, com diferentes habilidades tém sido sintetizados
e estudados nas ultimas décadas a fim de melhorar suas atividades de captura de spin e
bioldgicas, como DEPMPO, BMPO e EMPO (Figura 1). Tais compostos produzem adutos mais
estaveis que ndo sofrem conversdo a adutos de radical hidroxila na auséncia de redutores
(BARRIGA-GONZALEZ et al.,, 2020; BARRIGA et al., 2010; BESSON et al., 2019;
DELETRAZ etal., 2019; OLIVEIRA, C. et al., 2018; VILLAMENA,; DAS; NASH, 2012).

Dentre os diversos derivados do PBN com propriedades de armadilha de spin reportados
na literatura, excelentes resultados foram obtidos com N-benzilideno-1-dietoxifosforil-1-
metiletilamina N-6xido (PPN) (Figura 1), um analogo fosforilado de PBN. Como também o N-
benzilideno-1-etoxicarbonil-1-metiletilamina N-6xido (EPPN) (Figura 1), um analogo de éster
de PBN. Estes derivados, que possuem um grupo retirador de elétrons na posi¢do a da fungdo
nitronil, demonstraram a captura eficiente do anion radical superdéxido (Oz ~), em meio aquoso
com significativo aumento da estabilidade do aduto de superéxido formado (DELETRAZ et
al., 2019).

A partir do crescente interesse por parte dos pesquisadores em compostos spin traps, e
consequente desenvolvimento de novos anadlogos do PBN e DMPO, algumas considerac6es
podem ser realizadas: nitronas aciclicas, como andlogos do PBN, geralmente sdo mais faceis
de serem sintetizadas, e por serem sélidas & temperatura ambiente, a recristalizacdo permite a

sintese de amostras com maior pureza, quando comparadas as nitronas ciclicas; por outro lado,
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para os analogos ciclicos, derivados do DMPO, foram obtidos adutos mais estaveis, com tempo
de meia vida mais longo, em relagdo a seus equivalentes aciclicos derivados do PBN. A maior
estabilidade dos adutos obtidos a partir de nitronas ciclicas resulta em uma deteccdo mais
eficiente. Logo, é crucial que a projecdo de spin traps leve em consideracdo nitronas que
possuam maior constante de velocidade de captura de espécies radicalares, a fim de obter
compostos que gerem adutos mais estaveis, garantindo, assim, maior eficiéncia na deteccdo das
espécies radicalares (DURAND et al., 2017).

Nesse contexto destaca-se o [(tercbutilimino)metil]-benzeno-1,3-disulfonato N-6xido
(NXY-059) (Figura 1), derivado dissodico do PBN, como o primeiro agente neuroprotetor a
chegar na fase 111 dos ensaios clinicos nos EUA para o tratamento de AVC agudo, €, portanto,
a primeira nitrona testada em humanos (DELETRAZ et al., 2019; ESCOBAR-PESO et al.,
2017). Esta nitrona foi sintetizada em meados de 1990 por cientistas da Centaur
Pharmaceuticals e obtida através de estudos pre-clinicos de derrame isquémico experimental.
Obteve resultados positivos nas avalia¢cbes em diversos modelos de AVC, porém falhou em seu
segundo ensaio clinico de fase Ill, sendo entdo considerado ineficiente para o tratamento de
AVC (FLOYD et al., 2011; PIOTROWSKA et al., 2019; ZHANG et al., 2016). Apesar desses
resultados, como NXY-059 mostrou-se muito seguro para uso humano, esse composto foi
avaliado para atividade anticancer em ratos. Os resultados obtidos mostraram que NXY-059

possui potente atividade no tratamento de gliomas (FLOYD et al., 2011).

2.3 Estresse oxidativo: definicdo, atuacdo no ambiente bioldgico e sua relacdo com as
nitronas

Espécies radicalares sdo atomos, moléculas ou entidades quimicas que possuem elétrons
desemparelhados em sua camada de valéncia, caracterizando-se por serem altamente instaveis,
com poucas excec¢oes, logo, muito reativos. As EROs e as espécies reativas de nitrogénio (ERN
ou RNS do inglés Reactive Nitrogen Species) podem ser radicalares ou nao radicalares. Alguns
exemplos de EROs e ERNs sdo: anion radical superéxido (O2™) e radicais hidroxila (HO °),
peroxila (ROO "), alcoxila (RO *) e éxido nitrico (‘(NO) (GULCIN, 2020).

As EROs e ERNs sdo subprodutos metabdlicos naturais do corpo humano. As EROs
atuam em baixas ou moderadas concentragdes e sua formacéo é crucial para a manutencdo da
homeostase celular. Elas atuam em diversos processos fisioldgicos celulares, na defesa

imunoldgica e nos processos de sinalizagdo celular. Porém, quando se encontram em elevadas
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concentragdes, as EROs produzem vérios efeitos adversos em macromoléculas como lipidios,
carboidratos, proteinas e DNA, caracterizando situacdo de estresse oxidativo (GULCIN, 2020;
JIMENEZ-ALMARZA et al., 2019; LIGUORI et al., 2018).

O estresse oxidativo pode ser definido como “um desequilibrio entre oxidantes e
antioxidantes em favor dos oxidantes, levando a uma interrupgao da sinalizacéo e ao controle
redox e / ou ao dano molecular ” (SIES; JONES, 2007). A partir da definicdo de estresse
oxidativo, pode-se classifica-lo, de acordo com sua intensidade e compartimentalizacdo, em
eustress ou distress. O eustress ¢ o estresse oxidativo “bom” ou fisiologico, utilizado para a
sinalizacdo redox, com abordagem em alvos especificos; ja o distress é o estresse oxidativo
“ruim”, cuja carga oxidativa € toxica e danifica biomoléculas, essa dicotomia € retratada na
Figura 2 (SIES, 2017, 2018). O “estresse oxidativo” ¢ um conceito global em biologia e
medicina redox e, desde a sua introducdo, em 1985, tem despertado grande interesse de
cientistas e estudiosos. Isto se deve, principalmente a enorme diversidade de processos
oxidantes e antioxidantes que ocorrem simultaneamente nos diferentes 6rgédos e tecidos,

decorrentes de processos normais e fisiopatolégicos (SIES, 2020).
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Figura 2 - Estresse oxidativo e sua relagdo com a sinaliza¢é@o redox.

0,
controles  H,0,  controles
Wity - 'No . [Rémogdo)
102
ROOH
Baixa exposigéo/ hta exposicao

Alvos especificos  Alvos inespecificos

Distress oxidativo
Sinalizagdo redox
interrompida

\ /

Fisiologia / Fisiopatologia
Saude / Doenga

Eustress oxidativo
Sinalizacao redox

Fonte: Autora, 2022 (Adaptado de SIES, 2017).

Os processos oxidantes decorrentes de situacGes de estresse oxidativo resultam em
danos a biomoléculas, em especial ao DNA. Existe assim, uma multiplicidade de lesbes
associadas a oxidacdo do DNA, as quais implicam em mutagénese, carcinogénese, morte
celular e envelhecimento precoce. Esses processos oxidativos, causados em especial por EROs
levam a alteracGes na estrutura do DNA, como quebras de cadeia, oxidacdo de bases do DNA,
sitios basicos e ligacdes cruzadas de DNA-proteina, o que pode resultar em mudanca na fungédo
e fluxo de informacdo génica. Diante disso, torna-se necessario que os danos ao DNA sejam
reparados a fim de garantir a vida da célula (GOMEZ-MEJIBA; RAMIREZ, 2019).

Pode-se destacar entdo o papel fundamental desempenhado pelo estresse oxidativo no
aparecimento e/ou progressao de diversas patologias, incluindo cancer, diabetes, aterosclerose,
doencas cardiovasculares, e outros disturbios metabdlicos e neuroldgicos, sendo possivelmente
0 evento molecular mais importante que ocorre antes e depois do acidente vascular cerebral
(AVC) (JIMENEZ-ALMARZA et al., 2019; PIOTROWSKA et al., 2019; PIZZINO et al.,
2017).
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A partir disso pode-se destacar alguns pontos importantes. Observa-se a gravidade
dessas enfermidades que afetam milhdes de pessoas todo ano ao redor do mundo especialmente
0 AVC e diversas outras doencgas neurodegenerativas; em combinagdo com 0s medicamentos
utilizados para trata-las os quais ndo possuem a capacidade de prevenir nem curar essas doencas
e além disso, podem causar efeitos colaterais. Diante desse cenério evidencia-se a necessidade
urgente de identificar, modular e manipular novos alvos terapéuticos que possam ser utilizados
como protétipos candidatos a farmacos para o tratamento dessas patologias (CANCELA et al.,
2020).

Alguns compostos bioativos apresentam seu mecanismo de agdo associado a
propriedades antioxidantes. A avaliacdo da capacidade antioxidante de moléculas pode ser feita
por meio de diversos méetodos, como técnicas espectroscopicas. Em alguns desses métodos sao
utilizados radicais relativamente estaveis a fim de verificar a atividade sequestradora do
composto frente a radicais, como o radical DPPH" (2-2-difenil-1-picril-hidralazina)
(MAIUOLDO et al., 2018).

Nesse cendrio, as nitronas, moléculas organicas amplamente conhecidas como
armadilhas de radicais, surgiram como interessantes candidatos a farmacos para o tratamento
de doencas relacionadas ao estresse oxidativo, como cancer, AVC e doencas
neurodegenerativas, haja vista sua capacidade de prevenir danos decorrentes do estresse
oxidativo em modelos in vivo e in vitro (CANCELA et al., 2020; JIMENEZ-ALMARZA et al.,
2019). Assim, em virtude de seus efeitos antioxidantes e neuroprotetores, as nitronas se
tornaram promissores antioxidantes sintéticos com elevado potencial terapéutico (DURAND et
al., 2017).

2.3.1 Nitronas como spin traps

A identificacdo e a quantificacdo, com seguranca, de espécies oxidantes de vida curta é
crucial na determinacdo de seu papel nas doencas humanas. Porém, a baixa estabilidade, e
consequente alta reatividade das espécies radicalares, torna dificil sua detec¢do, caracterizacao
e analise por meio da técnica de espectroscopia de ressonancia paramagnética eletrénica (EPR,
do inglés electron paramagnetic resonance ou ainda ESR, do inglés electron spin resonance).
Ha necessidade do uso de métodos analiticos indiretos, como a captura de espécies radicalares,
na tentativa de estudar o comportamento e o papel fisiologico desempenhado pelas espécies
radicalares (BARRIGA-GONZALEZ et al., 2020).



26

Diante disso, as nitronas assumem papel de destaque, atuando como armadilhas de
espécies radicalares, cujo mecanismo esta relacionado a sua capacidade de interagir com
radicais altamente reativos centrados em carbono e oxigénio (OLIVEIRA, C. etal., 2018). Uma
vez que ao reagir uma nitrona com uma especie radicalar, forma-se como produto um aduto
radicalar aminoaxil (Figura 3), espécie estabilizada por ressonancia, com tempo de meia vida
mais elevado, da ordem de minutos ou horas, capaz de ser detectado e caracterizado por
espectroscopia EPR (DELETRAZ et al., 2019; ESCOBAR-PESO et al., 2017; OLIVEIRA, C.
et al., 2018). A espectroscopia EPR é uma ferramenta poderosa em estudos de sistemas
quimicos, bioldgicos e enzimaticos, pois permite a identificacdo de espécies paramagnéticas de
maneira ndo invasiva. Seus espectros fornecem importantes informacdes sobre estrutura e
propriedades eletronicas das espécies detectadas. Desse modo, 0 uso da espectroscopia EPR em
combinacdo com a técnica spin trapping, utilizando nitronas tem atraido o interesse de
pesquisadores das ciéncias da vida por ser uma maneira confidvel de detectar e caracterizar
espécies radicalares (BESSON et al., 2019).

Figura 3 - Reacdo de uma nitrona com uma espeécie radicalar produzindo um aduto radicalar aminoaxil.
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Fonte: Autora, 2022 (Adaptado de ESCOBAR-PESO et al., 2017).

Em virtude de sua habilidade em capturar e estabilizar espécies radicalares, as nitronas
se tornaram populares na quimica analitica, sendo usadas como sondas para a detec¢do indireta
de espécies radicalares em sistemas quimicos e bioldgicos. Isso também permitiu a
caracterizacdo de intermediarios de espécies radicalares em muitos sistemas quimicos onde tais
intermediarios estavam envolvidos; além da identificacdo de véarias espécies radicalares
biologicamente relevantes centrados no carbono, oxigénio ou enxofre (DELETRAZ et al.,
2019; FLOYD et al., 2002; VILLAMENA; DAS; NASH, 2012).

Conforme citado anteriormente, DMPO e PBN (Figura 1) tém sido as armadilhas de
spin mais comumente usadas. As nitronas do tipo DMPO mostraram melhores propriedades de

captura de spin com espectros de EPR mais distintos, cinética mais rapida de captura e meia-
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vida mais longa de seus adutos de spin, além de menor toxicidade do DMPO em comparagao
com o PBN. As nitronas do tipo PBN exibiram uma melhor distribui¢&o nos tecidos e células e
foram amplamente desenvolvidas como agentes terapéuticos promissores (DELETRAZ et al.,
2019; OLIVEIRA, C. et al., 2018).

2.4 Nitronas como promissores candidatos a farmacos para o tratamento da doenca de
Chagas

A doenca de Chagas é uma das mais importantes doencas tropicais negligenciadas no
mundo e afeta cerca de 7 milhGes de pessoas, sendo responsavel pela morte de
aproximadamente 50.000 individuos por ano, principalmente na América Latina, onde &
endémica. A doencas de Chagas € uma infec¢do causada pelo protozoario Trypanosoma cruzi
(T. cruzi), transmitida pelo insetos triatomineos conhecidos como barbeiros (véarias espécies de
Triatoma), quando suas fezes contaminadas com o protozoario entram no local da picada do
inseto (CUPELLO et al., 2017; MACEDO et al., 2021; RIBEIRO et al., 2020; SANTOS et al.,
2020).

OT. cruzi é um parasita intracelular obrigatorio, com complexo ciclo de vida, alternando
entre trés estagios principais de evolucao, proliferativos: amastigotas (encontradas nas células
de hospedeiros vertebrados) e epimastigotas (encontrados no intestino de hospedeiros
invertebrados, os vetores) e um estagio ndo proliferativo principal: tripomastigotas sanguineos
(CUPELLO et al., 2017; LIDANI et al., 2019).

A infeccdo por T. cruzi na fase aguda geralmente € assintomatica ou apresenta leves
sintomas, porém, cerca de 30% dos infectados desenvolvem a fase cronica, na qual sdo
observados graves distirbios degenerativos em &rgdos vitais, problemas neuroldgicos,
cardiacos, digestivos (megaco6lon ou megaes6fago) ou cardiodigestivos e, nos casos mais graves
cardiomegalia, que pode ocasionar insuficiéncia cardiaca e morte subita (LIDANI et al., 2019;
MACEDO et al., 2021; RIBEIRO et al., 2020).

Antes restrita as Américas, a doenca espalhou-se ao redor do mundo no ultimo século,
para areas como Europa, Estados Unidos e Canada, com o aumento do nimero de viagens e
imigracdes decorrentes da globalizacdo (SANTOS et al., 2020), causando um grande impacto
econdmico/social, devido a mortalidade prematura e a incapacidade progressiva gerada pela

doenca. 1sso resulta em sobrecarga no sistema de salde, seja pela necessidade de realizar
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transplante de 6rgdos e medidas preventivas, ou ainda pelo acompanhamento e realiza¢do de
exames de sangue (CUPELLO et al., 2017).

A doencga de Chagas atinge principalmente pessoas pobres e marginalizadas, menos de
10% dos infectados sdo diagnosticados e apenas cerca de 1% tém acesso ao tratamento
adequado (CUPELLO etal., 2017; MACEDO etal., 2021; SANTOS et al., 2020), evidenciando
um preocupante cendrio de satde global.

Existem dois medicamentos nitro-heterociclicos utilizados para a doenga de Chagas,
Benzonidazol e Nifurtimox, (Figura 4), os quais sao insatisfatorios, particularmente ativos na
fase aguda da doenca, porém com baixa eficacia. Em adultos na fase cronica ensaios clinicos
mostraram limitacdes, além de diversos efeitos colaterais toxicos causados por ambos 0s
farmacos, incluindo erupcdes cuténeas, nauseas e insuficiéncia renal e hepatica, que geralmente
levam & interrupcdo do tratamento (CUPELLO et al., 2017; SANTOS et al., 2020). “Ha,
portanto, uma necessidade clara de novas terapias seguras, eficazes e acessiveis para DC”

(MACEDO et al., 2021).

Figura 4 - Estrutura das drogas atuais utilizadas para o tratamento da doenc¢a de Chagas: Nifurtimox e
Benzonidazol.
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Fonte: Autora, 2022 (Adaptado de SANTOS et al., 2020).

Diante desse cenario, vé-se a urgente necessidade de desenvolver novos compostos que
possam ser utilizados para o tratamento da doenca de Chagas. E nesse contexto que as nitronas

se encontram como possiveis candidatos a farmacos.

A nitrona PBN (Figura 1) foi estudada contra o T. cruzi, pela administracdo oral em
ratos chagasicos com infec¢des cronicas. Como resultado, constatou-se a preservacdo das
funcBes cardiacas, aumento da funcdo mitocondrial e reducdo do estresse oxidativo. Logo,
sendo o PBN uma nitrona spin trap, deve-se atribuir seus efeitos benéficos contra a doenca de
Chagas, como consequéncia de sua habilidade de eliminar espécies radicalares (CUPELLO et
al., 2017; WEN et al., 2010). Entretanto, para um derivado do PBN, a nitrona LQB-278 (Figura
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5), para a qual se verificou atividade antileucémica, seus efeitos ndo séo resultantes da captura
de espécies radicalares, mas sim, uma consequéncia da regulacdo positiva da expressdo de p21
e apoptose (COSTA et al., 2015). Logo, “a propriedade antioxidante pode ndo ser o tinico
mecanismo de agdo dessas moléculas” (CUPELLO et al., 2017).

Figura 5 - Estruturas das nitronas derivadas do PBN: LQB-278 ¢ LQB-123.
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Fonte: Autora, 2022.

Wen e colaboradores (2010) estudaram a relevancia da administracdo de PBN e
benzonidazol, nos processos lesivos ocasionados por estresse oxidativo na disfuncédo cardiaca
chagasica, em camundongos chagasicos com cardiomiopatia. Como resultado do tratamento
combinado (PBN + Benzonidazol), relatou-se a diminuicéo dos niveis de EROs mitocondriais,
preservacdo da eficiéncia da cadeia respiratoria e do status energeético, além de prevencdo da
disfuncéo ventricular esquerda. Porém, camundongos tratados apenas com PBN ndo mostraram
reducdo no tempo de vida do parasita (CUPELLO et al., 2017; MACEDO et al., 2021; WEN
et al., 2010), evidenciando a necessidade de modificacGes estruturais na molécula do PBN a
fim de aumentar seu efeito tripanocida.

A partir disso foram desenvolvidos e estudados novos derivados de PBN. Com destaque
para a N-metil nitrona, LQB-123 (Figura 5), que demonstrou atividade protetora contra o dano
microvascular induzido em hamsters sendo tdo ou mais ativa que as compostos e produtos de
referéncia a-tocoferol, cartilagem de tubardo e dleo de peixe (CUPELLO et al., 2017; DIAS et
al., 2009; KIM et al., 2007). LQB-123 também foi avaliada contra diversas formas bioldgicas
de T. cruzi. Como resultados, foram demonstrados efeitos tripanocidas contra as formas
proliferativa e infecciosa do T. cruzi, sem inibicdo da viabilidade celular, apresentando baixa
citotoxicidade para células de mamiferos. Esses resultados indicaram a LQB-123 como um
composto forte candidato para a realizacao de estudos in vivo, como também justifica futuros
testes com novos analogos do PBN (CUPELLO et al., 2017; MACEDO et al., 2021).

Além da LQB-123, nitrona analoga do PBN foi avaliada contra o T. cruzi. Macedo e

colaboradores (2021) investigaram a atividade da LQB-303 (Figura 6) contra amastigotas
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intracelulares e extracelulares in vitro. LQB-303 apresentou efeito tripanocida. Observou-se
que a nitrona reduziu o nimero de formas amastigotas de T. cruzi irreversivelmente, levando a
lise do parasita, porém, ndo mostrou toxicidade as células hospedeiras. Em comparacéo com a
LQB-123, a LQB-303 foi 63 vezes mais ativa que a primeira, exibindo alto indice de
seletividade e baixa toxicidade. LQB-303 leva a diminuicdo da capacidade bioenergética
especifica de amastigotas, mas ndo influencia o metabolismo energético ou o crescimento da
célula hospedeira (MACEDO et al., 2021). Esses resultados tornam a LQB-303 um composto
promissor para o tratamento da doenca de Chagas.

Figura 6- Estrutura da nitrona LQB-303.
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Fonte: Autora, 2022.

2.5 Nitroaromaticos

Além das nitronas, uma outra classe extremamente importante de compostos organicos
eletroativos nitrogenados, sdo 0s nitroaromaticos. Eles se destacam desempenhando papéis
fundamentais em diversas areas, sendo usados como intermediarios sintéticos, em tintas,
cosmeéticos, pesticidas, farmacos, explosivos, aditivos para gasolina, inibidores de corroséo,
entre outros (KUHN; VON ESCHWEGE; CONRADIE, 2012; TIWARI et al., 2019).

Compostos nitro sdo encontrados na natureza, e podem ser isolados de plantas, fungos,
bactérias e mamiferos (PARRY; NISHINO; SPAIN, 2011). Na quimica medicinal, foi relatado
0 uso de nitroaromaticos em farmacos, como agentes antineoplasicos, antibacterianos,
antiparasitarios, antivirais, fungicidas e tranquilizantes (Figura 7) (KUHN; VON ESCHWEGE;
CONRADIE, 2012; NEPALLI; LEE; LIOU, 2019). A atividade bioldgica desses farmacos, seja
terapéutica ou toxica, depende especialmente da reducdo do grupo nitro, estabilidade dos
radicais e intermediarios redox gerados, principalmente do éanion radical nitro, com
componentes celulares (KUHN; VON ESCHWEGE; CONRADIE, 2012). Por ser um grupo
eletrorretirador forte, 0 grupo nitro atrai a densidade eletrénica, criando sitios eletrofilicos nas

moléculas e interage com nucle6filos bioldgicos presentes nos sistemas vivos, como proteinas,
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aminoacidos, enzimas e acidos nucleicos. Essa interacdo pode ocorrer por meio de adicéo
nucleofilica, complexagdo molecular ou através de transferéncias eletrdnicas, como oxidagéo
ou reducdo, a fim de ocasionar mudancas bioldgicas desejadas ou indesejadas (NEPALLI; LEE;
LIOU, 2019; ZUMA; AUCAMP; N’DA, 2019).

Figura 7 - Medicamentos que contém grupo nitro.
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Fonte: NEPALLI; LEE; LIOU (2019).

Devido a sua facilidade em reduzir, o grupo nitro é considerado Unico e versatil, sendo
essencial para a atividade bioldgica (NEPALI; LEE; LIOU, 2019; XAVIER et al., 2021). Ao
sofrerem reducdo, nitrocompostos podem atuar como pro-farmacos devido a bioativacdo por
reducdo enzimatica, formando espécies reativas e por conseguinte induzindo efeitos bioldgicos.
Pode-se entdo associar os efeitos terapéuticos de alguns compostos nitroaromaticos via ciclo
redox de reducdo de um elétron por flavoenzimas ou pela alquilacdo do DNA ou outros
nuceloficlos celulares (NEPALI; LEE; LIOU, 2019). Desse modo, a investigacdo do
comportamento eletroquimico fundamental em nivel molecular de compostos nitroaromaticos
e heteroaromaticos faz-se necessaria em busca da compreenséo de suas atividades bioldgicas e
medicinais (XAVIER et al., 2021).

Esta relatado que a atividade tripanocida desses pro-farmacos estd relacionada
essencialmente a nitroreducdo. Como os parasitas, em especial o T. cruzi, possuem a defesa
antioxidante menos ativa, sdo sensiveis ao estresse oxidativo. E uma vez que esses
nitrocompostos ao sofrerem reducdo geram como produtos anions radicais, os quais interferem
no metabolismo do oxigénio, podem induzir o estresse oxidativo e causar danos ao parasita, 0
qual é deficiente em enzimas antioxidantes, necessarias para prevenir o estresse oxidativo.

Como exemplo, a enzima tripanotiona redutase sofre deple¢do a partir da acdo dos anions
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radicais gerados na redugdo dos nitrocompostos, com consequente aumento da toxicidade para
o T. cruzi (KOVACIC; SOMANATHAN, 2014).

Dois medicamentos importantes que possuem a atividade bioldgica relacionada
abioativacdo por reducdo enzimaética sdo os nitroheterociclicos Benzonidazol e Nifurtimox,
exibidos na Figura 4. Ambos apresentam atividade contra o T. Cruzi sendo ent&o utilizados no
tratamento da doenca de Chagas. O benzonidazol é um 2-nitroimidazol usado contra
tripanossomiases. A ativagdo desse farmaco envolve uma enzima denominada nitroredutase, a
qual catalisa a interacdo da enzima, com o agente redutor e o pro-farmaco. O benzonidazol é
reduzido pela nitroredutase, gerando metabdlitos altamente reativos. Os metabolitos redutores
do benzonidazol sdo toxicos ao parasita, podendo ocasionar efeitos deletérios, como danos ao
DNA e deplecéo de tiol (KOVACIC; SOMANATHAN, 2014; NEPALI; LEE; LIOU, 2019).
Ja o nifurtimox tem como alvo o T. brucei e sua acdo envolve reacdo catalisada por uma
nitroredutase (KOVACIC; SOMANATHAN, 2014). Em T. cruzi, sugere-se que o nifurtimox é
reduzido pela nitroredutase 1 (NRT1), por meio de uma via de transferéncia sequencial de dois
elétrons, gerando os derivados nitroso e hidroxilamina correspondentes, metabolitos

necessarios para a toxicidade e atividade antiparasitaria do nifurtimox (PACHECO et al., 2021).

Nesse sentido, associa-se 0 mecanismo de ac¢éo dos nitroaromaticos a reducgédo do grupo
nitro e consequente geracdo de metabolitos, como anion radical nitro, nitroso, hidroxilamina e
amina. Esses metabolitos sdo toxicos ndo apenas a bactérias e protozoarios, como o T. cruzi,
como também se mostram tdxicos aos humanos (KOVACIC; SOMANATHAN, 2014). Assim,
apesar de suas diversas propriedades medicinais, farmacos contendo nitrocompostos podem
induzir toxicidade severa, como mutagenicidade, carcinogenicidade, hepatotoxicidade e
genotoxicidade, sendo em razao disso evitados em muitos casos (NEPALI; LEE; LIOU, 2019;
XAVIER et al., 2021). Apesar desses efeitos adversos, a toxicidade seletiva de compostos
nitroaromaticos pode ser utilizada na quimioterapia, para o tratamento células tumorais e
infeccdes bacterianas ou parasitarias, sem causar prejuizos ao organismo do hospedeiro e as
células saudaveis. Em virtude disso, os quimicos medicinais se esforcam no estudo da
bioatividade dos nitroaromaticos e nitroheteroaromaticos, na tentativa de explorar e melhor

compreender suas propriedades farmacologicas (NEPALI; LEE; LIOU, 2019).

O grupo nitro apresenta relativa facilidade em sofrer reducdo em nivel molecular, cujas
reacOes redox ocorrem com a quebra de ligages e podem formar sitios eletrofilicos localizados,

altamente reativos. Dessa forma, faz-se necessario investigar o comportamento eletroquimico
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de nitroaromaticos em nivel molecular a fim de compreender suas atividades bioldgicas e
medicinais (XAVIER et al., 2021).

A reducdo de nitroaromaticos ocorre inicialmente, com a captura de um elétron pelo
grupo nitroaromatico. Em meio aprético, esse se reduz de forma quase-reversivel, gerando
anion radical nitro, este é reoxidado ao reagir com o oxigénio molecular e gera as EROs que
podem provocar o estresse oxidativo através de uma série de reacdes (Figura 8). Sendo assim,
essa via é responsavel pelos efeitos toxicos ou benéficos de nitrocompostos em alguns casos
(XAVIER et al., 2021).

Figura 8 - Esquema de reducéo do nitrobenzeno.
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Fonte: Autora, 2022 (Adaptado de NEPALLI, 2019).

A reducdo de nitroaromaticos depende da funcdo ciclica presente na estrutura como
também ¢ influenciada pela natureza do solvente. A formacéo do anion radical centrado no nitro
foi confirmada por experimentos de EPR. Ha estabilizacdo por deslocalizag¢ao da carga negativa
ao longo do anel aromatico. Ja a presenca de substituintes no anel aromatico pode facilitar ou
dificultar a reducdo do composto nitroaromatico (KUHN, 2011). Substituintes
eletrorretiradores (como -NO2, -CN, -CO(H), -CO(CHz3)) diminuem a densidade eletrdnica e
facilitam a reducdo, enquanto substituintes eletrodoadores (como -OCHs, -NHz e -NH(CHj),
dificultam a reducdo. Com eletrorretiradores, ha diminuicdo da energia do LUMO (Orbital
molecular desocupado de menor energia, do inglés lowest unoccupied molecular orbital) e
consequentemente facilitam a reducdo do nitroaroméatico (KUHN; VON ESCHWEGE;
CONRADIE, 2012).
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s de acdo dos nitroarométicos que

ainda nédo séo totalmente compreendidos (XAVIER et al., 2021). Na Figura 9 tem-se as vias

comuns que podem ser complementares ou mistas.

Figura 9 - Principais mecanismos de a¢éo dos nitroaromaticos.
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H& uma relacdo direta com as propriedades redox d

0 grupo nitro e a estabilidade ou

reatividade das espécies reduzidas geradas que podem reagir com alvos bioldgicos

nucleofilicos, como proteinas, 4cidos nucleicos, aminoacidos

e enzimas com o intuito de induzir
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alteracOes bioldgicas desejadas ou indesejadas (XAVIER et al., 2021). Nesse sentido ha

questbes contraditdrias em relagdo ao grupo nitro, uma vez que ele pode ser considerado tanto

um farmacoforo, ou parte de um farmacéforo como também um toxicoforo ou um alerta

estrutural (Figura 10) (NEPALI; LEE; LIOU, 2019).

Figura 10 — A dupla-face dos nitrocompostos: benéficos e/ou maléficos.
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Desse modo, haja vista a diversidade de compostos

biologicamente ativos,

especialmente nitronas e nitroaromaticos com variadas aplicacfes e propriedades, as analises

que serdo realizadas nesse estudo pretendem originar dados sobre o comportamento

eletroquimico, espectroeletroquimico, espectrofotométrico e antioxidante de nitronas e

derivados hibridos, em diferentes meios. Ao estudar esses compostos, espera-se fornecer dados

que auxiliem no desenvolvimento de novos agentes terapéuticos, candidatos a prototipos de

farmacos. Assim, esse e outros projetos de pesquisa, em conjunto, poderdo contribuir na

elucidacdo do mecanismo de acdo molecular dos compostos, e entdo

in vitro com possiveis estudos in vivo a serem realizados futuramente.

relacionar esses estudos
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Investigar o comportamento eletroquimico, espectroeletroquimico, espectrofotométrico e
antioxidante de nitronas e derivados hibridos, por meio das técnicas de Voltametria Ciclica, de
Pulso Diferencial e espectrofotometria para obter dados sobre o mecanismo de reducdo e
oxidagdo na perspectiva de corroborar, explicar ou prever os mecanismos moleculares de acéo

bioldgica.

3.2 Objetivos especificos

e Investigar o comportamento eletroquimico de nitronitronas, precursores e derivados, em
meio aprotico, por meio das técnicas de Voltametria Ciclica e de Pulso Diferencial, a
fim de obter parametros eletroquimicos que possam ser correlacionados com as

atividades bioldgicas apresentadas pelas nitronas;

e Investigar e caracterizar os possiveis intermediarios eletrogerados durante a reducéo e

oxidacdo por meio de espectroeletroquimica;

e Avaliar as capacidades antioxidantes das nitronas atraves dos ensaios FRAP (Ferric

reducing/antioxidant power), e da percentagem de sequestro do radical DPPH’;

e Investigar as propriedades Opticas das nitronitronas, precursores e derivados usando a

espectrofotometria no UV-Vis;

e Avaliar a reatividade de nitronas frente ao DDQ (2,3-Dicloro-5,6-diciano-p-
benzoquinona) por espectrofotometria no UV-Vis, a fim de investigar suas atuacGes

como doadoras de elétrons nos complexos de transferéncia de carga formados.
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4 METODOLOGIA

4.1 Reagentes, solvente e equipamentos

Os compostos estudados neste trabalho s&o nitronas, cinco delas sdo compostos
nitroaromaticos (LQB-534, LQB-304, LQB-303, LQB-484 e LQB-569), chamados de
nitronitronas, e seus precursores nitrados (5-nitro-2-furaldeido e p-nitrobenzaldeido) cujas
estruturas encontram-se na Tabela 1. As nitronas e seus precursores foram planejadas e
sintetizadas no Laboratério de Quimica Bioorganica (LQB) no Nucleo de Pesquisas de
Produtos Naturais (NPPN) da Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ) e gentilmente
cedidas para estudos pelos professores Ayres Guimarées Dias da Universidade do Estado do
Rio de Janeiro e Paulo R. R. Costa da Universidade Federal do Rio de Janeiro. Logo, a sigla de
cada nitrona é proveniente do laboratorio onde elas foram sintetizadas (LQB), seguido de um
numero que cada composto recebe de acordo com a cronologia de sintese (PACHECO et al.,
2021). Sua pureza foi atestada via cromatografia em camada delgada de silica.



cores relacionam-se aos diferentes conjuntos de experimentos realizados.
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Tabela 1 - Estruturas e cédigos das nitronas e precursores estudados neste trabalho e um resumo geral dos experimentos realizados com cada uma delas. As diferentes

Estudos Estudos S Estudo das propriedades 6pticas
Nit eletroquimicos em espectroeletroquimicos capacidade Proprie ptiC Estudo da interagéo com
Itronas e . o - e ioxid por espectroscopia no UV-Vis DDQ por espectroscopia
precursores meio aprotico _ em meio aprotico antioxidante p UE)/ i p
5%‘1%%%? 8@'33%%? Redugdo | Oxidagdo | DPPH | FRAP | Tempo | Solvente | Concentrago no LV=VIS
/ N\ H
O:N" o X X X X X X X X
o
5-nitro-2-furaldeido
At
I N ¥
0 X X X X X X X X X X
LQB-109
e
I\ N
0NN Z N X X X X X X X X X X
LQB-303
/ A
O,N S\ 2N X X X X
LQB-304
=
B
on o X X X X X X
LQB-569
(0]
H
/Q)L X X X X
O,N
p-nitrobenzaldeido
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Para o presente trabalho foram utilizados os seguintes reagente e solventes de acordo

com a Tabela 2.

Tabela 2 — Reagentes e solventes utilizados no presente trabalho.

Reagentes e solventes Marca
2,3-Dicloro-5,6-diciano-p-benzoquinona (DDQ) Sigma-Aldrich
2,4,6-tris (2-piridil)-5-triazina (TPTZ) Sigma-Aldrich
Metanol Merck KGaA
Acetato de sodio CRQ Cromato ProdutosQuimicos Ltda
Acetona Impex reagentes analiticos
Acetonitrila Sigma-Aldrich
Acido acético glacial Labsynth — Ltda (Sao Paulo, Brasil)
Cloreto férrico Vetec Quimica Fina Ltda (Brasil)
Etanol Qhemis
Radical 2,2- difenil-1-picril-hidrazila (DPPH?®) Sigma-Aldrich
N-N-dimetilformamida (DMF) Acros Organics™

Fonte: Autora, 2022.

Os reagentes utilizados sdo de grau analitico e os tampdes foram preparados utilizando
agua deionizada a partir de um sistema de purificacdo Milli-Q da Millipore Inc.
Na Tabela 3 encontram-se 0s equipamentos utilizados para a realizacdo dos

experimentos do presente trabalho.

Tabela 3 — Equipamentos utilizados no presente trabalho.

Equipamento Marca/Modelo
Balanca analitica Shimadzu AUY-220 |
Espectrofotdmetro de arranjo de diodos Agilent Hewlett-Packard 8453A
Espectrofotdmetro UV-Vis Thermo scientific BioMate 3s
Leitor de microplacas Infinite M Plex — TECAN
pHmetro Phtek

Potenciostato/Galvanostato Metrohm pAutolab 11
Potenciostato/Galvanostato Metrohm Autolab PGSTAT

Fonte: Autora, 2022.
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4.2 Estudos eletroquimicos

Estudos eletroquimicos foram realizados com eletrodo de carbono vitreo, a fim de
avaliar o comportamento eletroquimico das amostras em meio aprotico. Os experimentos de
voltametria ciclica foram realizados em uma célula convencional de trés eletrodos, usando um
HAutolablll (FRA2) potenciostato/galvanostato, acoplado a um microcomputador com o
software NOVA®. O eletrodo de trabalho foi de carbono vitreo (BAS, didmetro = 3 mm), o
eletrodo auxiliar foi um fio de platina espiralado, e o eletrodo de referéncia foi o sistema
Ag/AgCI/CI" (3 M). O eletrodo de carbono vitreo foi polido com alumina liquida de
granulometria 3 pum. Nos experimentos utilizando a técnica de voltametria ciclica, a velocidade
de varredura variou de 20 a 500 mV s, enquanto em voltametria de pulso diferencial, a
velocidade de varredura foi 10 mV s™.

4.2.1 Estudos em meio apratico

Estudos eletroquimicos de reducdo e oxidacdo foram realizados em meio aprotico,
utilizando como eletrolito de suporte 3 mL de acetonitrila (CH3CN) e hexafluorofosfato de
tetrabutilaménio (TBAPFs, 0,1 mol L™). Ja nos estudos com CH3CN, a cela eletroquimica foi
vedada com Parafilm M® antes de iniciar os experimentos e a solucdo foi desaerada com
nitrogénio, porém, a fim de evitar a evaporacao do solvente, durante 3 minutos, a solucéo foi
desaerada em fluxo baixo utilizando uma mangueira que permaneceu durante todo o
experimento conectada a saida do gas. Em seguida, aumentou-se o fluxo do gas nitrogénio e a
solucdo foi desaerada por mais um minuto. O gés foi deixado na superficie da solucdo e foram
realizadas as varreduras em VC e VPD, nas faixas de potencial determinadas, somente com o
eletrolito de suporte antes de adicionar o analito. Calculou-se a quantidade da amostra que
deveria ser adicionada a solugdo a fim de resultar em uma concentragdo de 1 mmol L. Em
seguida retirou-se uma pequena aliquota da solucdo para solubilizar a amostra. A aliquota
contendo a amostra solubilizada foi adicionada ao resto da solucéo e entdo o gas foi deixado na
solucdo durante 1 minuto. Logo em seguida foram realizadas varreduras em VC nas mesmas

faixas utilizadas com o eletrélito de suporte.
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4.2.2 Experimentos espectroeletroquimicos

Experimentos espectroeletroquimicos foram realizados em uma cubeta de quartzo de
camada fina (comprimento de caminho Optico, 1 mm, BASI), adaptada para a eletroquimica,
com um arranjo de trés eletrodos, sendo uma rede de platina (Pt) como eletrodo de trabalho, um
fio de Pt como contra-eletrodo e o eletrodo de referéncia foi o sistema Ag/AgCI/CIl™ (3 M). A
célula foi conectada a um potenciostato/galvanostato PGSTAT da Metrohm Autolab, e 0s
espectros foram registrados usando um espectrofotometro de arranjo de diodos (Hewlett-
Packard 8453A). A célula eletroquimica foi vedada com Parafilm M® antes de iniciar os
experimentos, a fim de evitar a evaporagdo do solvente, e a solucdo foi desaerada com
nitrogénio em fluxo baixo. O gés foi deixado na superficie da solucdo e foram realizadas as
medidas dos “brancos” somente com o eletrdlito de suporte e o solvente (CH3CN + TBAPFg
0,1 mol L) antes de adicionar o analito. Calculou-se a quantidade da amostra que deveria ser
adicionada a solucdo a fim de resultar em uma concentracdo de 1 mmol L. Em seguida
adicionou-se a amostra e foram realizadas as medidas espectroeletroquimicas, cujos espectros
de absorcdo foram obtidos na faixa de comprimento de onda de 190 a 1100 nm durante a
varredura nas faixas de reducéo e oxidacao dos estudos eletroquimicos, e durante a aplicacao
por 180 s dos potenciais dos picos catddicos e anodicos, também obtidos nos estudos

eletroquimicos.

4.3 Avaliacédo da capacidade antioxidante frente ao radical DPPH®

A determinacdo da capacidade antioxidante das nitronas e seus compostos
estruturalmente relacionados foi realizada de acordo com Sanchez-Moreno, Larrauri e Saura-

Calixto (1999), com algumas modificacdes.

Esse método consiste na avaliacdo da capacidade sequestradora do radical 2-2-difenil-
1-picril-hidrazila (DPPH’). A molécula de DPPH" é um radical considerado relativamente
estavel, uma vez que apresenta um elétron desemparelhado em sua estrutura, o qual se
deslocaliza por toda a molécula, assim como pelo efeito captodativo, conferindo a esta uma
coloracdo puarpura. Este absorve no comprimento de onda de 516 nm (OLIVEIRA, 2015). Em
presenca de um antioxidante ou de uma espécie radicalar (R*), o DPPH" é reduzido e forma o
2-2-difenil-picril-hidrazina (DPPH-H) (Figura 11), de coloragdo amarela. Isto resulta no
desaparecimento da banda de absorcdo, a qual pode ser monitorada pelo decréscimo da
absorvéncia (OLIVEIRA, 2015).
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Figura 11 - Reacdo de reducéo do radical DPPH" por um antioxidante genérico (RH).
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Fonte: DUREJA; DHIMAN, 2012.

O método consistiu no preparo da solugdo de DPPH" na concentracéo de 40 ug mL ™ via
solubilizacdo de 1 mg de DPPH' em metanol. Em seguida transferiu-se a solucéo para um balao
volumétrico de 25 mL e completou-se a solugdo com metanol P.A.

Foram preparadas solugdes das amostras em tubos eppendorf nas concentracdes de 250,
500, 1000, 1500, 2000 e 3000 pmol L, solubilizadas em etanol P.A. Em seguida, as
microplacas foram preparadas com as misturas reacionais com o uso de 30 pL das solucbes de
cada amostra mais 270 pL da solucdo metanolica de DPPH’, a fim de que as solucdes
apresentem um volume final de 300 L e as seguintes concentragdes: 25, 50, 100, 150, 200 e
300 pumol L. Para o “branco” utilizou-se 30 pL de metanol P.A. Como controle positivo
utilizou-se 270 puL de DPPH". As microplacas foram colocadas no espectrofotdmetro, uma
amostra por vez, e entdo realizou-se as medidas de absorvéncia a 516 nm. Todas as medidas
foram realizadas em triplicata.

A porcentagem de atividade sequestradora de radicais (RSA, do inglés radical

scavenging activity) para 30 minutos de reacdo foi calculada através da Equacéo 1.
%RSA = (1 - Ac/Ap) x 100 Equacéo 1

Onde Ac é a absorvéncia da solu¢do em determinada concentracdo em 30 min de reacéo,

e Ap ¢ a absorvéncia da solugdo de DPPH".
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4.4 Determinacéo da capacidade antioxidante redutora de ferro (FRAP)

A determinacdo da capacidade antioxidante redutora de ferro (FRAP, do inglés Ferric
Reducing Antioxidant Power) das amostras foi realizada de acordo com Benzie e Strain (1996)
com algumas modificacbes. O método baseou-se na medida direta da habilidade dos compostos
antioxidantes em reduzirem em meio acido (pH 3,6), o complexo de Fe(lll)/TPTZ (2,4,6-tris(2-
piridil)-s-triazina) [Fe(I1)(TPTZ)2]*", de coloragdo azul-clara, para formar o complexo de
Fe(Il) [Fe(1)(TPTZ)2]?*, de coloragdo azul-escuro, com absor¢do maxima em 595 nm (Figura
12) (BENZIE; STRAIN, 1996).

Figura 12 - Redugdo do complexo TPTZ (Fe(l11)/Fe(11)).

1N\ W/O

Fek) i N Ant|OX|dante

d*@ Q**LJ

[Fe(IN)(TPTZ),]** [Fe()(TPTZ),)**
Cor: Azul-claro Cor: Azul-escuro

Fonte: Autora, 2022 (Adaptado de HUANG; OU; PRIOR, 2005).

Inicialmente foram preparadas as solu¢Ges necessarias para o preparo do reagente
FRAP. Preparou-se a solugcdo tampdo em valor de pH de 3,6 via solubilizacdo de 1,6 mL de
acido acético em 0,31 g de acetato de sddio. Completou-se a solugdo com agua deionizada até
atingir um volume de 100 mL. Em seguida, mediu-se o valor do pH da solucdo tampao, o qual
foi igual a 3,6. Foi preparada uma solugdo de HCI na concentragdo de 40 mmol L, para isso,
retirou-se uma aliquota de 167 puL de HCI 37% e adicionou-se 4gua deionizada até completar o
volume de 50 mL. Preparou-se 25 mL da solucdo de TPTZ na concentragdo de 10 mmol L*
com a solubilizacdo de 78,08 mg de TPTZ em HCI 40 mmol L. Também foi preparada a
solucdo de cloreto férrico por meio da solubilizacdo de 0,1351 g de cloreto férrico em 25 mL
de &gua deionizada. O reagente FRAP foi entdo preparado através da mistura de 50 mL de
tamp&o acetato (0,3 mol L, pH 3,6), 5 mL da solug&o de TPTZ (10 mol L™t em HCI 40 mmol
L) e 5 mL da solucéo de cloreto férrico (FeCls.6H20, 20 mol L?).
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Foram preparadas solucdes etandlicas das amostras em tubos eppendorf na concentrago
de 1000 pmol L. Em tubos de ensaio, adicionou-se 90 pL de cada solugdo das amostras, a fim
de obter solugdes cuja concentracdo final fosse de 100 pmol L, acrescentou-se 270 uL de
etanol P.A. e misturou-se com 2,7 mL do reagente FRAP, preparado somente no momento da
analise. Em seguida, os tubos foram tampados e levados ao banho-maria a 37°C durante 30
minutos. Realizou-se entdo a medida da absorvéncia em espectrofotometro UV-Vis (Agilent
8453) a 595 nm. O branco foi realizado com 2,7 mL do reagente FRAP a fim de calibrar o
equipamento.

Utilizou-se trolox como padrdo, e os resultados foram expressos em equivalentes de

trolox (ET)/ mol do composto.

4.5 Estudo das propriedades Opticas por espectroscopia no UV-Vis

4.5.1 Estudo das propriedades Opticas de LQB-303, LQB-109, LQB-304, LQB-569 e 5-nitro-
2-furaldeido por espectroscopia no UV-Vis

A espectroscopia no UV-Vis foi realizada na faixa de comprimento 190 a 900 nm que
corresponde a absorc¢do da radiacao na regiao ultravioleta e visivel do espectro.

Os experimentos de espectrofotometria no UV-Vis foram realizados em uma cubeta de
quartzo de camada fina (comprimento de caminho optico, 1 mm, BASI). Os espectros foram
registrados usando um espectrofotdmetro UV-Vis Thermo Scientific BioMate 3s.

Inicialmente foram realizados estudos para avaliar o efeito do solvente no perfil
espectrofotométrico da nitronitrona LQB-303. Para a realizacdo dos experimentos foram
utilizados os solventes: dimetilformamida (DMF), acetonitrila, etanol e metanol. Realizou-se a
medida do branco com 2,5 mL do solvente. Em seguida, preparou-se 1 mL de solucdo estoque
da amostra LQB-303, na concentragdo de 2,5 x 10 mol L. Dessa solugdo estoque, retirou-se
uma aliquota de 100 pL e adicionou-se a 2400 pL do solvente, a fim de se obter uma solucao
de concentragdo 1 x 10* mol L na cubeta. Foram realizadas as medidas de absorvéncia na
faixa de comprimento de onda de 190 a 900 nm. Realizou-se 0 mesmo procedimento com 0s
diferentes solventes. Antes de realizar as medidas, todas as solucdes foram protegidas da luz
com papel aluminio, a fim de evitar fotodegradacéo.

Posteriormente, foram realizados estudos de estabilidade, variando-se a concentracdo
do analito a fim de avaliar o efeito da concentracdo no perfil espectrofotométrico da LQB-303,

nos diferentes solventes: DMF, acetonitrila e etanol. Para isso, inicialmente realizou-se a
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medida do branco com 2,5 mL do solvente. Em seguida preparou-se 1 mL de solucéo estoque
da LQB-303, na concentragio 2,5 x 10~ mol L. Retirou-se uma aliquota de 100 pL da solucéo
estoque e adicionou-se a 2400 pL do solvente a fim de resultar em uma solucdo de concentragéo
1 x 10 mol L™ na cubeta, em seguida, foram realizadas as medidas espectrofotométricas na
faixa de comprimento de onda de 190 a 900 nm. Apds isso, retirou-se aliquotas da solucao de
concentragdo 1 x 10 mol L, completou-se com solvente e preparou-se quatro solugdes em
concentragdes menores: 5 x 10° mol L, 1 x 10° mol L%, 5 x 10® mol Le 1 x 10® mol L.
Foram realizadas as medidas de absorvéncia em cada concentragéo, na faixa de comprimento
de onda de 190 a 900 nm. Realizou-se 0 mesmo procedimento com os diferentes solventes.
Antes de realizar as medidas, todas as solu¢des foram protegidas da luz com papel aluminio, a
fim de evitar fotodegradacéo.

Além da LQB-303, tambem foram realizados estudos de absorvéncia em acetonitrila
variando a concentragdo dos compostos LQB-109, LQB-569, LQB-304 e 5-nitro-2-furaldeido
a fim de conhecer seus perfis espectrofotométricos. Primeiramente foram realizados estudos
com os compostos LQB-569, LQB-304 e 5-nitro-2-furaldeido. Para isso, inicialmente realizou-
se a medida do branco com 2,5 mL do solvente. Em seguida preparou-se 1 mL de solucéo
estoque da LQB-303, na concentragdo 2,5 x 10~ mol L. Dessa solucéo, retirou-se uma aliquota
de 180 pL e adicionou-se a 4320 pL de acetonitrila, a fim de resultar em 4,5 mL de solucéo na
concentragdo 1x10* mol L™, a concentragdo mais elevada a ser avaliada. A partir dessa solugao,
retirou-se aliquotas, completou-se com solvente e preparou-se quatro solu¢bes em
concentragdes menores: 5 x 10° mol L%, 1 x 10° mol L?,5 x 10° mol L*e 1 x 10° mol L™
Foram realizadas as medidas de absorvéncia em cada uma das cinco concentracdes, na faixa de
comprimento de onda de 190 a 900 nm. Realizou-se 0 mesmo procedimento com 0s trés
compostos. Antes de realizar as medidas, todas as solugdes foram protegidas da luz com papel

aluminio, a fim de evitar fotodegradacéo.

4.5.2 Estudo da interacdo entre DDQ e nitronas por espectrofotometria no UV-Vis

O estudo da interacdo entre 2,3-dicloro-5,6-diciano-1,4-benzoquinona (DDQ) e as
nitronas LQB-109 e LQB-303 por espectrofotometria no UV-Vis foi realizado de acordo com
Pandeeswaran e Elango (2008), com algumas modificagodes.

Inicialmente foram realizados estudos espectrofotométricos no UV-Vis em acetonitrila
variando-se a concentracdo do analito, a fim de conhecer os perfis espectrofotométricos da
LQB-109, LQB-303 e do DDQ. O estudo do perfil da LQB-303 ja havia sido realizado, entdo
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em seguida foram realizados estudos com a LQB-109 e 0 DDQ. Para isso, inicialmente realizou-
se a medida do branco com 2,5 mL do solvente. Em seguida preparou-se 1 mL de solugédo
estoque de cada analito, na concentragdo 2,5 x 10 mol L. Dessa solugo, retirou-se uma
aliquota de 220 pL e adicionou-se a 5280 L de acetonitrila, a fim de resultar em 5,5 mL de
solugdo na concentragdo 1 x 10 mol L, a concentragdo mais elevada a ser avaliada. Em
seguida, dessa solucdo retirou-se aliquotas, completou-se com solvente e preparou-se quatro
solugBes em concentragdes menores: 5 x 10° mol L%, 1 x 10° mol L, 5x 10 mol Lte 1 x 10°
® mol L1, Foram realizadas as medidas de absorvéncia em cada uma das cinco concentragdes,
na faixa de comprimento de onda de 190 a 900 nm. Realizou-se 0 mesmo procedimento com a
LQB-109 e o DDQ. Antes de realizar as medidas, todas as soluc¢des foram protegidas da luz
com papel aluminio, a fim de evitar fotodegradag&o.

A fim de avaliar a estabilidade do DDQ e da LQB-109, foram realizadas medidas de
absorvéncia de cada composto em acetonitrila, na concentragdo 5 x 10° mol L. Para isso,
foram realizadas as medidas de absor¢éo na faixa 190 a 900 nm, no inicio (0 minutos), apés 20,
30 e 60 minutos.

Realizou-se o0 estudo da interagcdo entre 0 DDQ e a LQB-109. Para isso, a partir da
solugdo de cada composto, cuja concentracdo era 1 x 10 mol L%, retirou-se aliquotas de 1250
UL e misturou-se, resultando em 2,5 mL de solucéo de interagdo na concentragéo 5 x 10° mol
L. Foram realizadas as medidas espectrofotométricas na faixa de comprimento de onda de 190
a 900 nm de acordo com o tempo de interacdo: 0 minutos (momento inicial), 15 minutos, 30
minutos, 1 hora e 2 horas de interacéo.

Ap0s avaliar a interacdo entre DDQ e LQB-109 na mesma concentracao, realizou-se o
estudo da interacdo entre 0 DDQ e as nitronas em concentracdes diferentes. Primeiramente
realizou-se esse estudo com DDQ e LQB-109. Para isso, preparou-se as solucbes dos
compostos. Para o DDQ foi preparada solucéo estoque na concentragdo 2,5 x 102 mol Lte
desta, retirou-se uma aliquota de 132,2 L a fim resultar em concentracéo final de 1,322 x 10
mol L na cubeta. Ja para a LQB-109, cuja concentracéo final deve ser mais elevada, néo foi
preparada solucdo estoque, entdo calculou-se a massa necessaria para resultar na concentracao
final de 3,95 x 10 mol L?, a amostra foi pesada, solubilizada em 1 mL de acetonitrila e
transferida para a cubeta que continha a solucdo de LQB-109. Completou-se a solu¢do com
1367,8 pL de solvente, a fim de resultar em solucdo final com volume de 2,5 mL e realizou-se
as medidas espectrofotométricas, na faixa de comprimento de onda de 190 a 900 nm de acordo
com o tempo de interacdo: 0 minutos (momento inicial), 10 minutos, 20 minutos, 30 minutos,

40 minutos, 50 minutos e 1 hora de interagdo. Ao final dos 60 minutos de interagéo, avaliou-se
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a influéncia do oxigénio na interacdo entre DDQ e LQB-109. Para isso, desaerou-se a solugéo
com gés nitrogénio durante cinco minutos com fluxo baixo de gés, a fim de evitar a evaporacao
do solvente, realizou-se a medida espectrofotométrica; retirou-se a cubeta com a solucdo do
espectrofotdmetro, desaerou-se a solugdo por mais dez minutos e realizou-se outra medida de
absorcdo na faixa 190 a 900 nm. Repetiu-se 0 procedimento para o estudo da interacdo entre
DDQ e a nitronitrona LQB-303. Antes de realizar as medidas, todas as solugdes foram
protegidas da luz com papel aluminio, a fim de evitar fotodegradacao.

Como os estudos de avaliacdo dos perfis espectrofotométricos da LQB-109 e LQB-303
ndo haviam sido realizados na concentragéo utilizada no estudo de interacdo entre as nitronas e
o DDQ, realizou-se as medidas de absorvéncia da LQB-303 e LQB-109 em acetonitrila, na
concentragdo de 3,95 x 102 mol L. Os estudos foram realizados na faixa de comprimento de
190 a 900 nm, de acordo com o tempo: 0 minutos (momento inicial), 10 minutos, 20 minutos,
30 minutos, 40 minutos, 50 minutos e 60 minutos, a fim de avaliar a estabilidade dos compostos.
Antes de realizar as medidas, todas as solugdes foram protegidas da luz com papel aluminio, a

fim de evitar fotodegradacao.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Estudos eletroquimicos em meio aprotico

Neste trabalho, o0 comportamento redox de nitronas substituidas de interesse bioldgico,
com destaque para as nitronitronas foi investigado por voltametria ciclica e voltametria de pulso
diferencial. Os voltamogramas foram registrados em meio aprotico (acetonitrila + TBAPFs), a

fim de mimetizar ambientes lipofilicos das membranas bioldgicas.

5.1.1 Anélises eletroquimicas por voltametria ciclica — Reducao

Dentre os compostos estudados nesse trabalho dois ndo apresentam o grupo nitro, séo
as nitronas LQB-109 (Figura 13, 1) e LQB-123 (Figura 13, 1l). Ambas apresentaram perfis
eletroquimicos semelhantes com ondas de reducdo de natureza irreversivel, correspondentes a
reducdo da funcdo nitrona. O voltamograma ciclico para a nitrona LQB-109 (Figura 13, 1 A e
B) apresentou duas ondas catddicas, Ic e llc, em potenciais muito proximos, enquanto para
LQB-123, 0 VC exibiu uma tGnica onda catodica (Ic) (Figura 13, Il A e B) em potencial bastante

proximo a primeira onda da LQB-109, como se observa na Tabela 4.

Figura 13 — Voltamogramas ciclicos (VCs) na regido catddica, para os compostos LQB-109 (I) e LQB-123
(1) em acetonitrila + TBAPFs (0,1 mol L?) (linha cinza). Eletrodo de carbono vitreo, v = 100
mV s?, ¢ =1 mmol L™ (A) 2 varreduras sucessivas, linha preta - primeira varredura, linha
vermelha — segunda varredura. (B) Varreduras com potenciais de inversao.
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Fonte: Autora, 2022.
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Tabela 4 — Principais parametros eletroquimicos em Voltametria Ciclica para os compostos 5-nitro-2-furaldeido, p-nitrobenzaldeido, LQB-109, LQB-123, LQB-303
e LQB-569 em acetonitrila + TBAPFs (0,1 mol L™). Eletrodo de carbono vitreo, v = 100 mV s*, ¢ =1 mmol L™.

Composto Eplc Epla AEp Eplic Eplla Eplla’ Eplla” Eplllic Epllla EplVc
V) V) (mV) V) V) V) V) V) V) V)
o /@\«H
NT o \ -0,688 -0,590 98 -1,123 -1,027 - - -1,893 -1,767 -
5-nitro-2-furaldeido
o
o ! -0,815  -0,737 78 -1,194 -1,071 -0,883 -0,480 -1,702 - -2,340
p-nitrobenzaldeido
Mm%
0\ 27 -2,037 - - -2,188 - - - - - -
LQB-109
SRG N
o_  -2,001 - - - - - - - - -
LQB-123
9
’[LNt
0NN, -0,870  -0,798 72 -1,486 -0,570 -0,389 - - - -
LQB-303
e
OZN/O/Q\/ -0,995 -0,926 69 -1,417 -1,076 -0,681 - -2,080 - -
LQB-569

Fonte: Autora, 2022.
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Para LQB-109 e LQB-123, a reducdo esta relacionada a captura de um elétron pela
nitrona (Figura 14, Equacéo 1). Em virtude da elevada basicidade do anion radical eletrogerado,
pode ocorrer protonacdo a partir de dgua residual ou sais de aménio dissolvidos (Figura 14,
Equacdo 2). Em seguida, é realizada outra transferéncia eletrbnica, (Figura 14, Equacdo 3),
formando o anion, que provavelmente sofre protonacdo (Figura 14, Equacéo 4, resultando na
respectiva hidroxilamina, que aparenta ser instavel nesse caso (ROSSELIN et al., 2016). A
partir dos voltamogramas da Figura 13, | pode-se entdo associar que para a LQB-109 a redugéo
da nitrona ocorre em duas etapas, sdo duas transferéncias monoeletronicas, Ic e llc, em
potenciais proximos. Ja para a nitrona LQB-123 a reducdo da funcdo nitroaromaética ocorre
seguindo 0 mesmo mecanismo, porém a partir de uma transferéncia bieletrénica (Ic) (Figura
13, 11).

Figura 14 — Possivel mecanismo de reducéo para LQB-109 e LQB-123.

Ar-CH=N{0)—R + € —>  Ar-C{H-N@©O"—R ¢))
Ar-C(H-N(O»—R + H®* —» Ar-CH,—N(0)—R (3]
Ar-CH,—N(O»)—R + €~ % Ar-CH,—N(@O )-R 3)
Ar-CH,—N(O )-R + H® —» Ar-CH,—N(OH)-R @)

Fonte: ROSSELIN et al., 2016.

Uma vez que sdo conhecidas as potencialidades, sobretudo terapéuticas, das duas classes
importantes de compostos estudados nesse trabalho: nitronas e nitroaromaticos, buscou-se unir
esses dois grupos farmacofdricos distintos em uma mesma molécula com o intuito de ampliar
suas potencialidades e resultar em substancias denominadas nitronitronas, como as que serdo
investigadas a seguir: LQB-303, LQB-304, LQB-304, LQB-534 e LQB-569.

A nitronitrona LQB-303 possui em sua estrutura dois grupos funcionais eletroativos: o
grupo nitro e o grupo nitrona, ambos ligados ao anel furanico. Pode-se entdo relacionar seu
perfil eletroquimico (Figura 15, I1) aos perfis dos seus compostos estruturalmente relacionados
5-nitro-2-furaldeido (Figura 15, I), um aldeido nitroaromatico, e LQB-109 (Figura 13, ), o qual

possui 0 grupo nitrona como substituinte do anel furanico.
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Figura 15 — Voltamogramas ciclicos (VCs) na regido catddica, para os compostos 5-nitro-2-furaldeido (1) e
LQB-303 (11) em acetonitrila + TBAPFs (0,1 mol L™) (linha cinza). Eletrodo de carbono vitreo,
v =100 mV s?, ¢ =1 mmol L™ (A) 2 varreduras sucessivas, linha preta - primeira varredura,
linha vermelha — segunda varredura. (B) Varreduras com potenciais de inverséo.
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Fonte: Autora, 2022.

O voltamograma ciclico para a nitronitrona LQB-303 exibe um perfil com duas ondas
catddicas, Ic e llc (Figura 15, I, A). A primeira onda, Ic, apresenta onda correlata no ciclo
reverso de potencial, 1a, evidenciando sua natureza quase-reversivel, enquanto a segunda onda,
IIc, possui duas ondas correlatas na oxidacao, Ila e I1a’, como observado na Figura 15, Il, B.

O 5-nitro-2-furaldeido é precursor da LQB-303. Para este nitroaromatico, o
voltamograma ciclico exibe um perfil com trés ondas catddicas (Figura 15, 1). O grupo
nitroaromatico € reduzido, com pico bem definido, Ic, em uma transferéncia quase-reversivel
de um elétron, gerando anion radical nitro, seguido por sua onda correlata de oxidacao, la, cujo
AEp é 98 mV (Tabela 4). Em seguida, evidencia-se uma segunda onda, llc, relativa a segunda
transferéncia monoeletrdnica, relativa a formacao do dianion, também em um sistema quase-
reversivel (DE ABREU; DE FERRAZ; GOULART, 2002; KUHN; VON ESCHWEGE;
CONRADIE, 2012; STRADINS; GAVARS; BAUMANE, 1983). Uma terceira onda discreta

é observada, Illc, seguida de sua contraparte anddica, Illa (Figura 15, I, B). O possivel
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mecanismo de reduc¢do do 5-nitro-2-furaldeido em meio aprético encontra-se na Figura 16, 0
qual evidencia a captura de um elétron pelo grupo nitro, levando a formacao do anion radical
nitro, este se reduz e forma o diénion. A reducdo do grupo nitro apresenta-se como importante
para seu mecanismo de acao antiparasitario, que embora nao seja totalmente compreendido,

certamente envolve ativacdo por meio da reducgéo do grupo nitro (PACHECO et al., 2021).

Figura 16 — Possivel mecanismo de reducéo para o 5-nitro-2-furaldeido.

02N /0\ — [OZND\W S —— OZND\( ]
Fonte: Autora, 2022 (Adaptado de STRADINS; GAVARS; BAUMANE, 1983).

Os valores de potencial muito negativos obtidos (Tabela 4) indicam que a reducgéo da
nitrona ocorre com maior dificuldade em relacdo ao grupo nitro, evidenciando a maior
eletrofilicidade do grupo nitro em relacdo a nitrona, uma vez que os valores de potencial da
primeira e segunda ondas para a LQB-303 e para o 5-nitro-2-furaldeido, foram
consideravelmente menores (Tabela 4).

Desse modo, pode-se comparar os perfis voltamétricos dos precursores com o perfil
voltamétrico da nitronitrona LQB-303 (Figura 15, Il), a fim de melhor analisar seu
comportamento eletroquimico. Ao julgar pela analise dos perfis dos compostos estruturalmente
relacionados 5-nitro-2-furaldeido e LQB-109 relatados anteriormente, para a LQB-303 (Figura
15, Il) pode-se atribuir a primeira onda catddica (Ic) a reducdo da porcdo nitroaromatica,
gerando anion radical, por meio de uma transferéncia monoeletrénica, assim como observado
para 0 5-nitro-2-furaldeido (Figura 15, I). Porém, essa primeira onda de reducdo ocorre em
potencial mais negativo (Eplc= -0,870 V) quando comparada ao precursor aldeido
nitroaromatico (Eplc=-0,688 V) (Tabela 4).

A maior dificuldade de reducdo do grupo nitro na nitronitrona LQB-303 quando
comparado ao 5-nitro-2-furaldeido pode ser explicada pelas estruturas de ressonancia da LQB-
303 (Figura 17), essas estruturas de ressonancia com deslocalizacdo da carga na nitrona
resultam em menor efeito indutivo eletrorretirador da nitrona em rela¢do ao grupo aldeido do
5-nitro-2-furaldeido. Consequentemente, sendo um grupo mais eletrorretirador, o aldeido atrai

para si a densidade eletrénica da molécula e facilita a reducdo do grupo nitro.
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Figura 17 — Estruturas de ressonancia da nitronitrona LQB-303.

LQB-303
D ey e
2 (§) K) OZN (0) o

Fonte: Autora, 2022.

Ja a segunda onda catddica (llc) apresenta intensidade de corrente elevada (Figura 18,
linha verde), superior aos valores encontrados para 0s precursores, e potencial intermediario
(Eplc=-1,486 V) entre os potenciais da segunda reducéo do 5-nitro-2-furaldeido (Eplc=-1,123
V) e da primeira onda de reducgédo da LQB-109 (Eplc= -2,037 V). Isso tudo sugere que duas
reacdes eletroquimicas podem estar ocorrendo na segunda onda catddica da nitronitrona LQB-
303: reducéo da nitrona; como também a uma reducéo adicional do anion radical nitro, gerando

o dianion, assim como relatado para o precursor 5-nitro-2-furaldeido.

Figura 18 - Voltamogramas ciclicos (VCs) ha regido catodica, para os compostos 5-nitro-2-furaldeido (linha
laranja), LQB-303 (linha verde) e LQB-109 (linha azul) em acetonitrila + TBAPFs (0,1 mol L™).
Eletrodo de carbono vitreo, v =100 mV s*, ¢ =1 mmol L™

30 -
0
-30-
EL -60
-90 4
/\ T)‘N*
_120_ OZN/@\/ ~ ||C

30 -25 20 -15 -1.0 -05 0.0
E /V vs. Ag|AgCI[CI™ (3 M)

Fonte: Autora, 2022.

Além da nitronitrona LQB-303 que possui dois grupos redox, analisou-se o perfil
eletroquimico de outra nitronitrona, denominada LQB-569 (Figura 19, Il), a qual também

possui as duas func@es nitro e nitrona. Porém, diferente da LQB-303 (Figura 15, I1) que possui
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apenas um anel furdnico em sua estrutura, a LQB-569 apresenta dois anéis aromaticos em sua
estrutura, um anel furénico diretamente ligado a funcdo nitrona e um anel benzénico nitrado.
Assim, na tentativa de melhor analisar seu comportamento eletroquimico, inicialmente foram
analisados os perfis eletroquimicos do nitrobenzeno, p-nitrobenzaldeido (Figura 19, I) e da
nitrona LQB-109, ja apresentada (Figura 13, ).

Figura 19 — Voltamogramas ciclicos (VCs) na regido catodica, para os compostos p-nitrobenzaldeido (1) e
LQB-569 (I1) em acetonitrila + TBAPFs (0,1 mol L) (linha cinza). Eletrodo de carbono vitreo,
v =100 mV s?, ¢ =1 mmol L. (A) 2 varreduras sucessivas, linha preta - primeira varredura,
linha vermelha — segunda varredura. (B) Varreduras com potenciais de inverséo.

A B
20+ lla" 20+ la lla"
lia*
[E
04 0
-204 -204
3 <
3 -
' = 40 = -409 e
lic llic 1
I 604 IV I
604 IVe y 60 c lic -
80 0N e I A
30 25 20 15 -10 05 00 3.0 -2-55/;/2-0 /;1-2 C'I1'C°|_ :;0|\./|5 0.0
E /V vs. AglAgCI[CI (3 M) vs- AgIAGCIICT (3 M)
30 e 30
a
llala
0 0
-301 -301
< <
T -60 = .60
-901 f -901
-1201 lic o -1201 Il
30 25 20 -1.5 -1.0 -05 00 30 25 20 -15 -1.0 -05 0.0
E /V vs. Ag|AgCI|CI™ (3 M) E /V vs. Ag|AgCI|CI™ (3 M)

Fonte: Autora, 2022.

O p-nitrobenzaldeido (Figura 19, 1) exibe perfil eletroquimico similar ao 5-nitro-2-
furaldeido apresentado anteriormente (Figura 15, | e Figura 18). O grupo nitroaromatico é
reduzido primeiro, em Ic, em uma transferéncia quase-reversivel de um elétron, gerando o anion
radical nitro, sequido por sua onda correlata de oxidagao no ciclo reverso de potencial, la, cujo

AEp é 78 mV. Duas ondas adicionais, menos proeminentes e de natureza irreversivel, Ilic e
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IVc, sdo observadas nos voltamogramas (Figura 19, I, A e B) e, podem estar relacionadas a
reducdo do grupo aldeido aromatico.

Como a LQB-569 possui dois grupos funcionais eletroativos (grupo nitrona e grupo
nitro), a porcdo da molécula que possui o nitrobenzeno se assemelha ao p-nitrobenzaldeido,
enquanto a por¢do que possui a nitrona ligada ao anel furanico pode ser relacionada a LQB-
109. Para a LQB-569 o perfil voltamétrico apresenta trés ondas catodicas (Figura 19, I1), as
duas primeiras, Ic e llc, em potenciais proximos as duas primeiras ondas (Ic e lic) observadas
no VC do p-nitrobenzaldeido (Figura 20, linha preta); e uma terceira onda, Illc, em potencial
muito proximo as duas ondas catddicas do VC da LQB-109 (Figura 20, linha azul). A partir
disso, pode-se analisar o comportamento voltamétrico da LQB-569, em relacdo a LQB-109. A
diferenga nas intensidades das correntes 1:3:4 e os perfis anddicos indicam mecanismos mais
complexos. A formacédo de azoxiaromaticos diméricos a partir de grupos nitrosoaromaticos
eletrogerados € registrada na literatura, o que permitiria sugerir um mecanismo, envolvendo a
reducdo das nitronas diméricas. Um provavel esquema mecanistico pode ser sugerido para a
LQB-569 (Figura 21).

Figura 20 - Voltamogramas ciclicos (VCs) na regido catodica, para os compostos LQB-569 (linha vermelha),
LQB-109 (linha azul) e p-nitrobenzaldeido (linha preta) em acetonitrila + TBAPFs (0,1 mol L~
1. Eletrodo de carbono vitreo, v =100 mV s*, ¢ = 1 mmol L™,

[/ uA

T III|c T T T T
30 25 20 -15 -1.0 -05 0.0

E /V vs. Ag|AgCI|CI™ (3 M)

Fonte: Autora, 2022.
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Figura 21 — Possivel mecanismo de redugao para a LQB-569.

Nitrona Ila'

Nitrobenzeno

IIc

Anion radical

Fonte: Autora, 2022.

Assim como observado para o p-nitrobenzaldeido (Figura 19, 1), o voltamograma ciclico
da LQB-569 (Figura 19, I1) exibe a primeira onda catddica (Ic) relativa a reducdo da porcéo
nitroaromatica, gerando anion radical, com transferéncia quase-reversivel de um elétron, haja
vista a presenca de onda correlata de oxidacgéo (la) no ciclo reverso de potencial (Figura 19, Il,
B), cujo AEp=69 mV (Tabela 4). Essa primeira reducdo ocorre em potencial mais negativo
(Eplc=-0,995V) que o observado para o p-nitrobenzaldeido (Eplc= -0,815 V). Um segundo
pico em potencial ainda mais negativo (Epllc=-1,417 V) é observado e pode estar relacionado
a reducado trieletronica do anion radical nitro até a formacéo de azoxiaromaticos dimericos. llc
apresentou elevada intensidade de corrente (1:3 em relacdo a Ic) e duas ondas anddicas (lla e
ITa’) na inversao do potencial, 0 que reforca a presenca dos dimeros (KUHN; VON
ESCHWEGE; CONRADIE, 2012). Em seguida, aparece uma terceira onda, Illc, também com
elevada intensidade de corrente (1:4 em relacédo a Ic), porém de natureza irreversivel, e potencial
bastante proximo aos potenciais observados nas ondas de redugdo da nitrona LQB-109,
sugerindo entdo a reducéo (4 elétrons e 4 prétons) da funcdo nitrona no dimero a hidroxilamina
(Figura 21).
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A seguir serdo analisados os perfis eletroquimicos das nitronitronas que possuem apenas
um anel aromatico em sua estrutura. LQB-303 e LQB-484 possuem anel furanico e LQB-304
e LQB-534 apresentam anel tiofénico (Figura 22).

Figura 22 — Voltamogramas ciclicos (VCs) na regido catddica, para os compostos LQB-484, LQB-304 e
LQB-534 em acetonitrila + TBAPFs (0,1 mol L) (linha cinza). Eletrodo de carbono vitreo, v
=100 mV s*, ¢ =1 mmol L. (A) 2 varreduras sucessivas, linha preta - primeira varredura,
linha vermelha — segunda varredura. (B) Varreduras com potenciais de inverséo.
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Fonte: Autora, 2022.
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Tabela 5 — Principais parametros eletroquimicos em Voltametria Ciclica para os compostos LQB-303,
LQB-484, LQB-304 e LQB-534 em acetonitrila + TBAPFs (0,1 mol L™). Eletrodo de carbono
vitreo,v=100mV s? ¢ =1 mmol L.

Eplc  Epla AEp Eplic  Eplla Eplla’
M M M) ) V) V)

-0
’[L}Vt 0,870 -0,798 72 1,486 0

OzN O Y, -Y, -4, - ,570 '0,389
LQB-303

o
7\ _\F
02NQ\¢ X 0849 -0765 84  -1474 -0578 -

LQB-484

Composto

-0

\+
OZNQ\éN\ 0,834 -0,740 94  -1433 -0530 -0,363

LQB-304

-
\+
OZN/@\éng 0,864 0,773 91  -1472 -0,577 -

LQB-534

Fonte: Autora, 2022.

Os quatro compostos apresentam perfis voltamétricos similares, como se observa nos
voltamogramas das Figuras 16 (I1) e 22, nos quais se evidencia a presenca de duas ondas
catddicas, Ic e llc. A primeira onda é relativa a reducdo da funcdo nitroaromatica, com
transferéncia de um elétron (KUHN; VON ESCHWEGE; CONRADIE, 2012; STRADINS;
GAVARS; BAUMANE, 1983). A anélise dos potenciais de inversdo mostra que essa primeira
reducdo é de natureza quase-reversivel cujos valores de AEp estdo entre 72 ¢ 94 mV para os
quatro compostos, como se observa na Tabela 5.

Por comparacdo com o perfil do precursor 5-nitro-2-furaldeido (Figura 16, 1), para 0s
guatro compostos supracitados, a primeira onda (Ic), embora em potenciais mais negativos
(Tabela 5), sugere-se que decorre da reducdo do grupo nitro, gerando anion radical. Essa
diferenca de potencial pode estar relacionada ao fato do grupo aldeido no 5-nitro-2-furaldeido
estabilizar melhor o anion radical eletrogerado do que o grupo nitrona. Pode-se entéo relacionar
a estabilidade do anion radical nitro formado com o potencial redox do composto (PACHECO
et al., 2021).

Porém, diferente do 5-nitro-2-furaldeido, observando a estrutura dos quatro compostos

em discusséo, os quais possuem duas fungdes redox (grupo nitro e nitrona), a segunda onda
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(llc), deve estar relacionada a reducdo da nitrona que foi facilitada pela presenca do grupo nitro
(em comparacgdo, por exemplo, com a LQB-109, que possui apenas a func¢ao nitrona). Observa-
se, ainda, maiores intensidades de corrente, 0 que pode sugerir que uma outra reacao
eletroquimica pode estar acontecendo, isto é, a reducdo do anion radical gerado na primeira
onda em uma transferéncia monoeletronica (KUHN; VON ESCHWEGE; CONRADIE, 2012;
STRADINS; GAVARS; BAUMANE, 1983). Logo, o pico de reducdo llc pode estar
relacionado a um processo misto: a reducdo da nitrona como também uma reducdo adicional
do anion radical nitro, gerando seus produtos de reducéo.

Os dois compostos que possuem metil como substituinte da nitrona, LQB-303 e LQB-
304, diferenciam-se apenas pelo heterodtomo do anel, dai os potenciais de reducdo da primeira
(Ic) e segunda ondas (llc) sdo proximos, sendo a LQB-304, que possui anel tiofénico, mais
facilmente reduzida, apresentando potenciais de picos catodicos menos negativos em
comparacdo a LQB-303. Logo, a presenca do atomo de enxofre no anel aromatico pode ter
facilitado a reducdo da LQB-304. Apo6s a varredura catodica, LQB-303 e LQB-304 exibiram
trés ondas anddicas no ciclo reverso, Ia, Ila e IIa’, (Figuras 16, Il e 22, I1). LQB-303 e LQB-
304 apresentaram valores proximos de potenciais dos picos, porém, assim como observado para
as ondas catddicas, LQB-304 mostrou potenciais um pouco menos negativos que LQB-303.

LQB-534 e LQB-484 possuem grupos terc-butil ligados a nitrona, diferenciam-se pelo
heteroatomo do anel, ambos apresentaram duas ondas de reducdo em potenciais semelhantes.
E, apds a inversdo de potencial apenas duas ondas anddicas de baixa intensidade sdo
observadas, la e lla (Figura 22, 1 e 111). Como observa-se melhor na Figura 22, 1 e 111, B, onde
a linha vermelha mostra a primeira onda catddica (Ic) seguida por sua contraparte anodica (la),
e a linha azul mostra a segunda onda de reducdo (llc), seguida por uma onda catddica (ll1a) para
0s dois compostos com grupo terc-butil.

Os dois compostos que possuem nitrotiofeno, LQB-534 e LQB-304 exibem
semelhancas em seus perfis, exceto em varreduras sucessivas. Para a LQB-534, a segunda
varredura ocorre praticamente sem mudancas em relacdo a primeira, como vé-se a0 comparar
a linha preta com a linha vermelha (Figura 22, 111), entretanto, LQB-304 revela um perfil de
reducdo distinto na segunda varredura (Figura 22, Il, linha vermelha). Isso pode estar
relacionado ao substituinte ligado a nitrona, para a LQB-534 a presenca do grupo terc-butil
ligado a nitrona parece estabilizar o composto, o0 que ndo seria observado para a LQB-304 que
possui grupo substituinte metil. Esse substituinte terc-butil da LQB-534, realiza o efeito
indutivo doador de elétrons, repelindo a adi¢éo de elétrons, torna a reducéo mais dificil, levando

a potenciais mais negativos, quando comparado a LQB-304, a qual possui grupo metil e reduz



62

com maior facilidade (ROSSELIN et al., 2016). Isso pode ser observado através da analise dos
valores de potenciais de reducdo para os dois compostos, disponiveis na Tabela 1. Enquanto a
LQB-304 apresenta Eplc= -0,834V e Epllc= -1,433V, a LQB-534 possui valores um pouco
mais negativos para as duas ondas: Eplc=-0,864V e Epllc=-1,472V.

A partir do estudo voltamétrico foram obtidos os valores de intensidade de corrente para
a primeira onda de reducéo (Ic) em funcdo da raiz quadrada da velocidade de varredura (Ipc:
vs. v2). Nos graficos de todos os compostos observa-se linearidade dos pontos (Figura 23, A),
isso indica que o transporte de massa da solu¢do a superficie do eletrodo € de natureza difusional
(BARD; FAULKNER, 2001). Ja nos gréficos de potencial de pico para a primeira onda (Ic) em
funcédo do logaritmo da velocidade de varredura (Epic vs. log v) (Figura 23, B), observa-se que
0s potenciais dos picos permanecem praticamente constantes com o aumento da velocidade.
Logo, os potenciais da primeira onda catodica independem da velocidade de varredura (BARD;
FAULKNER, 2001). Além disso, a linearidade dos pontos em conjunto com a presenca de onda
reversa, para 0s compostos nitrados, indicam que o primeiro processo de reducdo, do grupo

nitro, é de natureza quase-reversivel (SOUZA, 2011).

Figura 23 — (A) Analise da corrente de pico (I), para a primeira onda de reducdo para os compostos
estudados em func&o de v*2. (B) Gréfico de potencial de pico para a primeira onda de reducgéo
em funcéo do log v (acetonitrila/ TBAPFs 0,1 mol L ™) para as diferentes nitronas.
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Fonte: Autora, 2022.

5.1.2 Anélises eletroquimicas por voltametria de pulso diferencial — Reducéo

Além da voltametria ciclica, uma técnica mais sensivel, a voltametria de pulso

diferencial, foi utilizada para confirmar os perfis voltamétricos dos compostos. Pode-se

observar que todos 0s compostos estudados apresentaram voltamogramas de pulso diferencial

(VPDs) com perfis semelhantes aos observados nos voltamogramas ciclicos mostrados

anteriormente (Figuras 13, 15, 19 e 22).

Inicialmente, para a nitrona LQB-109 verifica-se a presenca de duas ondas catodicas (Ic

e llc) (Figura 24, 111) em potenciais bastante proximos (Tabela 6), relativas a reducdo da nitrona;

ja para a nitrona LQB-123 observou-se apenas uma onda catodica (Ic), também relacionada a

reducdo da funcéo nitrona.
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Figura 24 — Voltamogramas de pulso diferencial (VPDs) na regido catodica para os compostos 5-nitro-2-
furaldeido (1), p-nitrobenzaldeido (1), LQB-109 (I11), LQB-123 (1V), LQB-303 (V), LQB-569
(VI), LQB-484 (VII), LQB-304 (VIII) e LQB-534 (IX) (linha preta), em acetonitrila + TBAPFs
(0,1 mol L) (linha cinza). Eletrodo de carbono vitreo, v = 10 mV s*, ¢ =1 mmol L™
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Fonte: Autora, 2022.

Tabela 6 — Principais parametros eletroquimicos em Voltametria de Pulso Diferencial para os compostos 5-
nitro-2-furaldeido, p-nitrobenzaldeido, LQB-109, LQB-123, LQB-303, LQB-569, LQB-484,
LQB-304 e LQB-534 em acetonitrila + TBAPFs (0,1 mol L™). Eletrodo de carbono vitreo, v = 10

mV s?, ¢=1mmol L

Eplc Eplic Epllic EplVc
Composto
P VY (V) (V)
o / \ n
: o \ -0,640 -1,076 -1,780 -
5-nitro-2-furaldeido
(0]
! -0,773  -1,150 -1,690 -2,048
O,N
p-nitrobenzaldeido
I\ &
0\ Z 2,015  -2,162 - -
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o N

©/ \©A6_ -1,955 - - -
\+

OZN[LN\ 0,842  -1,397 - -

I\ N
o © -0,969  -1,248 -1,989 -
7\ N
°2NQ\¢ X 0807 -1,401 ; ]

\+

ozN@\éN\ 0,798  -1,353 - -
\+

ozN@\éN\ﬁ 0,840 -1,394 - -

Fonte: Autora, 2022.

A nitronitrona LQB-303 exibe duas ondas principais: Ic, mais intensa, e Ilc com menor
intensidade de corrente (Figura 24, V), assim como observado no respectivo VC (Figura 15,
I1). No VPD do seu precursor estrutural, o 5-nitro-2-furaldeido, observa-se a reducéo do grupo
nitro a partir da presenca de trés ondas catddicas, a primeira, Ic, de maior intensidade, seguidas
por llc e Illc menos intensas.

O VPD registrado (Figura 24, VI) confirma a presenca de trés ondas catodicas bem
definidas para a LQB-569. Sendo Ic bem definida, mais intensa; em potencial préximo aparece
Ilc menos intensa; ja a terceira onda, Illc, mostrou-se com maior intensidade de corrente e em
potencial menor que -2V (Tabela 6). Enquanto para o precursor estrutural p-nitrobenzaldeido,
seu perfil voltamétrico em VPD exibe quatro ondas catddicas (Figura 24, 1), as duas primeiras,
Ic e Ilc, com maior intensidade de corrente, I1lc com uma intensidade menor, e I\V¢ apresentou-
se muito discreta, relativas a reducdo da funcdo nitroaromatica. Entdo, observa-se que a LQB-
569 apresenta perfil eletroquimico em VPD distinto do precursor estrutural LQB-109, o qual
como ja relatado, exibe um comportamento com duas ondas catddicas bem proximas (Ic e I1c)
em potenciais bastante negativos (Figura 24, 111, Tabela 6), diferente ao observado para a LQB-

569, assim como relatado anteriormente em VC.
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Nos VPDs registrados para as demais nitronitronas LQB-484, LQB-534 e LQB-304
(Figura 24, VII — IX), assim como relatado para a LQB-303, todas as nitronitronas exibiram
perfis semelhantes aos obtidos em VC (Figuras 15, Il e 22 I-1ll), cujos voltamogramas
apresentaram duas ondas principais: Ic com elevada intensidade de corrente, e Ilc um pouco
menos intensa. Dessa maneira, foram observados perfis semelhantes para 0s compostos nas

duas técnicas eletroquimicas: VC e VPD.

5.1.2 Experimentos espectroeletroquimicos - reducéao

A fim de confirmar o mecanismo de reducdo proposto a partir dos perfis voltamétricos
obtidos, bem como esclarecer as mudancgas estruturais das espécies eletrogeradas apés reducéo,
0 composto LQB-303 e seus precursores foram analisadas por meio da técnica de
espectroeletroquimica na regido do UV-Vis, em acetonitrila + TBAPFg, 0,1 mol L, utilizando
0 modo cinético de coleta de espectros do espectrofotdmetro. Os espectros na regido do UV-
Vis foram registrados durante a redugio da amostra em concentragdo de 1,0 mmol L.

O espectro de absor¢do da LQB-303 (Figura 25, A, linha preta) exibe duas bandas de
absorc¢éo principais: um pico de intensidade elevada em 380 nm e outro de maior energia, porém

menor intensidade em 295 nm. Uma banda de menor intensidade é observada em 240 nm.
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Figura 25 — (—) Espectros iniciais na regido UV-Vis em acetonitrila + TBAPFs, 0,1 mol L™, (caminho 6ptico
de 1 cm), dos compostos LQB-303, 5-nitro-2-furaldeido e LQB-109 (¢ = 1 mmol L7%).
Experimentos espectroeletroquimicos, no eletrodo de trabalho de rede de Pt. (—) (—) Espectros
na regido do UV-Vis durante a reducéo para os compostos LQB-303 (faixa de varredura de 0 a
-1,6 V) (A), 5-nitro-2-furaldeido (faixa de varredura de 0 a -2,0 V) (B) e LQB-109 (faixa de
varredura de 0 a -2,3 V) (C), com a linha vermelha representando a varredura final. (—) (—)
Espectros na regido do UV-Vis obtidos durante a aplicacdo por 180 s do potencial de reducéo
de -09V (D), -15V (E), -0,7V (F), -1,1 V (G), -20 V (H) e -2,2 V (I), com a linha vermelha
representando a varredura final.
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Fonte: Autora, 2022.

Enquanto o precursor 5-nitro-2-furaldeido exibe um espectro inicial com duas bandas
(Figura 25, B, linha preta), sendo uma de mais alta energia e absor¢cdo maxima em 220 nm,
seguida por uma segunda onda em 305 nm. J& a nitrona LQB-109 também exibe um perfil
espectroeletroquimico inicial com duas bandas de absorcdo (Figura 25, C, linha preta), a
primeira de maior energia, em 205 nm, relativa a transi¢des - m*, seguida por uma segunda
com absorcdo maxima em 295 nm, assim como observado para a LQB-303. As duas bandas
podem ser associadas a funcdo nitrona, assim como relatado por Kubota e colaboradores (1963).

A Figura 25A ilustra a variacdo dos espectros de absor¢do de UV-Vis conforme o
potencial do eletrodo de trabalho é varrido no sentido catédico. A reducdo da LQB-303 no
potencial 0 a -1,6V provocou um aumento na intensidade da onda em 240 nm, diminuicdo na
intensidade da banda de absorcdo em 380 nm, seguidas de uma cauda em 775 nm. Enquanto a

banda em 295 nm ndo sofreu modificagoes.

J& nos espectros da LQB-303 obtidos a partir da aplicagdo por 180 s dos potenciais de

reducédo da primeira (-0,9 V) (Figura 25, D) e segunda ondas (-1,5 V) (Figura 25, E) catddicas
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observadas nos estudos eletroquimicos, pode-se verificar que a banda localizada em 380 sofre
decaimento bastante acentuado. J& o ombro em 219 nm e a banda em 297 nm, durante a
aplicagédo dos dois potenciais de reducdo, sofrem deslocamento batocromico; as duas bandas
aumentam de intensidade ao aplicar-se o primeiro potencial de redugédo (-0,9 V). Durante a
aplicacdo do potencial de redugdo mais negativo (-1,5 V), observa-se aumento do ombro em
219 nm, aparecimento de um ombro em 240 nm e reducdo de intensidade da segunda banda,
em 297 nm, decorrente da reducdo da funcédo nitrona. A reducéo das bandas em 297 e 380 nm
e aparecimento dos ombros em 219 e 240 nm sugerem respectivamente a reducdo dos grupos
funcionais eletroativos da molécula e formacao de seus produtos de reducéo.

Em contraste, o 5-nitro-2-furaldeido exibe um perfil espectroeletroquimico
marcadamente diferente na reducéo (Figura 25, B). Ao longo da reducao, na faixa de 0 a -2,0V,
observa-se leve diminui¢do de intensidade da banda em 220 nm, decorrente da reducgédo do
grupo nitro; elevada reducdo da intensidade da segunda banda, em 305 nm, seguidas pelo
aparecimento de um ombro em 362 nm, uma banda em 423 nm e uma cauda em 493 nm, o
aparecimento de novos ombros de absorcdo sugere e a formacdo dos produtos de reducao do
grupo nitro.

Ja os espectros obtidos a partir da aplicacdo do potencial -0,7 V (Figura 25, F) relativo
a primeira onda catodica observada nos estudos em voltametria ciclica, mostram
comportamento semelhante. Pode-se considerar a absor¢do em 305 nm a porcéo nitro da
molécula, e sua posterior diminuicdo e deslocamento batocrémico como consequéncia da
reducdo desse grupo. O aparecimento do ombro em 362 nm, uma banda em 246 nm e outra em
423 nm indicam a formacdo de novas especies, provavelmente a formacdo dos produtos de
reducdo do grupo nitro, entre eles o anion radical nitro, de modo semelhante ao observado por

Nufiez-Vergara e colaboradores (2000) nos espectros UV-Vis da nitrofurantoina.

Diferente dos compostos nitrados, durante a reducao, na faixa de 0 a -2,3 V, 0s espectros
da LQB-109 (Figura 25, C) mostram apenas um aumento de intensidade da primeira banda, em
205 nm. A segunda banda, com absorcdo em 295 nm, ndo sofreu modificaces, conforme
observado para LQB-303 (Figura 25, A). Como também, ndo foi observado o surgimento de
novas bandas. Assim, é possivel associar a reducdo da banda em 205 nm a reduc¢éo da nitrona,
conforme observado nos espectros registrados tanto na varredura de 0 a -2,3V (Figura 25, C),
como também nos espectros obtidos durante a aplicacdo do potencial -2,0 V, relativo a primeira
onda catddica (Figura 25, H) dos estudos eletroquimicos. J& durante a aplicacdo do potencial

da segunda onda, observa-se que o espectro inicial (Figura 25, 1, linha preta) possui a mesma
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intensidade de absorvéncia que o espectro final do grafico relativo a aplicagdo do primeiro
potencial (Figura 25, H, linha vermelha). Logo, durante a aplicacdo do segundo potencial, o
aumento da intensidade de absorgdo da primeira banda, em 205 nm (Figura 25, I, linha
vermelha) corresponde a regeneracdo do composto inicial.

Pacheco e colaboradores (2021) avaliaram a atividade leishmanicida de algumas
nitronitronas. Como resultado, LQB-303 e LQB-484 mostraram-se 0S compostos mais
promissores. LQB-303 apresentou potente atividade leishmanicida e excelente bioseletividade.
Nos estudos das nitronitronas contra Leishmania amazonenses (L. amazonenses) destacou-se a
necessidade da presenca de ambos os grupos eletroativos (nitro e nitrona) para obter potente
atividade bioldgica e baixa toxicidade. Como também, haja vista que o mecanismo de acdo dos
compostos nitroaromaticos em nivel molecular ainda ndo esta completamente elucidado, os
autores destacam que certamente envolve ativacdo através da reducdo do grupo nitro
(PACHECO, et al., 2021), seguido pela formacdo do intermediario anion radical, como

demonstrado anteriormente através dos estudos eletroquimicos e espectroeletroquimicos.

5.2 Estudos eletroquimicos em meio apratico - Oxidacao

O comportamento redox de nitronas substituidas e seus precursores (aldeidos
nitroaromaticos, derivados de tiofeno e furano), foi estudado no sentido anddico, na faixa de 0
a +2.2 V por voltametria ciclica e voltametria de pulso diferencial. Os voltamogramas foram
registrados em meio aprotico (acetonitrila + TBAPFg), a fim de mimetizar ambientes lipofilicos

das membranas biolodgicas.

5.2.1 Andlises eletroquimicas por voltametria ciclica — Oxidacéo

Nos VCs obtidos para os compostos estudados, os perfis voltamétricos dos precursores
nitroaromaticos 5-nitro-2-furaldeido e p-nitrobenzaldeido ndo exibiram picos de oxidacao, o
que pode ser observado nos voltamogramas ciclicos (Figura 26, A) e nos voltamogramas de
pulso diferencial (Figura 26, B), registrados. Logo, na faixa 0 a +2,2 V ndo ocorre oxidacdo do

grupo nitroaromatico.
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Figura 26 — (A) Voltamogramas ciclicos (VCs) na regido anddica, para os compostos 5-nitro-2-furaldeido
(1), p-nitrobenzaldeido (I1) em acetonitrila + TBAPFs (0,1 mol L™) (linha cinza). Eletrodo de
carbono vitreo, v =100 mV s?, ¢ = 1 mmol L™. 2 varreduras sucessivas, linha preta - primeira
\1/arredura, linha vermelha — segunda varredura. (B) VPD nas mesmas condi¢fes, v=10mV s
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Fonte: Autora, 2022.

Para os demais compostos, 0s voltamogramas registrados no sentido anddico exibiram
ondas de oxidacdo (Figura 27). As nitronitronas, LQB-569, LQB-484, LQB-534 e LQB-304
exibiram uma onda de oxidacdo (la) de alta intensidade e, no ciclo reverso uma onda de reducéo
(Ic) de baixa intensidade foi observada. Com excecdo da LQB-303, que apresentou duas ondas
de oxidacdo, la e lla, em potenciais préximos, e uma onda de reducdo na contraparte catodica,
Ila, de baixa intensidade. LQB-569 possui dois anéis aromaticos em sua estrutura e apresentou
menor potencial de oxidacdo (Tabela 7), os demais compostos que possuem um anel furanico
ou tiofénico apresentaram potenciais semelhantes e um pouco mais elevados que o da LQB-
569.
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Figura 27 — Voltamogramas ciclicos (VCs) na regido anddica, para os compostos LQB-303 (1), LQB-569

(11), LQB-484 (111), LQB-304 (1V) e LQB-534 (V) em acetonitrila + TBAPFs (0,1 mol L) (linha
cinza). Eletrodo de carbono vitreo, v = 100 mV s, ¢ = 1 mmol L™. (A) 2 varreduras sucessivas,
linha preta - primeira varredura, linha vermelha — segunda varredura. (B) Varreduras com
potenciais de inversdo.
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Tabela 7 — Principais parametros eletroquimicos em Voltametria Ciclica para LQB-109, LQB-569, LQB-
123, LQB-534, LQB-484, LQB-303 e LQB-304, em acetonitrila + TBAPFs (0,1 mol L™). Eletrodo
de carbono vitreo, v =100 mV s, ¢ = 1 mmol L™.

Composto Epla (V) Eplla (V) Epllla(V) Eplc(V) Epllc(V)

1
/0\ PN +1,325 +1,526 - - -
LQB-109

9
A
0N ° +1,446 - - -0,152 -

LOB-569

(0) \N+/
©/ gé— +1,452 +1,765 +2.052 ; ]

LQB-123

ON NP ~Z K +1,774 . . -0,026 -
LQB-534

o
/ Nt
oZNQ\4N$ +1,788 . . +0,026 -

LQB-484

o
\+
OZN’(}\?N\ +1,816 +2,000 - - -0,026

LQB-303

o
\ 4+
OZNQ\?N\ +1,817 . . +0,078 .

LQB-304
Fonte: Autora, 2022.

A partir dos valores da Tabela 7 verifica-se a influéncia do grupo substituinte na
oxidacdo das nitronitrona LQB-303, LQB-304, LQB-534 e LQB-484. Dentre estas, LQB-534
e LQB-484 possuem menores potenciais de oxidacdo que as outras duas nitronitrona, o que esta
relacionado a presenca do grupo terc-butil em suas estruturas, por ser um grupo eletrodoador,
o terc-butil aumenta a energia do HOMO e consequentemente facilita a oxidacdo das nitronas,
quando comparado ao grupo metil, que ndo apresenta efeito eletrodoador como o terc-butil.
Como consequéncia, as nitronitronas metiladas LQB-303 e LQB-304 oxidam com maior
dificuldade que LQB-534 e LQB-484.

Dentre as nitronas estudadas, LQB-109 e LQB-123, compostos nao nitrados,
apresentaram duas (la e 11a) e trés ondas (la, Ila e I11a) de oxidacao irreversiveis (Figura 28, | e

I1), respectivamente, e ndo apresentaram ondas de reducdo no ciclo reverso. Logo, pode-se
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associar o pico de redugdo no ciclo reverso a presenca do grupo nitro na estrutura, pois 0s
compostos nitrados exibiram pico de reducdo, apds o processo de oxidagdo, enquanto 0s ndo
nitrados ndo apresentaram pico de reducao.

Figura 28 — Voltamogramas ciclicos (VCs) na regiao anddica, para os compostos LQB-109 (I) e LQB-123
(I1) em acetonitrila + TBAPFs (0,1 mol L™) (linha cinza). Eletrodo de carbono vitreo, v = 100
mV s, ¢ = 1 mmol L™ (A) 2 varreduras sucessivas, linha preta - primeira varredura, linha
vermelha — segunda varredura. (B) Varreduras com potenciais de inversao.
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Fonte: Autora, 2022.

Ao comparar os perfis voltamétricos das nitronas, LQB-569, LQB-484, LQB-303,
LQB-534, LQB-304, LQB-109 e LQB-123, com seus precursores, 5-nitro-2-furaldeido e p-
nitrobenzaldeido, associa-se a nitrona a funcéo que sofre oxidacdo, com aparecimento dos picos
nos voltamogramas no sentido anddico, uma vez que 0S precursores possuem apenas 0 grupo
nitro em sua estrutura e nao exibiram picos de oxidacdo nos voltamogramas registrados (Figura
26, 1, 1. Logo, na faixa 0 a +2,2 V ndo ocorre a oxidagdo da funcéo nitroaromatica, mas sim a

oxidagdo da nitrona.
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Pode-se ainda analisar o efeito do grupo nitro na oxidagéo. LQB-109 e LQB-123, sendo
compostos ndo nitrados apresentaram menores valores de potencial de oxidacdo (Epla, Tabela
7), quando comparados aos valores obtidos para as nitronitronas, os quais foram superiores.
Portanto, pode-se considerar que o grupo nitro dificulte a oxidacdo da nitrona, uma vez que ele
é um grupo eletrorretirador, logo, a presenga de grupo eletrorretirador na molécula reduz a
energia do HOMO e consequentemente dificulta a oxidacdo do composto nitroaromatico. Para
a nitronitrona LQB-569, a qual possui dois anéis aromaticos em sua estrutura, observa-se um
baixo potencial de oxidacdo e préximo daqueles encontrados para as nitronas LQB-109 e LQB-
123, isso sugere que a presenca dos dois anéis aromaticos mantém o grupo nitro mais distante
da funcdo que seré oxidada, a nitrona, logo, essa distancia faz com que o nitro ndo exerca esse
efeito de dificultar a oxidacao da nitrona (KUHN; VON ESCHWEGE; CONRADIE, 2012).

Para todos os voltamogramas das Figuras 27, A e 28, A, ao comparar a linha preta que
representa a primeira varredura com a linha vermelha que corresponde a segunda varredura,
nenhuma modificacdo em varreduras sucessivas € observada. Logo, produtos de oxidagéo

estaveis parecem ter sido formados.

5.2.2 Analises eletroquimicas por voltametria de pulso diferencial — Oxidagéo

VPDs no sentido anddico foram registrados para confirmar os perfis voltamétricos das
nitronas. A Figura 29 mostra que os perfis das nitronas em voltametria de pulso diferencial
foram semelhantes aos observados em voltametria ciclica (Figuras 27 e 28). Os compostos
LQB-569, LQB-484, LQB-534, LQB-304, exibiram uma onda de oxidacdo, la, de alta
intensidade de corrente, LQB-303 exibiu a primeira onda de oxidacéo, la, com alta intensidade,
e uma segunda onda, Ila, menos proeminente. Para 0os compostos ndo nitrados, LQB-109 e
LQB-123, observou-se duas e trés ondas, respectivamente. Para LQB-109, la mostrou-se
discreta e Ila mais intensa, LQB-123 apresentou as trés ondas em potenciais proximos, sendo

la a menos intensa e Illa a de maior intensidade.
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Figura 29 — Voltamogramas de Pulso Diferencial (VPDs) na regido anddica para os compostos LQB-109,
LQB-123, LQB-303, LQB-569, LQB-484, LQB-304 e LQB-534 (linha preta) em acetonitrila +
TBAPFs (0,1 mol L ™) (linha cinza). Eletrodo de carbono vitreo, v =10 mV s?, ¢ =1 mmol L™
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Fonte: Autora, 2022.

5.2.3 Experimentos espectroeletroquimicos - Oxidacao

A fim de confirmar o mecanismo de transferéncia de elétrons, as mudancas estruturais
das espécies eletrogeradas ap0s a oxidagdo foram analisadas por meio da técnica de
espectroeletroquimica na regido do UV-Vis, em acetonitrila + TBAPFg, 0,1 mol L, utilizando
0 modo cinético de coleta de espectros do espectrofotdmetro. Os espectros na regido do UV-
Vis foram registrados durante a reducdo de 1,0 mmol L de amostra. Os espectros iniciais
(Figura 30, linha preta) foram registrados e praticamente ndo ocorreram mudancas com relacao

aos registrados anteriormente nos estudos espectroeletroquimicos de reducédo (Figura 25).



82

Figura 30 — (—) Espectros iniciais na regido UV-Vis em acetonitrila + TBAPFs 0,1 mol L (caminho dptico
de 1 cm), dos compostos LQB-303, 5-nitro-2-furaldeido e LQB-109 (¢ = 1 mmol L?).
Experimentos espectroeletroquimicos, no eletrodo de trabalho de rede de Pt. () (—) Espectros
na regido do UV-Vis durante a oxidagdo para os compostos LQB-303 (faixa de varredura de 0
a +1,8 V) (A), 5-nitro-2-furaldeido (faixa de varredura de 0 a +1,8 V) (B) e LQB-109 (faixa de
varredura de 0 a +1,6 V) (C), com a linha vermelha representando a varredura final. () (—)
Espectros na regido do UV-Vis obtidos durante a aplicagdo por 180s do potencial de oxidacao
do 5-nitro-2-furaldeido de +1,8 VV (D) e da LQB-109 de +1,4 V (E) e +1,6 V (F), com a linha
vermelha representando a varredura final.
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Fonte: Autora, 2022.

O espectro de absorcdo da LQB-303 (Figura 30, A, linha preta), exibe duas bandas
principais de absor¢do: um pico de intensidade elevada em 380 nm e outro de maior energia,
porém de menor intensidade em 300 nm. O precursor 5-nitro-2-furaldeido exibe um espectro
inicial com duas bandas (Figura 30, B, linha preta), sendo uma de mais alta energia e absorcéo
maxima em 222 nm, seguida por uma segunda onda em 300 nm, de intensidade um pouco
menor. Ja a nitrona LQB-109 também exibe um perfil espectroeletroquimico inicial com duas
bandas de absorcéo (Figura 30, C, linha preta), a primeira e com maior energia, em 205 nm,
relacionada a transigdes m- m*, e uma segunda banda com absor¢ao maxima em 295 nm. As
duas bandas podem ser associadas a funcéao nitrona, do mesmo modo como relatado por Kubota
e colaboradores (1963).

A Figura 30, A ilustra a variacdo dos espectros de absorcdao de UV-Vis conforme o
potencial do eletrodo de trabalho € varrido no sentido anddico. A oxidacdo da LQB-303 no
potencial 0 a +1,8V provocou uma reducao discreta na intensidade da onda em 300 nm, e leve
aumento na intensidade da banda de absor¢do em 380 nm.

Por outro lado, os espectros registrados durante a aplicacdo do potencial de oxidacéo da
primeira onda catddica de oxidacdo (+1,8V) (obtida a partir dos estudos eletroquimicos
realizados anteriormente) demonstraram intensas modificacdes no perfil espectroeletroquimico
da LQB-303 (Figura 30, D). Observou-se reducdo substancial e quase desaparecimento da
banda em 380 nm, aparecimento de uma nova banda em 220 nm, como também o aumento da
intensidade da banda em 300 nm. Pode-se associar a reducdo da onda em 380 nm a oxidacao
da nitrona e o aparecimento da nova banda em 220 nm a geracdo de novas espécies, ou a quebra
da nitrona, regenerando o aldeido. Afirma-se que houve oxidac&o da nitrona, formando o radical

e a seguir o cation e ndo do grupo nitroaromatico, haja vista que nos espectros do 5-nitro-2-
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furaldeido registrados durante a varredura no sentido anddico, faixa de 0 a +1,8V, nao foram
observadas varia¢Oes nos espectros registrados, 1ogo, ndo ocorreu alteracédo estrutural, seja por
oxidacdo do grupo nitro ou uma quebra. Portanto, para as duas nitronas, LQB-303 e LQB-1009,
pode-se afirmar que ocorreu oxidagdo da porcao nitrona, com possivel formacao do aldeido de
partida, como esquematizado na Figura 31.

Figura 31 — Possivel mecanismo de oxidacao para a nitronitrona LQB-303.

( N\
Nitrona
Lq ?\4. -le” ?\4.
/ \ /N+\ < ﬂ\/N\ — > /@\/N\
O,N o < O,N 0 / O,N 0 s
LQB-303 i i}
-le

A
e — Dk
: : O,N ¥

()
2.1 222 nm 5-nitro-2-furaldeido V\
18- 300 nm == Produto de oxidagdo da LQB-303| 1 H,0
i 5 ’ H residual e
E $ 1 .5 . E
i § 129 i / \ Redug:ﬁoT
18 0.9 : 0:N" o + CH;NO
12 0.6 : OH
v <
0.31 Oxidacio
0.0 - "+ :
200 300 400 500 600 700 800 900;
Wavelength (nm) /\ H
_______________________________________________________ : 0NN
(0]
5-nitro-2-furaldeido
L J

Fonte: Autora, 2022.

De maneira semelhante ao observado para a LQB-303, nos espectros registrados durante
a varredura no sentido anddico, de 0 a +1,6V, para a LQB-109 observou-se uma leve reducao
da intensidade da banda em 205 nm. J& nos espectros registrados durante a aplicacdo dos
potenciais dos picos anddicos, +1,4V (Figura 30, E) e +1,6V (Figura 30, F), ocorreram maiores
modificacbes no perfil espectroeletroquimico da LQB-109. Houve o aparecimento de uma nova
banda em 225 nm, proxima a banda observada para a LQB-303 (220 nm), o aparecimento de
um ombro em 350 nm e, durante aplicacdo do segundo potencial, houve também leve reducdo

e deslocamento batocrdmico da onda em 295 nm. Logo, a reducdo da banda em 295 nm pode
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estar relacionada a oxidacéo da nitrona, e as novas bandas que surgiram sdo os produtos gerados
a partir da oxidacdo da nitrona LQB-109. Uma definicdo completa do mecanismo exige
realizacdo de eletrdlises e caracterizacdo dos produtos formados.

5.3 Avaliacéo da capacidade antioxidante

N&o hd um procedimento metodoldgico universal para a avaliacdo da capacidade
antioxidante in vitro de compostos biologicamente ativos. Logo, é necessario fazer uso de
diferentes ensaios no estudo da capacidade antioxidante, com diversos fundamentos, espécies
ativas e mecanismos de agéo (NIKI, 2010). Dessa maneira, nesse trabalho foram realizados os
ensaios de DPPH" e FRAP, a fim de avaliar a capacidade antioxidante das amostras em estudo.
O método de DPPH" foi escolhido por ser um método simples, com condigdes experimentais
amenas, cujos reagentes necessarios sao apenas DPPH" e a substancia antioxidante em estudo
sendo muito relatado na literatura (SIRIVIBULKOVIT; NOUANTHAVONG; SAMEENOI,
2018). Ja o ensaio FRAP investiga o poder redutor dos compostos, logo como o poder
antioxidante dos compostos esta relacionado com sua habilidade antioxidante, utilizou-se este
método a fim de avaliar o poder redutor dos compostos em analise (FERRAZ et al., 2017). O
ensaio FRAP destaca-se pela alta preciséo e sensibilidade na avaliacdo da atividade antioxidante
(APAK; CAPANOGLU; SHAHIDI, 2018). Sua execucdo € simples, rapida, de baixo custo,
ndo exige equipamentos muito especializados e utiliza reagentes estaveis e com baixa
toxicidade (APAK; CAPANOGLU; SHAHIDI, 2018).

5.3.1 Capacidade antioxidante frente ao radical DPPH*

Foram obtidos os valores de porcentagem de atividade sequestradora de radicais
(%RAS), de acordo com a concentracao da amostra, para o sequestro do radical DPPH" para os

compostos estudados, os valores obtidos encontram-se na Tabela 8.
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Tabela 8 — Valores de %RSA obtidos para os compostos estudados.

25 50 100 150 200 300 Média
Composto pmol pmol pmol pmol pmol pmol pmol
L1 Lt Lt Lt L1 L1 L1
RAS %

-
A N N 1862+ 1804+ 2088+ 2084+ 2150+ 2361+ 2058+

0" o 0,96 0,88 1,98 144 1.21 0,57 202
LQB-303
o

,(Lfvt 2274+ 2267+ 2243+ 2293+ 2271+ 2349+ 2283+

0N 0,91 1,01 1,07 1,34 0,80 1,52 0,36
LQB-304

-
ONﬂ\é}v’% 2307+ 2228+ 2201+ 2218+ 21,14+ 2291+ 2227+
N o 201 08 063 09 136 130 069

LQB-484

o
/ \ _N._ 3513+ 3508+ 3556+ 37,09+ 3673 37,25+ 3635%
0 384 401 459 376 +38 38 089
LQB-109

o b
@ﬁg_ 1900+ 1832+ 1798+ 1851+ 16,73+ 1889+ 1824+
LOB-123 8,22 9,15 5,92 6,16 8,94 8,07 0,83

/ N\
OZN/Q\YX 10,14+ 11,32+ 10,11+ 1324+ 1180+ 11,84+ 12,58+
5-nitro-2- 0,60 0,53 2,03 0,60 2,01 1,68 1,30

furaldeido

(0]
/Q)LH 2064+ 2191+ 20,10+ 2052+ 20,62+ 21,86+ 2094+
ON 0,75 2,47 1,00 0,53 0,79 2,71 0,76
p-nitrobenzaldeido
-
Q/Q\)‘i 23,26+ 2440+ 2237+ 22,69+ 2164% 2781+ 22,66+
ON 1,43 2,47 1,91 1,92 1,36 8,12 0,89
LQB-569
Fonte: Autora, 2022.

Conforme demonstrado na Tabela 8, os valores de %RAS obtidos para todos o0s
compostos foram entre 10,14 — 37,25%, ou seja, 0s compostos estudados apresentam baixa
capacidade de sequestro do DPPH®, mas com valores comparaveis aos valores da literatura
(FERRAZ et al., 2017; MARANO et al.,, 2021). O 5-nitro-2-furaldeido o composto que
apresentou a menor capacidade antioxidante, e a nitrona LQB-109 apresentou a maior
capacidade antioxidante dentro os compostos estudados. Observa-se entdo que a presenga do

grupo nitro, sendo um grupo eletrorretirador, reduz a percentagem de sequestro do radical
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DPPH’, como no 5-nitro-2-furaldeido. Enquanto a LQB-109, um composto nao nitrado, ndo
apresenta o efeito eletrorretirador do grupo nitro, logo, possui a maior capacidade antioxidante
dentre os compostos analisados.

Jiménez-Almarza e colaboradores (2019) avaliaram a capacidade antioxidante da
nitrona PBN (¢ = 100 pmol L) frente ao radical DPPH", como resultado, o PBN apresentou
valor de porcentagem de captura do radical DPPH" igual a 12%, logo, os compostos estudados
nesse trabalho apresentam valores comparaveis aos da literatura, além de possuirem maior

capacidade antioxidante em comparagédo ao PBN.

5.3.2 Capacidade antioxidante redutora de ferro (FRAP)

As nitronitronas e seus precursores foram investigados em relacdo a capacidade
antioxidante através da reducdo de Ferro (Ill). Os resultados foram obtidos em mg de
equivalente Trolox (mg ET) por mol do composto estudado e variaram entre 126,86 - 196,84
mg de ET/mol do composto. Os valores expressos na Tabela 9 mostram que os valores obtidos
para o ensaio FRAP variaram de 126,86 a 196,84 mg de ET/mol do composto. Dentre 0s
compostos estudados, o nitroaromatico p-nitrobenzaldeido obteve o menor poder redutor de

Ferro (111), e a nitronitrona LQB-123 apresentou o maior poder redutor de Ferro.

Tabela 9 — Valores de capacidade antioxidante redutora de ferro obtidos para 0os compostos estudados.

mg de ET/mol do
composto

Composto

o

/Q)LH 126,86 + 6,93
O,N

2

p-nitrobenzaldeido

.
\ 4
OZN@\éN\ 133,68 + 7,11

LQB-304

Y
/ N
OZNQ\éN\ﬁ 136,68 + 2,36

LQB-534

o
/ Nt
OZNQ\%“\ 140,71 + 9,61

LQB-303

/ \_ u
0NN, 145,44 + 7,94

(0]
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5-nitro-2-furaldeido

-
\+
OZNQ\%‘I$ 151,01 + 8,51

LQB-484
o7 T 162,94 + 21,05

~ 165,65 + 6,21
LQB-109

o S
O 7%, 19ssax1190

LQB-123

Fonte: Autora, 2022.

Assim, ao analisar os valores da Tabela 9, pode-se observar que 0os compostos nitrados
apresentaram menores valores de capacidade antioxidante no ensaio FRAP, enquanto as
nitronas LQB-123 e LQB-109, compostos nédo nitrados, obtiveram os melhores resultados para
reducdo de Ferro (111). Isso pode ser explicado pelo grupo nitro exercer efeito eletrorretirador,
logo, grupos eletrorretiradores diminuem a energia do HOMO e, consequentemente se oxidam
com mais dificuldade. Uma vez que na reducdo do Ferro (Il11) ocorre a oxidacdo desses
compostos, aqueles que apresentam grupo nitro em sua estrutura possuem menor capacidade
de sofrer oxidacdo e, portanto, de reduzir o Ferro (I11). Isso explica os menores valores de
capacidade antioxidante para 0os compostos nitrados.

Como na nitronitrona LQB-569, o grupo nitro encontra-se distante da funcdo nitrona,
devido a presenca dos dois anéis aromaticos em sua estrutura, ele ndo exerce o efeito
eletrorretirador na funcdo nitrona, logo, ndo dificulta sua oxidacao, por isso seus valores de
reducdo do Ferro (111) estdo proximos aos obtidos para as nitronas LQB-109 e LQB-123.

Como as nitronas s@o conhecidas por sua capacidade antioxidante, os resultados obtidos
acerca do poder redutor de Ferro confirmaram a maior capacidade antioxidante das nitronas,
em relacdo aos seus derivados nitrados.

Pode-se ent&o relacionar os potenciais de oxida¢do dos compostos com suas atividades
antioxidantes. Ao realizar os estudos eletroquimicos de oxidacdo, observa-se que compostos

que apresentam somente o grupo nitro (5-nitro-2-furaldeido e p-nitrobenzaldeido) nao sofrem
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oxidacdo, pois ndo apresentaram pico em seus voltamogramas. J& nos compostos que
apresentam a nitrona, observa-se a oxidacdo dessa fungdo. Na Tabela 7, observa-se menores
potenciais de oxidacdo para compostos nédo nitrados, eles oxidam com maior facilidade quando
comparados aos compostos nitrados. Da mesma maneira como observado nos estudos de
avaliacdo capacidade antioxidante realizados (capacidade antioxidante redutora de ferro
(FRAP) e frente ao radical DPPH"). No ensaio de captacdo do radical DPPH" o0 5-nitro-2-
furaldéido apresentou menor capacidade antioxidante, enquanto a nitrona ndo nitrada LQB-109
apresentou a maior capacidade antioxidante frente ao radical DPPH" (Tabela 8). Ja no ensaio
FRAP o nitroaromatico p-nitrobenzaldeido apresentou o menor poder redutor de ferro, ao passo
que a nitrona LQB-123 foi 0 composto que apresentou a maior capacidade redutora de ferro.
Portanto, pode-se considerar que o grupo nitro dificulta a oxidacdo da nitrona, e
consequentemente, reduz a atividade antioxidante dos compostos. Haja vista que quanto maior
a facilidade de oxidacdo, ou seja, menores 0s potenciais dos picos de oxidacdo, maior a
capacidade antioxidante dos compostos.

6 Estudo das propriedades dpticas por espectrofotometria no UV-Vis

6.1 Estudo das propriedades Opticas de LQB-303, LQB-109, LQB-304, LQB-569 e 5-nitro-2-

furaldeido por espectrofotometria no UV-Vis

As propriedades opticas das nitronitronas e seus derivados foram investigadas através
das medidas de absorvéncia dos compostos, em diferentes solventes e em diferentes
concentracgdes, na faixa de comprimento de onda de 190 a 900 nm.

Para a nitronitrona LQB-303, os espectros de absor¢do foram registrados em diferentes
solventes: DMF, acetonitrila, etanol e metanol (Figura 32). Nos quatro solventes, 0s espectros
da LQB-303 exibem duas bandas de absorc¢éo principais, em comprimentos de onda proximos:
uma banda de maior intensidade em comprimentos de onda superiores a 367 nm e outra banda
mais energética, porém com menor intensidade de corrente, proxima a 290 nm. Os valores de

comprimentos de onda obtidos em cada solvente encontram-se na Tabela 10.
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Figura 32 — Espectros iniciais na regido do UV-Vis para LQB-303 em (—) DMF, (—) acetonitrila, (—) etanol
e (—) metanol, ¢ =1.10° mol L™* (A), ¢ =5.10° mol L* (B), ¢ =1.10®° mol L*(C), ¢ =5.10° mol L*
(D), ¢ =1.10"* mol L™ (E), caminho 6ptico de 1 cm.
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Tabela 10 - Dados espectroscopicos na regido do UV-Vis para a LQB-303 em DMF, acetonitrila, etanol e
metanol, caminho Optico de 1 cm.

Concentracdo | 10°mol LY 5.10°mol LY 1.10°mol LY 5.10°mol L 1.10™ mol L™

Solvente  jinm AZnm AYnm A¥nm  AYnm  A2nm AYnm AZnm AYnm AZnm

DME 281 389 287 392 287 392 290 392 292 392

Acetonitrila 291 385 289 384 292 384 292 384 293 384
Etanol 289 367 290 368 289 367 289 367 289 367

Metanol * * * * * * * * 289 365

* Estudo ndo realizado.
Fonte: Autora, 2022.

Desse modo, investigou-se o0 efeito do solvente no perfil espectrofotométrico da LQB-
303 em cinco concentracdes diferentes: 1.10° mol L, 5.10° mol L%, 1.10° mol L?, 5.10°°,
mol L e 1.10* mol L (Figura 32). Os solventes: DMF, acetonitrila e etanol foram utilizados
nas quatro menores concentragdes; ja na concentracdo 1.10* mol L™ além dos solventes
anteriores, foi utilizado também metanol. Como resultado, em todos os espectros registrados
observou-se manutencgédo do perfil espectrofotométrico da LQB-303 ao variar o solvente, com
a presenca das duas bandas principais de absorcdo e apenas pequenas variacbes nos
comprimentos de onda das bandas. Conforme observa-se na Figura 32, ao comparar 0S
espectros registrados numa mesma concentracao, variando o solvente. Logo, a0 comparar 0s
espectros, independente da concentracdo avaliada, percebe-se que a mudanca de solvente ndo
ocasionou grandes modificacdes no perfil espectrofotométrico da LQB-303.

Analisou-se a influéncia da concentracdo na razdo da absorcdo entre a segunda e a
primeira banda, para cada solvente utilizado. Como resultado, nos estudos feitos em DMF
observa-se aumento gradual na razdo de absorc¢do entre as duas bandas, conforme aumenta-se
a concentracdo utilizada (Tabela 11). De maneira semelhante, em etanol, a razdo absorcao
banda 2/banda 1 mostrou tendéncia de aumento conforme a concentracdo da solucdo
aumentava. Ja em acetonitrila ndo houve uma correcdo linear entre a razéo de absorc¢éo entre as

bandas, apenas pequenas varia¢les entre as concentracfes. (Tabela 11).



Tabela 11 - Raz&o de absorcéo banda 2/banda 1.
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Solvente  110°molL? 5.10°molL* 1.105molL? 5.10°molL? 1.10*mol L
DMF 2.11111 3.07273 4.11385 4.82851 5.42631
Acetonitrila 3.31863 4.70205 4.36232 4.88368 4.27039
Etanol 45 4.94937 4.88782 5.08214 5.12557

Fonte: Autora, 2022.

Utilizando os solventes DMF, acetonitrila e etanol avaliou-se, em cada solvente, o efeito

da concentracdo no perfil espectrofotométrico da LQB-303. Foram utilizadas cinco
concentragdes diferentes: 1.10° mol L2, 5.10° mol L, 1.10° mol L%, 5.10° mol Lt e 1.10*
mol L. Ao analisar os espectros na Figura 33 observa-se, nos trés solventes utilizados, o

aumento da absorvéncia das duas bandas conforme aumenta-se a concentracdo da amostra.

Figura 33 — Espectros iniciais na regido do UV-Vis para LQB-303 em DMF (A), acetonitrila (B) e etanol

(C), em diferentes concentragdes: (—) ¢ = 1.10° mol L?, (—) ¢ =5.10° mol L, (—) ¢ = 1.10° mol
LY (—) c=5.10°mol L*, (—) ¢ =1.10* mol L™, caminho 6ptico de 1 cm.
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Também foram investigados os perfis espectrofotométricos dos compostos LQB-109,
LQB-569, LQB-304 e 5-nitro-2-furaldeido, em acetonitrila. Para todas os compostos, os perfis
exibiram pelo menos uma banda de absorcdo de mais alta intensidade. Os espectros de absor¢édo
da nitrona LQB-109 apresentam uma Unica banda de absorcdo, em comprimento de onda de
302 nm (Figura 34, A). Ja a LQB-569 que apresenta tanto o grupo nitro, como a fungéo nitrona
e dois anéis aroméaticos em sua estrutura, possui uma banda de maior intensidade de absorcéo,
em 391 nm e dois ombros, com maior energia, porém menor intensidade, em 240 e 320 nm
(Figura 34, B). A nitronitrona LQB-304, difere da LQB-303 apenas pelo heterodtomo do anel
e, nos espectros de absorcdo do derivado tiofénico (LQB-304) observa-se a presenca de duas
bandas principais de absorcdo (Figura 34, C), da mesma maneira ao que foi relatado com o
derivado furanico (LQB-303, Figura 32), porem, diferente desta, o perfil espectrofotomeétrico
da LQB-304 possui ainda dois ombros de absor¢do de baixa intensidade em 215 e 300 nm.
Diferente das anteriores, o 5-nitro-2-furaldeido apresenta espectro de absor¢ado com apenas duas
bandas de elevada intensidade, em 222 e 302 nm (Figura 34, D).

Figura 34 — Espectros na regido do UV-Vis para LQB-109 (A), LQB-569 (B), LQB-304 (C) e 5-nitro-2-
furaldeido (D) em acetonitrila, em diferentes concentragdes: (—) ¢ = 1.10° mol L?, (—) ¢ =
5.10° mol L%, (—) ¢ = 1.10° mol L?, (—) ¢ =5.10° mol L%, () ¢ = 1.10* mol L*, caminho
Opticode 1 cm.
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Investigou-se o efeito da concentracdo nos espectros de absor¢do dos compostos: LQB-
109, LQB-569, LQB-304 e 5-nitro-2-furaldeido. Foram utilizadas cinco concentracfes
diferentes: 1.10° mol L, 5.10° mol L, 1.10° mol L%, 5.10°, mol L™ e 1.10* mol L 1. Como
resultado, assim como relatado nos espectros da LQB-303 (Figura 33), observa-se para todos
0s compostos um aumento da intensidade da absorvéncia das bandas conforme aumenta-se a
concentragdo do analito (Figura 34).

Pode-se observar que ao comparar os perfis espectrofotométricos das nitronitronas
LQB-303, LQB-304 e 5-nitro-2-furaldeido (Figura 35), observa-se que todas apresentam em
comum uma banda de elevada intensidade em comprimento de onda de cerca de 400 nm, a qual
ndo esta presente nos espectros do nitroheteroaromatico 5-nitro-2-furaldeido e da nitrona LQB-
109. Assim como foi observado nos estudos espectroeletroquimicos realizados com a LQB-303

(Figura 33). Logo, pode-se associar essa banda préxima de 400 nm resultante da presenca dos

dois grupos funcionais: nitro e nitrona.

Figura 35 - Espectros na regido do UV-Vis para LQB-303 (—), LQB-304 (—), LQB-569 (—), LQB-109 (—
) e 5-nitro-2-furaldeido () acetonitrila (caminho éptico de 1 cm), ¢ =1.10* mol L.
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6.2 Avaliacédo da reatividade de nitronas frente 0 DDQ por espectrofotometria no UV-Vis

Os complexos de transferéncia de carga sdo formados a partir da reacdo entre doadores
(agem como base de Lewis) contendo heteroatomos e aceptores de elétrons (agem como acidos
de Lewis), particularmente as quinonas, como o DDQ. Pesquisadores estudam esse tipo de
interacdo a fim de quantificar moléculas doadoras, como diversos farmacos, além de melhor
compreender os mecanismos de acdo de compostos biologicamente ativos. Os complexos de
transferéncia de carga apresentam alta absortividade molar. Uma caracteristica comum em seus
espectros é a presenca de bandas de absorcéo na faixa do visivel, em comprimentos de onda
nos quais doador e aceptor ndo absorvem. Essas bandas de absor¢do decorrem de transi¢es
eletronicas a partir do doador (HOMO) para um orbital do aceptor (LUMO).(BERTO et al.,
2015; CALATAYUD; ZAMORA, 2019; MOHAMED et al., 2017). Tem sido relatado na
literatura a formacdo de complexo de transferéncia de carga entre nitronas e aceptores de
elétrons, como o0 DDQ (NOUR-EL-DIN, 1985).

Diante disso, foi estudada a interacdo entre as nitronas LQB-109 e LQB-303 com o
DDQ, a fim de verificar se ocorre a formacado de um complexo de transferéncia de carga entre
LQB-109 e LQB-303 que apresentam o grupo nitrona e poderiam atuar como doadores de
elétrons, e 0 DDQ o qual é um aceptor de elétrons.

Para investigar a interacdo entre DDQ e LQB-109 foi necessario, primeiro, conhecer 0s
perfis espectrofotométricos dos dois compostos. Assim, foram realizadas as medidas de
absorcdo do DDQ e da LQB-109 em acetonitrila na faixa de comprimento de onda de 190 a
900 nm. Como os dois compostos possuem grupos funcionais diferentes em suas estruturas, 0s
espectros registados ndo apresentaram semelhancas em suas bandas. A LQB-109 apresentou
apenas uma banda de elevada intensidade em 302 nm, como ja relatado (Figuras 34, A). Ja o
DDQ apresentou perfil com duas bandas de absorcdo principais, de elevada intensidade, em
208 e 279 nm (Figura 36). Observa-se ainda que cada banda é composta por um ombro de
intensidade um pouco menor, como observado em 225 e 271 nm. Uma “cauda” pouco

energética e com baixa intensidade de absorcdo aparece em 366 nm.
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Figura 36 — Espectros na regido do UV-Vis para o DDQ, em acetonitrila, em diferentes concentracgdes: (—)
¢=110°mol L, (—) ¢ =5.10%mol L?, (—) ¢ =1.10° mol L?, (—) ¢ =5.10°mol L%, () c =
1.10* mol L™, caminho 6ptico de 1 cm.
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Fonte: Autora, 2022.

Foi investigado o efeito da concentracéo nos espectros de absor¢do do DDQ e da LQB-
109. Foram utilizadas cinco concentracdes diferentes: 1.10° mol L, 5.10° mol L, 1.10° mol
L, 5.10° mol L e 1.10“% mol L. Como relatado anteriormente com a LQB-109 e os demais
compostos, (Figura 34), observa-se aumento da intensidade de absorvéncia das bandas dos
espectros do DDQ conforme aumenta-se a sua concentracédo (Figura 36).

A estabilidade do DDQ e da LQB-109 foram avaliadas, em acetonitrila, na faixa de
comprimento de onda de 190 a 900 nm. A Figura 37 mostra 0s espectros registrados em fungéo
do tempo. Pode-se observar que ndo ocorreram mudancas nas bandas, nem na intensidade de
absorcdo nem comprimento de onda, resultando em sobreposicdo dos espectros. Logo, conclui-
se que tanto DDQ como LQB-109 sdo compostos estaveis em acetonitrila pois ndo foram

observadas modificacBes em seus perfis espectrofotométricos.
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Figura 37 — (—) Espectros iniciais na regido do UV-Vis para LQB-109 (A) e DDQ (B), em acetonitrila, ¢ =
5.10° mol L, caminho 6ptico de 1 cm. Espectrosem funcéo do tempo: (—) 15 minutos, (—) 30
minutos e (—) 1 hora.
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Fonte: Autora, 2022.

A fim de investigar a interagdo entre DDQ e a nitrona LQB-109, preparou-se uma
solucdo contendo DDQ e LQB-109, na proporcdo 1:1, concentragdo 5.10° mol Lt e foram
realizadas as medidas de absorvéncia, na faixa de 190 a 900 nm, de acordo com o tempo. Os
espectros resultantes exibem trés bandas principais de absorcdo, em 208, 281 e 300 nm, com
intensidades proximas (Figura 38, A). Ao comparar 0s espectros de absorcéo da interacdo entre
DDQ e LQB-109 (Figura 38, B, linha azul), com os espectros obtidos pelos compostos isolados
(Figura 36, B, linhas preta e vermelha), percebe-se que as bandas que apareceram nos espectros
da interacdo estdo em comprimentos de onda bastante proximos aos que ja foram obtidos com
0s compostos isolados na mesma concentracdo (Figura 37). Como também, ndo houve
surgimento de novas bandas em comprimentos de onda que os compostos isolados nédo
absorvem. Tudo isso sugere que, no estudo realizado, nédo foi possivel formar o complexo de

transferéncia de carga entre a nitrona LQB-109 e o aceptor de elétrons DDQ.
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Figura 38 — (—) Espectros iniciais na regido do UV-Vis para a interacdo entre LQB-109 e DDQ, em
acetonitrila, ¢ = 5.10° mol L, caminho 6ptico de 1 cm. Espectros em funcgio do tempo: (—)
15 minutos, (—) 30 minutos, (—) 1 horae (—) 2 horas (A). Espectros iniciais na regido do UV-
Vis para (—) DDQ, (—) LQB-109 e (—) DDQ + LQB-109, em acetonitrila, ¢ = 5.10° mol L*
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Fonte: Autora, 2022.

Haja vista que nao foi possivel observar a interacdo entre DDQ e LQB-109, com
formacéo do complexo de transferéncia de carga, nos espectros de absor¢do obtidos ao utilizar
a mistura reacional com os dois compostos na concentragdo 5.10° mol L™, preparou-se uma
solugdo contendo DDQ em menor concentragido (1,322.10% mol L*) e LQB-109 em
concentragdo mais elevada (3,95.102 mol L) e foram realizadas as medidas de absorvéncia,
na faixa de comprimento de onda de 190 a 900 nm, de acordo com o tempo de interacdo. Como
resultado, nos espectros de absorcdo observou-se o0 aparecimento de duas bandas com baixa
intensidade de absorvéncia em 545 e 586 nm, e um ombro mais energético em 456 nm (Figura
39). Logo, uma vez que, tanto LQB-109 como DDQ, isolados, ndo apresentam qualquer
absorcdo consideravel na faixa de 400 a 600 nm, (Figuras 36 e 37), pode-se atribuir que as
bandas de absorcdo presentes nessa regido espectral sdo resultantes da interacao entre DDQ e
LQB-109 com a formacéo, possivelmente, de um complexo de transferéncia de carga, assim
como ja foi relatado por Berto e colaboradores (2015) e Pandeeswaran e Elango (2008) que

investigaram a interacdo entre diferentes farmacos e o0 DDQ.
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Figura 39 — (—) Espectros iniciais na regido do UV-Vis para a interagio entre LQB-109 (¢ = 3,95.10% mol
L) e DDQ (c =1,322.10* mol L), em acetonitrila, caminho dptico de 1 cm. Espectros em fung&o
do tempo: (—) 10 minutos, (—) 20 minutos, (—) 30 minutos, (—) 40 minutos, (—) 50 minutos e
(—) 60 minutos (A). Espectros em funcédo do tempo: (—) 30 minutos, (—) 60 minutos (B).
Espectros em funcdo do tempo de desaeracdo: (—) 5 minutos, (—) 10 minutos (B).
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Fonte: Autora, 2022.

As medidas de absorvéncia foram realizadas a cada 10 minutos, durante 1 hora. Desse
modo, ao analisar a Figura 39, observa-se diminui¢cdo gradual da intensidade de absorcdo das
bandas em comprimentos de onda de 545 e 586 nm e praticamente o desaparecimento do ombro
em 456 nm. O que revela a diminuicdo do complexo de transferéncia de carga com o passar do
tempo. Assim como Pandeeswaran e Elango (2008) ja haviam relatado sobre os complexos de
transferéncia de carga serem dependentes do tempo, com consequente reducdo de intensidade
de bandas de absorcéo na regido de 400-600 nm. Os pesquisadores relataram que o complexo
de transferéncia de carga formado entre o farmaco e o DDQ gera um intermediario iénico, com
caracteristicas espectrais de ion radical. Com o passar do tempo, esse intermediario radical pode
ser consumido através de uma reacdo quimica irreversivel, e como resultado observa-se a
reducdo das bandas nas regides espectrais de 400 a 600 nm. Da mesma maneira como observado
nos espectros obtidos a partir da interacdo entre DDQ e LQB-109 (Figura 39, A).

Apdbs 60 minutos de interacdo, avaliou-se a influéncia do oxigénio na interacdo entre
DDQ e LQB-109. Como resultado, os espectros obtidos ap6s a desaeracdo da solucdo com gas
nitrogénio, durante 5 e 10 minutos, ndo apresentaram grandes modificac@es, apenas reducao da
intensidade de absor¢édo das bandas (Figura 39, B), do mesmo modo como ja havia sido relatado
com 0s espectros registrados, sem desaeracdo, durante os 60 minutos iniciais de interacdo.
Logo, infere-se que a presenca de oxigénio na solucdo ndo interfere no complexo de

transferéncia de carga.
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Apos verificar a existéncia de um complexo de transferéncia de carga entre a nitrona
LQB-109 e 0 DDQ), foi realizado 0 mesmo estudo com a nitronitrona LQB-303 e 0 DDQ), a fim
de verificar se pode ser formado um complexo de transferéncia de carga entre DDQ e uma
nitronitrona. Para isso, preparou-se uma solugdo contendo DDQ em menor concentragio
(1,322.10* mol L) e LQB-303 em concentragdo mais elevada (3,95.102 mol L) e foram
realizadas as medidas de absorvéncia, na faixa de comprimento de onda de 190 a 900 nm, de
acordo com o tempo de interagcdo, da mesma maneira como realizado anteriormente com a
LQB-109 e 0 DDQ. Como resultado, nos espectros de absor¢do observou-se o aparecimento de
duas bandas de absorcéo em 534 e 586 nm com intensidade de absorvéncia muito baixa, menor

do que o observado nos espectros de interacdo entre LQB-109 e o DDQ (Figura 40).

Figura 40 — (—) Espectros iniciais na regido do UV-Vis para a interagéo entre LQB-303 (¢ = 3,95.10% mol
LY e DDQ (c=1,322.10* mol L), em acetonitrila, caminho 6ptico de 1 cm. Espectros em funcdo
do tempo: (—) 10 minutos, (—) 20 minutos, (—) 30 minutos, (—) 40 minutos, (—) 50 minutos e
(—) 60 minutos (A). Espectros em funcdo do tempo: (—) 30 minutos, (—) 60 minutos (B).
Espectros em funcdo do tempo de desaeracdo: (—) 5 minutos, (—) 10 minutos (B).
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Fonte: Autora, 2022.

As medidas de absorvéncia foram realizadas a cada 10 minutos, durante 60 minutos.
Desse modo, ao analisar a Figura 40, A, observa-se que ndo ocorreram modificacfes nos
espectros de absorcdo ao longo do tempo, seja em intensidade ou comprimento de onda das
bandas. Diferente do observado com os espectros de interacdo de LQB-109 e DDQ (Figura 39,
A), nos quais relatou-se diminuicdo gradual de intensidade das bandas.

Apdbs 60 minutos de interacdo, avaliou-se a influéncia do oxigénio na interacdo entre
DDQ e LQB-303. Como resultado, os espectros obtidos ap6s a desaeracdo da solucdo com gas
nitrogénio, durante 5 e 10 minutos, ndo apresentaram modifica¢fes, nem reducdo da intensidade

de absorgdo das bandas do mesmo modo como j& havia sido relatado com os espectros
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registrados, sem desaeracao, durante os 60 minutos iniciais de interagdo. Logo, infere-se que a
presenca de oxigénio na solucdo néo interfere nos espectros de absor¢éo de LQB-303 + DDQ.

A fim de melhor comparar os espectros obtidos a partir dos estudos de interacdo da
LQB-109 + DDQ e LQB-303 + DDQ, é necessario observar os espectros dos compostos
isolados na faixa de 400 a 650 nm na mesma concentracao utilizada no estudo da interacdo. Ao
observar os espectros do DDQ e da LQB-109 (Figura 41, A e C) néo foi observada a presenga
de nenhuma banda de absorcéo para os dois compostos na faixa de 400 a 650 nm. Enquanto
nos espectros registrados para a LQB-303 (Figura 41, B) nessa mesma faixa de comprimento
observa-se uma banda de intensidade muito baixa em 528 nm, semelhante a uma das bandas
observadas nos espectros de interacdo entre LQB-303 e o DDQ (Figura 40). Essa banda néo
pOde ser observada nos espectros registrados inicialmente para a LQB-303 em virtude de

possuir baixa intensidade e terem sido utilizadas concentracGes menores nos estudos anteriores.

Figura 41 — (—) Espectros iniciais na regido do UV-Vis para DDQ (A, ¢ = 1.10* mol L), LQB-303 (B, ¢ =
3,95.102 mol L™) e LQB-109 (C, ¢ = 3,95.10% mol L), em acetonitrila, caminho 6ptico de 1 cm.
Espectros em funcdo do tempo: (—) 10 minutos, (—) 20 minutos, (—) 30 minutos, (—) 40
minutos, (—) 50 minutos e (—) 60 minutos.
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Na Figura 42 observa-se melhor os espectros dos compostos isolados em comparacéo
com os espectros de interacdo. Para 0 DDQ e LQB-109 ndo sdo observadas ondas na regido de
comprimento de onda de 400 a 650 nm (Figura 42, linha preta e preta), logo as bandas
observadas no espectro de absorcao de interacdo sdo relativas a formagdo de um complexo de
transferéncia de carga (Figura 42, A, linha azul). Enquanto para a LQB-303 a onda de absorg¢éo
menos energética (Figura 42, linha vermelha) aparece em intensidade um pouco menor, porém
em comprimento de onda (228 nm) bastante proximo da primeira banda formada a partir da
interacéo entre os dois compostos (234 nm). Pode-se entdo relacionar a presenca dessa primeira
banda no espectro de absorcdo da LQB-303 + DDQ carateristica do perfil espectrofotométrico
da nitronitrona LQB-303 em elevada concentracdo, ndo sendo proveniente, portanto, de

interacdo entre os dois compostos com formacgdo de um complexo de transferéncia de carga.

Figura 42 — Espectros iniciais na regido do UV-Vis para (—) DDQ (¢ = 1.10“ mol L), (—) LQB-303 (c =
3,95.102 mol L") e (—) DDQ (c = 1,322.10* mol L ™) + LQB-303 (c = 1,322.10* mol L?), em
acetonitrila (A). Espectros iniciais na regido do UV-Vis para (—) DDQ (¢ = 1.10“ mol L™?), (—)
LQB-109 (c = 3,95.10%2 mol L) e (—) DDQ + LQB-109 (¢ = 3,95.102 mol L?), em acetonitrila
(B). Caminho o6ptico de 1 cm.
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Fonte: Autora, 2022.

Observa-se entdo que foram obtidos resultados diferentes nos estudos de interacédo entre
LQB-109 e 0 DDQ (Figura 42, B, linha azul) em relagdo ao observado entre LQB-303 e 0 DDQ
(Figura 42, A, linha azul). Haja vista que a interacdo entre a nitrona LQB-109 e o DDQ resultou
na formacdo de um complexo de transferéncia de carga, porém, o mesmo ndo foi observado
com a nitronitrona LQB-303 e o DDQ. Isso pode ser explicado pelos efeitos mesomérico e
indutivo exercidos pelo grupo nitro, os quais reduzem a basicidade do anel aromaético e
diminuem, consequentemente, o carater doador da nitrona, impossibilitando-a de formar
complexos de transferéncia de carga com aceptores de elétrons como 0 DDQ. O mesmo efeito
foi relatado por Nour-el-Din e Mourad (1982) ao estudarem a formacdo de complexos de

transferéncia de carga entre nitronas e compostos aceptores de elétrons.
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7 CONCLUSAO

Esse estudo tragou o perfil oxidorredutivo de sete nitronas e seus precursores p-
nitrobenzaldeido e 5-nitro-2-furaldeido. Todas apresentaram atividade eletroquimica nas faixas
catodicas dos voltamogramas. Em meio aproético, observou-se a reducéo da nitrona, enquanto
que a eletroquimica dos compostos portadores do grupo nitro foi controlada pela reducdo dessa
funcdo e levou a produtos instaveis. Os potenciais de reducdo bastante negativos para as
nitronas LQB-109 e LQB-123 revelam a maior dificuldade de reducdo da funcéo nitrona em
comparagao ao grupo nitro.

A investigacdo espectroeletroquimica para a nitronitrona LQB-303 revelou o
surgimento de novas bandas de absorcao durante a aplicacdo dos potenciais catodicos, as quais
sugerem a formagdo do anion radical nitro e a reducéo da nitrona. A aplicagdo dos potenciais
anodicos ndo mostrou mudangas nos espectros para 0 5-nitro-2-furaldeido. Enquanto o
surgimento de novas bandas nos espectros da nitrona LQB-109 e da nitronitrona LQB-303,
evidenciam que a oxidagdo nao ocorre no grupo nitroaromatico, mas sim na funcgéo nitrona.

Na analise das propriedades Opticas destes compostos usando a espectroscopia no UV-
Vis todos os compostos apresentaram absorcdes na regido do UV-Vis entre 190 - 900 nm. A
interacdo entre DDQ e LQB-109 revelou o surgimento de novas bandas na regido 400 — 600
nm sugerindo a formacao de um complexo de transferéncia de carga.

As nitronitronas e seus precursores foram investigados em relacdo a capacidade
antioxidante. Tanto no ensaio da atividade sequestradora frente ao radical DPPH" quanto em
relacdo a capacidade redutora de Ferro das amostras (FRAP), observou-se a reducédo do poder
antioxidante dos compostos nitrados, quando comparados aos ndo nitrados.

Técnicas eletroguimicas se mostraram UGteis na obtencdo de dados relativos ao
comportamento redox das nitronitronas e seus precursores nitrados e foram correlacionados a
atividades leishmanicidas, principalmente para as nitronitronas LQB-303 e LQB-484, que

foram significativamente leishmanicidas, com baixa toxicidade.
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8 PERSPECTIVAS

e Continuar os estudos eletroquimicos (eletrdlise);

e Realizar experimentos de espectroeletroquimica com a LQB-5609;

e Investigar o comportamento eletroquimico de nitronas, em meio prético, por meio das
técnicas de Voltametria Ciclica e Voltametria de Pulso Diferencial;

e Estudar a interacdo das nitronas com alvos bioldgicos, tais como o DNA utilizando

biossensor eletroquimico.
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