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RESUMO

A eletroquimica molecular tem se mostrado muito Gtil para caracterizar reagdes redox e decifrar
mecanismos reacionais associados a transferéncia de elétrons. Relaciona-se fortemente com a
medicina redox. Neste estudo, investigou-se 0 comportamento eletroquimico de quinonas
hibridas, tais como pterocarpanoquinonas e selenoquinonas, em meios proético e aprético, na
auséncia e presenca de oxigénio, a fim de obter dados sobre seus mecanismos de reducéo e
oxidacdo, reatividade com oxigénio, analise da estabilidade dos intermediarios eletrogerados e
interagBes com alvos bioldgicos importantes, como os tidis e 0 DNA. Em medidas tipicas, os
voltamogramas ciclicos (VCs) foram registrados em meio aproético (DMF + TBABFg), para se
assemelhar ao ambiente lipofilico, tipico de membranas celulares. Por outro lado, 0 meio
prético mimetiza regides hidrofilicas das matrizes bioldgicas. Este trabalho descreve dois casos
de investigacbes farmacoeletroquimicas bem-sucedidas. No primeiro caso, investigou-se 0
comportamento eletroquimico da LQB-118, uma pterocarpanoquinona antitumoral e
parasiticida, com mecanismos de acdo relacionados a formagéo de espécies reativas de oxigénio
(EROs) e interacdo com DNA, entre outros. Estudou-se também as pterocarpanoquinonas
derivadas da LQB-118, mais precisamente seus derivados clorado, bromado e nitrado. O
voltamograma ciclico (VC) para a LQB-118, em meio aprético, exibe, pelo menos, quatro
ondas catodicas. As duas primeiras sao relacionadas com a reducdo habitual de quinonas. A
presenca de ondas adicionais sugere a quebra de anel heterociclico e a geracdo de sistemas
redutiveis adicionais. Investigacdo espectroeletroquimica revelou o surgimento de novas
bandas de absorcéo, as quais sugerem a formacdo do quinonametideo (QM) transiente. O QM
foi capturado com tiofenol. Além disso, experimentos eletroquimicos foram realizados na
presenca e na auséncia de oxigénio para verificar a reatividade com oxigénio, apos a reducao
de LQB-118 e seus derivados, com resultados positivos. Estudos com o sensor de sSDNA, em
solugé@o, mostrou interagao positiva com LQB-118 e seus produtos eletrogerados. A interacdo
de LQB-118 com CT-DNA também foi evidenciada através da técnica de quenching de
fluorescéncia. No segundo caso, a voltametria ciclica foi utilizada para investigar o
comportamento eletroquimico de selenoquinonas antitumorais. Os perfis obtidos confirmam a
presenca de dois centros redox individuais. Todos 0s compostos mostraram atividade
eletroquimica nas regides anodica e catodica dos VCs. Estudou-se também o comportamento
dos compostos em meio prético e foi observada a formacdo de selendxidos. Métodos
eletroquimicos se mostraram adequados para prever rearranjos estruturais, formacao de adutos,
geracdo de espécies reativas de oxigénio, no caso de pterocarpanquinonas e para explorar
caminhos redox in vitro das outras séries, correlacionando-se aos estudos in vivo.

Palavras - chave: Eletroquimica molecular. Voltametria ciclica. Quinonas. Mecanismo redox.



ABSTRACT

Molecular electrochemistry has proved to be very useful for characterizing redox reactions and
deciphering chemical reaction mechanisms that are associated with electron transfer. It
correlates strongly with redox-based medicine. In this study, we investigated the
electrochemical behavior of pterocarpanquinones and selenoquinones, in protic and aprotic
media, in the absence and presence of oxygen, in order to obtain data regarding their reduction
mechanisms, reactivity with oxygen, the analysis of the stability of the electrogenerated
intermediates and interactions with biological targets, like DNA. In typical measurements, CVs
were recorded in aprotic medium (DMF + TBAPFg) to resemble the cell membrane
environment. On the other hand, protic medium mimics the hydrophilic regions of the
biological matrixes. This work shows cases of successful pharmacoelectrochemical
investigations. In the first case, we investigate the electrochemical behavior of LQB-118, a
pterocarpanquinone, which is anticancer and parasiticidal, with biological mechanisms of
action related to the formation of ROS and interaction with DNA, among others. The cyclic
voltammogram (VC) for LQB-118 in aprotic medium exhibits, at least, four waves. The first
two are related to the usual reduction of quinones. The presence of additional waves suggests
the clivage of the heterocyclic rings and the generation of additional reducible systems. A
spectroelectrochemical investigation revealed the appearance of new absorption bands, which
suggest the formation of the transient quinonamethide (QM). The QM was captured with
thiophenol. In addition, electrochemical experiments were performed in the presence and
absence of oxygen to verify the reactivity with oxygen, after the reduction of LQB-118 and its
derivatives, with positive results. Studies with the sSDNA biosensor in solution showed positive
interaction with LQB-118 and its electrogenerated products. The interaction of LQB-118 with
CT-DNA was also evidenced by the fluorescence quenching technique. In the second case, CV
was used to investigate the electrochemical behaviour of the antitumor selenoquinones. The
obtained profiles confirmed the presence of two individual redox centres. All the compounds
had shown electrochemical activity in the cathodic and anodic portions of the CVs. We also
studied the behaviour of the compounds in protic medium. Electrochemical methods do well to
predict the mechanism for adduct formation, structural rearrangement, generation of reactive
oxigen species of pterocarpanquinones and appear well-adapted to explore redox pathways of
all the compounds in vitro to be correlated to in vivo studies.

Key words: Molecular electrochemistry. Cyclic voltammetry. Quinones. Redox mechanism.
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1 INTRODUCAO

1.1 Eletroquimica molecular: tendéncias e perspectivas

A eletroquimica € a area da quimica que estuda a interacdo entre fenébmenos elétricos e
quimicos (BARD; FAULKNER, 2001). A luz desta classica definicdo, evidencia-se que a
eletroquimica encontra espago para atuar em varios campos das ciéncias, sendo frequentemente
definida como uma area central e de conexd@o, uma vez que muitos processos relevantes, para a
nossa existéncia no passado, presente e no futuro, sdo altamente dependentes de processos de
transferéncia de elétrons.

A ciéncia da eletroquimica relaciona-se a transferéncia de elétrons, que ocorre,
majoritariamente, na interface solucéo/eletrodo. Eletroquimica tem papel fundamental em uma
variedade de areas fundamentais e aplicadas, envolvendo processos bioldgicos relevantes,
explorando a sintese e a reatividade de compostos inorganicos, organicos e organometalicos,
em investigagdes em nanoescala, corrosdo, tecnologias industriais para conversao e estocagem
de energia, e em quimica bioanalitica, entre outras aplicacbes (CIOBANU et al., 2007). A
superficie do eletrodo, por si s6, pode ser usada, como uma fonte ou um escoador de energia
variavel.

A eletrogquimica molecular se refere a transformacdo de moléculas iniciada por
transferéncia de elétrons a partir ou para um eletrodo e/ou pelo uso de moléculas dispersas em
solucdo ou adsorvidas ou covalentemente ligadas a superficie do eletrodo, para acelerar e
otimizar uma reagdo eletroquimica. Como em muitos outros dominios da fisico-quimica, as
motivagdes dos estudos contemporaneos da eletroquimica molecular estdo direcionadas aos
sistemas naturais, no sentido de compreendé-los, imita-los ou explora-los (SAVEANT, 2008).

De fato, a eletroquimica tem um papel singular para a compreensdo de uma grande
variedade de fendmenos ambientais, industriais, tais como em corrosdo (GENTIL, 2011) e
bioldgicos, tais como nos processos vitais, além de atuar fortemente em tecnologias classicas e
inovadoras, como por exemplo, baterias (HUANG et al., 2017), dispositivos eletrocromicos
(ALMEIDA et al., 2017), maquinas moleculares baseadas em reacGes redox (PILLI et al.,
2017), sensores eletroanaliticos (SILVA et al., 2017), (bio)células a combustivel
(BARENDRECHT, 1993; COSNIER et al., 2016; MAURIN; ROBERT, 2016; RASMUSSEN,;
ABDELLAOUI; MINTEER, 2016;), galvanoplastia de metais (SCISCENKO et al., 2016),

catalise (MAURIN et al., 2016), auxiliando na compreensao desses fendBmenos, entre outros.
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Embora toda essa aplicabilidade seja de grande valia, a énfase principal que sera dada
ao longo deste trabalho diz respeito as aplicacfes da eletroquimica molecular nas ciéncias da
vida (CLAUSMEYER; SCHUHMANN, 2016; DE PAIVA et al., 2015) e suas consequentes e
relevantes contribuicdes para a Quimica Medicinal e Biologica.

Do ponto de vista bioldgico, a transferéncia de elétrons é fundamental para a
compreensdo de processos essenciais tais como a respiracao celular e a fotossintese (LIU et al.,
2017). Esses e varios outros processos sdo governados ou estimulados por reacOes
oxidorredutivas, as quais garantem funcdes vitais e a integridade celular (HILLARD et al.,
2008).

Uma indagacdo antiga, todavia conveniente e importante é feita e respondida por
Dryhurst, 1977 em seu livro Electrochemistry of Biological Molecules: “O que os estudos
eletroquimicos podem dizer sobre a transferéncia de elétrons em nivel biologico e
processos relacionados?” (DRYHURST, 1997, grifo nosso). Primeiramente, a autora destaca
algumas semelhancas entre um processo bioldgico e um processo eletroquimico. A priori
considera-se que tanto o processo eletroquimico quanto a transferéncia de elétrons bioldgica
sdo reacbes que podem ocorrer envolvendo transferéncia eletrdnica heterogénea.
Eletroquimicamente, 0 processo acontece, na maioria das vezes, na interface eletrodo-solucéo;
biologicamente, ele ocorre na interface molécula bioldgica alvo-solucdo, por exemplo, na
interface enzima (sitio ativo)-solucdo. Além disso, ambos podem acontecer em valores de pH
semelhantes, forcas idnicas similares e eletrdlitos inertes e a temperatura pode ser a corporal.
Ambos o0s processos podem ocorrer efetivamente sob condi¢bes ndo-aquosas; biologicamente
nas membranas e eletroquimicamente, em solvente aprético, em micelas, em miméticos de
enzimas ou em condic¢des aquosas, tamponadas ou ndo, mimetizando o citoplasma celular ou
outras matrizes bioldgicas. Ambos os tipos de reacGes normalmente ocorrem em temperaturas
muito similares. Ambos, um eletrodo e o sitio ativo da enzima, por exemplo, podem ser
orientados especificamente, com efeitos de forcas intermoleculares, antes de ocorrer 0 processo
de transferéncia de elétrons (DRYHURST, 1997).

Ademais, a eletroquimica fornece ferramentas que sdo capazes de medir atividades
redox através do controle preciso dos potenciais e medidas de corrente com alta sensibilidade.
As respostas eletroquimicas podem ser obtidas em ampla escala de tempo que variam de
nanosegundos (AMATORE; MAISONHAUTE, 2005) a minutos; os eletrodos (de nano a
macro) e instrumentos para analise eletroquimica podem ser baratos e portateis (LIU et al.,
2017) e as quantidades de solventes e amostras necessarias para as medidas sao relativamente

baixas, quando em comparagdo com outros métodos biofisicos habituais.
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E comum a utilizacio de eletrodos s6lidos baseados em materiais de carbono, visto que
eles apresentam vantagens peculiares, tais como, ampla janela de potencial, baixa corrente de
fundo, sdo economicamente viaveis, sdo quimicamente inertes e adequados para Varios
experimentos de eletroanalise (FANJUL-BOLADO et al., 2008).

Uma desvantagem associada & aplicagdo da eletroquimica na quimica medicinal e
bioldgica em experimentos in vivo é que as medidas eletroquimicas podem ser invasivas devido
a necessidade de contato direto para permitir a troca de elétrons através da interface eletrodo-
solucdo. Essa limitagcdo tem sido um desafio para varios grupos de pesquisas que se dedicam a
desenvolver estratégias que permitam a analise eletroquimica no sitio biologico.

Herlem e colaboradores (2015) mostraram que ultramicroeletrodos podem ser
extremamente Uteis, pois eles permitem que eventos bioldgicos fundamentais sejam
monitorados em tempo real, em nivel de célula unica (HERLEM et al., 2015), o que € uma
realidade nos dias atuais (CLAUSMEYER; SCHUHMANN, 2016; REN et al. 2017). E
relevante destacar o uso de nanoeletrodos inseridos para detectar atividades no cérebro (JORFI
etal., 2015; KITA; WIGHTMAN, 2008; LEE et al., 2016).

Neste trabalho, os objetos de estudo sdo moléculas de interesse bioldgico, farmacos e/ou
candidatos a protdtipos de farmacos. Por essa razdo, fala-se em eletroquimica molecular,
conforme afirmacédo de Savéant, 2016: “Moléculas para eletroquimica! Eletroquimica para
moléculas!”(grifo nosso). Uma ampla variedade de principios ativos, extraidos de plantas ou
sintetizados possui capacidade de transferéncia de elétrons, o que lhes permite gerar espécies
reativas de oxigénio ou ser considerados como agentes alquilantes de macromoléculas de
importancia fisiologica, via processos biorredutivos ou bio-oxidativos (DE ABREU et al., 2002,
DE PAIVA et al., 2015), por isso a importancia de estuda-los eletroquimicamente.

Em relacdo aos parametros eletroquimicos, os potenciais de redugdo ou de oxidagédo de
algumas substancias, que sdo obtidos por meio de técnicas eletroquimicas, podem fornecer
informacdes sobre a viabilidade dos processos de transferéncia de elétrons (TE) in vivo ou in
vitro. Algumas correlagdes ja divulgadas na literatura entre Epc (potencial de reducéo catodico),
Em (potencial em meia altura de onda) ou Eredox (potencial redox), (Epc + Epa)/2 (para sistemas
reversiveis) ou Epc-Epc/2 (para sistemas irreversiveis), e atividades bioldgicas (DE ABREU et
al., 2002; DE PAIVA et al., 2015) demonstram a relevancia de estudos eletroquimicos como
ferramentas Uteis que ajudam na elucidacdo do mecanismo de acdo de farmacos e no
planejamento de compostos biologicamente ativos.

Dentre as diversas técnicas eletroquimicas existentes, a técnica mais comumente

utilizada para adquirir informacgdes qualitativas e quantitativas sobre 0S processos
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eletroquimicos é a voltametria ciclica. A eficiéncia desta técnica esta na sua habilidade em
fornecer, rapidamente, informacGes sobre as reacfes de transferéncia de elétrons, sobre a
termodinamica de processos redox, sobre a cinética de reacdes heterogéneas de transferéncia
de elétrons, a possibilidade de investigar a reatividade quimica das espécies eletrogeradas e
reacOes quimicas acopladas, a processos adsortivos, cinéticos ou difusionais, além de auxiliar
na elucidacdo do mecanismo eletrodico em acdo (BRETT; BRETT, 1996; BARD;
FAULKNER, 2001).

Dessa forma, a eletroquimica molecular, principalmente através da voltametria ciclica,
tem contribuido significativamente no desenvolvimento e compreensdo dos mecanismos de
acdo de potenciais farmacos que sdo ativos via biorreducdo e/ou biooxidagdo e, portanto, sdo
capazes de causar alteracfes no ambiente redox das células-alvo e desencadear a morte celular
(HILLARD et al., 2008; DE PAIVA et al., 2015). Ao fazer um estudo eletroquimico in vitro de
um prototipo de farmaco tenta-se obter dados para desvendar o mecanismo redox do mesmo,
identificando possiveis intermediarios eletrogerados. Para que se tenha uma ampla e completa
visdo do mecanismo molecular de agédo bioldgica, mimetiza-se o ambiente bioldgico, embora o
estudo em tempo real e em células ou organelas seja mais adequado a realidade in vivo.

Hillard e colaboradores (2008) destacam a importancia e necessidade de imitar as
condic@es bioldgicas, a0 mesmo tempo em que asseguram que esta ndo é uma tarefa facil, uma
vez que todas as células contém ambas as regides, hidrofilicas (por exemplo citoplasma) e
lipofilicas (por exemplo, reticulo endoplasmatico, membranas, sitios ativos de enzimas). A
eletroquimica permite a modelagem de uma multiplicidade de meios bioldgicos. Ha
possibilidade de utilizacdo de diferentes valores de pH, diferentes teores de oxigénio na cela
eletroquimica e solventes com diversas propriedades fisico-quimicas (HILLARD et al., 2008).
Por exemplo, é comum a realizacdo de tais estudos tanto em meio aquoso, isto é, meio protico
para assemelhar-se as por¢fes hidrofilicas; quanto em meio aprético ou micelar, para
assemelhar-se as porcdes hidrofébicas. Em casos mais simples, ha tendéncia similar entre 0s
processos de reducdo / oxidacéo em solucdo aquosa e meio aprotico (DE ABREU et al., 2002).

Recentemente, Amatore e colaboradores (2017) mostraram como as abordagens
eletroquimica, quimica e biolégica atuam em conjunto para viabilizar a identificacdo de
intermediarios envolvidos no metabolismo de metalomoléculas bioativas, uma questéo
essencial para o desenvolvimento de medicamentos bioinorganicos mais ativos. Os autores
consideraram os métodos eletroquimicos como ferramentas essenciais para as investigaces
mecanisticas de complexos metalocénicos. Através da voltametria ciclica, por exemplo, foi

possivel monitorar a formacéo e evolugédo de radicais e cations transitérios envolvidos na bio-
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oxidacdo desses compostos e estabelecidos como principais espécies ativas in Vvivo
(AMATORE et al., 2017).

Outro ponto fundamental a ser considerado pelos pesquisadores que utilizam a
eletroquimica como ferramenta para elucidar o mecanismo molecular de acao bioldgica, diz
respeito ao fato de que a eletroquimica é util para fornecer informagfes termodinamicas e
cinéticas de diversos processos eletroquimicos.

E importante enfatizar que a cinética eletrddica ¢ influenciada néo apenas pela propria
reacao eletrodica como também pelo transporte de espécies para e do interior da solugdo. A
difusdo € o movimento de ions ou espécies neutras devido a existéncia de gradientes de
potencial quimico ou gradientes de concentracdo. Em um sistema eletroquimico, o fenbmeno
de difusdo pode aparecer como consequéncia da reacéo eletrodica. Como a rea¢éo ocorre apenas
na interface eletrodo/solucdo e consome o reagente na mesma regido, sua concentracédo torna-
se menor quando comparada aquela do interior da solugdo. Quanto maior a corrente, maior sera
0 consumo de reagente e, portanto, maior sera o decréscimo da concentracdo até que, no limite,
para corrente muito elevada, a concentracao superficial tendera a zero. Em tais circunstancias,
o fenémeno difusional, que é consequéncia dos gradientes de concentracdo, pode controlar o
processo.

Além da difusdo, mais dois processos de transferéncia de massa entre a solugdo e a
superficie do eletrodo podem ocorrer. Um desses processos € a migracdo de particulas
carregadas por acdo de um campo elétrico. O outro € a convecgdo, um processo mecanico, que
ocorre devido a movimentacdo da solucdo (usando-se um agitador magnético e uma barra
magnética, por exemplo). O processo de migragdo é minimizado pela adi¢cdo de um eletrélito
inerte (eletrélito de suporte) a solugdo, em uma concentracdo pelo menos 100 vezes maior do
gue a da substancia eletroativa. Esse eletrolito ndo interfere na reacdo eletrodica e transporta
quase toda a corrente na cela, eliminando problemas de resisténcia da solu¢do e minimizando
potenciais de resisténcia do potencial total da cela. O processo de convecgédo pode ser eliminado
mantendo-se a solugdo em repouso. Assim, apenas o processo de difusao sera responsavel pelo
transporte de massa (DE PAULA, 2006).

A eletroguimica, porém, nem sempre é capaz de identificar molecularmente, com
precisao, os intermediarios eletrogerados, bem como as mudancas estruturais que acompanham
0s eventos redox. Outras técnicas devem ser associadas. Em termos de praticidade, eficiéncia e
rapidez, nas Ultimas duas décadas, as tecnicas espectroeletroquimicas (ou seja, a associa¢do
simultanea de métodos espectroscopicos com eletroquimicos) foram exploradas em diversas

aplicacdes, desde quimica inorganica e organica até bioquimica. Tais combinacgdes de técnicas
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eletroquimicas e espectroscopicas contribuiram para a elucidacdo dos mecanismos de reacao
de transferéncia de elétrons e para a compreensdo de estados moleculares fundamentais nas
interfaces. As experiéncias espectroeletroquimicas sdo frequentemente usadas para caracterizar
estruturalmente um estado redox intermediario, além de serem mais rapidas que a eletrdlise,
por exemplo (KEYES; FORSTER, 2007). No campo da pesquisa sobre diversas patologias,
especialmente o céancer, as principais contribuicdes sdo as que combinam métodos
eletroquimicos e espectroscopicos, em particular os utilizados para analisar radicais (por
exemplo, a espectroscopia de ressonancia paramagnética eletronica, ESR) (HILLARD et al.,
2008).

Por tudo isso, evidencia-se que ha uma interface benéfica entre a eletroquimica e as
ciéncias da vida. A capacidade de unir os conhecimentos sobre estrutura e reatividade de
compostos organicos com os conhecimentos obtidos por meio dos parametros eletroquimicos
tem se tornado cada vez mais util para o estudo e desenvolvimento de farmacos bioativos por
reducdo ou oxidacéao, especialmente para doengas como o cancer, mal de Alzeimer, diabetes,
hipertensao, entre outros.

O planejamento, desenvolvimento, caracterizacdo e elucidacdo do mecanismo
molecular de acdo de moléculas redox-seletivas tem se mostrado uma area promissora, mas,
ainda com muitos desafios a serem vencidos (WONDRAK, 2009; CASAS et al., 2015; SIES;
BERNDT; JONES, 2017). E a Eletroquimica e a Quimica Medicinal contribuindo para o
desenvolvimento de importantes pesquisas no campo das ciéncias da vida. Nota-se, portanto,
que as aplicacdes e beneficios destes estudos para a sociedade sao relevantes, razao pela qual
se tem observado um aumento significativo, em todo o mundo, no nimero de pesquisadores e
estudantes vinculados a este ramo da ciéncia.

Neste trabalho, investiga-se a atividade redox de uma série de quinonas ativas, uma vez
gue o espectro de atividades biologicas que esses compostos podem exibir é consideravelmente
grande, principalmente devido a sua natureza dupla, atuando ora como antioxidante, ora como

pro-oxidante.

1.2 Quinonas: entre o classico e o inovador

Quinonas sdo estruturalmente formadas por grupos carbonila «o,fB-insaturados
conjugados em anéis de seis membros e sdo produtos de oxidacéo de dois elétrons de 1,2- e 1,4-
difendis aromaticos (KUMAGAI et al., 2012). Com um mesmo tipo de anel, dependendo das

disposigdes relativas das carbonilas, pode-se ter diferentes quinonas. Quando as carbonilas sdo
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vizinhas, tém-se a forma isomérica 1,2 ou orto-quinona, por outro lado, quando h&a uma dupla
ligacdo entre as carbonilas tém-se o isdmero 1,4 ou para-quinona (Tabela 1). Estudos
experimentais mostram que estas formas isoméricas diferem consideravelmente em suas
atividades fisicas, quimicas e bioldgicas, bem como nas suas propriedades farmacoldgicas (DA
SILVA; FERREIRA; DE SOUZA, 2003; DA SILVA; FERREIRA, 2016).

De acordo com o sistema aromatico a qual estdo relacionadas, as quinonas podem ser
chamadas de benzoquinonas, as quais contém um anel benzénico; naftoquinonas cujo sistema
aromatico é um anel naftalénico e as antraquinonas que possuem um anel antracénico linear ou
angular (Tabela 1) (DA SILVA; FERREIRA; DE SOUZA, 2003; RAJENDRAN, 2016).

Tabela 1 — Classificacao das quinonas.

a) De acordo com a posicdo relativa das carbonilas

1,2 ou orto-quinona 1,4 ou para-quinona
Exemplo: Exemplo:
o (0]
of
(o)
b) De acordo com o sistema aromatico que sustenta o anel quinonoidico
Benzoquinonas Naftoquinonas Antraquinonas
Exemplos: Exemplos: Exemplo:
(0] (0] (0] (0]
o o
) aC
o] o 0

Fonte: Autora, 2017.

As quinonas tém sido amplamente estudadas devido as suas propriedades peculiares e
papéis bioguimicos e fisioldgicos relevantes. Elas sdo amplamente distribuidas na natureza,
podendo ser encontradas em plantas, liquens, fungos, bactérias e insetos. Possuem aplicacfes
em diversos processos redox e por isso participam de processos biogquimicos vitais para plantas

e animais, tais como a fotossintese, a respiracao, a coagulacdo do sangue, a carboxilacdo do
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glutamato nas células, entre outros (KISHIKAWA; KURODA, 2014; LU et al., 2013,
RAJENDRAN, 2016; SILVA; FERREIRA, 2016).

Ubiquinonas e plastoquinonas (benzoquinonas) (Figura 1), por exemplo, sé&o
reconhecidas como participantes na cadeia de transporte de elétrons. A plastoquinona esta
envolvida nas reagdes fotossintéticas, enquanto a ubiquinona funciona como carreadora de
elétrons na cadeia de transporte de elétrons mitocondrial, sendo fundamental na respiracéo
celular e producdo de energia aerdbia. A vitamina K desempenha um papel benéfico na
coagulacao do sangue, metabolismo e crescimento dos 0ssos (KISHIKAWA; KURODA, 2014;
SILVA; FERREIRA, 2016).

Além destes papéis bioldgicos, as quinonas tém diversificada aplicacdo clinica e
industrial. Na quimioterapia do cancer, por exemplo, elas sdo consideradas o segundo grupo
mais importante (ABREU et. al., 2002). A doxorrubicina (Figura 1), uma antraquinona, tem
sido amplamente utilizada no tratamento de tumores malignos e, ainda, derivados de
antraquinona representam uma grande classe de corantes e pigmentos (KISHIKAWA,
KURODA, 2014).

Figura 1 - Exemplos de quinonas biologicamente importantes.

(0]
H;C
H;C N H
(0] CH;
9
Plastoquinona Ubiquinona
O OH (0]
OH
H
/O 0 OH o, O
OH
NH,
Doxorrubicina

Fonte: Autora, 2017.

Apesar dos varios efeitos benéficos acima mencionados, quinonas também s&o

consideradas como uma classe de toxinas que podem causar uma variedade de efeitos nocivos
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sobre as células vivas, incluindo a citotoxicidade aguda, imunotoxicidade e carcinogénese
(BOLTON et al., 2000; KISHIKAWA; KURODA, 2014). E justamente esse comportamento
duplo (pré-oxidante versus antioxidante) que confere a essa classe de compostos uma
peculiaridade de grande interesse para os pesquisadores, especialmente na Quimica Medicinal.

Em estudos farmacoldgicos, as quinonas apresentam variadas e potentes atividades
biologicas tais como laxante, antineoplasica, mutagénica, anti-inflamatdria, antioxidante,
antiviral, antifingica, antibacteriana, antileishmania, tripanocida, protozoocida, antimaléria,
moluscicida (MARTINEZ; BENITO, 2005; EL-NAJJAR et al., 2011; BERNARDO et al.,
2011; KUMAGAI et al., 2012; SUTO et al., 2015; CARNEIRO et al., 2016; JARDIM et al.,
2016; JANECZKO et al., 2016; DA SILVA; FERREIRA, 2016; NISHIYAMA et al., 2017; DE
ARAUJO et al., 2017).

As naftoquinonas sdo consideradas privilegiadas na Quimica Medicinal (PINTO; DE
CASTRO, 2009; HOOK; MILLS; SHERIDAN, 2014) e tem se destacado principalmente
devido aos seus efeitos na inducdo da apoptose de células cancerigenas (ZAGOTTO et al.,
2011; REDAELLI et al., 2015; DA CRUZ et al., 2016) e na sua ac¢do tripanocida (PINTO; DE
CASTRO, 2009; DA SILVA et al., 2013; DIOGO et al., 2013; JARDIM et al., 2016; OGINDO
et al., 2016). Nota-se, portanto, que o numero de pesquisas relacionadas as naftoquinonas
aumentou bastante nos ultimos anos, bem como o potencial de andlises e derivados sintéticos
(REDAELI et al., 2015; VIEIRA et al., 2015; DA SILVA; FERREIRA, 2016; DA CRUZ et al.,
2016; GONTIJO et al., 2016).

Esta diversidade de atividades farmacoldgicas estd diretamente associada ao
comportamento redox das quinonas no ambiente celular. No meio bioldgico, elas podem ser
metabolizadas ap6s reducdo monoeletrdnica originando o anion radical semiquinona (Q™), ou
através de reducdo bieletrdnica para formar hidroquinonas, como mostrado na figura 2.

A reducdo monoeletronica é catalisada por enzimas redutases como NADPH citocromo
P-450 redutase, tendo como mediador redox a flavina dinucleotideo (FAD); citocromo b5
redutase ou NADPH ubiquinona oxidoredutase. Dependendo do potencial de reducdo da
quinona, este processo pode ser cineticamente facilitado ou dificultado. Em condicdes aerdbias,
as semiquinonas reduzem o oxigénio molecular ao anion radical superoxido (O2™) (Figura 2), o
qual desencadeard uma serie de reacdes importantes para se chegar na condicdo de estresse

oxidativo.
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Figura 2 - Redugdo de quinonas (Q) via 1 e 2 elétrons, gerando semiquinonas (Q*) e hidroquinonas (QHz2),
respectivamente.

(0] o OH
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Fonte: Autora, 2017 (Adaptado de ABREU et al., 2002; EL-NAJJAR et al., 2011).

Na presenca da enzima superoxido dismutase (SOD), 0 O™ e transformado em perdxido
de hidrogénio (H202). Apesar do H202 ndo ser um radical livre, € uma substancia muito reativa,
podendo, também, promover a oxidacdo de algumas biomoléculas. Além disso, o anion-radical
superoxido por catalise com metais de transicao (reacdo de Fenton), ou por reagdo com H>O>
(reacdo de Harber-Weiss), gera HO* no interior da célula. Vale salientar que HO* e H2O> séo 0s
principais responsaveis pelo estresse oxidativo celular e a adicdo do radical hidroxila (HO®) na
dupla hélice do DNA ¢é muito rapida, provocando danos irreversiveis (DA SILVA; FERREIRA,;
DE SOUZA, 2003; EL-NAJJAR, 2011; ENSAFI et al., 2016).

J& a reducdo bieletronica é catalisada por oxidorredutases como a NAD(P)H: quinona
oxidorredutase (NQO1) formando hidroquinonas (QHy.), relativamente mais estaveis (Figura 4)
(DA SILVA; FERREIRA; DE SOUZA, 2003; KUMAGAI et al., 2012). A facilidade de
reducdo das quinonas por um ou dois elétrons pode ser explicada pelo fato de transformar
sistemas ndo-aromaticos em aromaticos (DE ABREU; FERRAZ; GOULART, 2000).

A compreensdo de como as quinonas sdo metabolizadas in vivo é fundamental para se
conhecer os mecanismos de acdo desses compostos. De modo geral, os principais mecanismos
topoisomerase e a geracao de espécies reativas de oxigénio (CARVAJAL et al., 2011; FARIAS
etal., 2014).

Compostos quinondides apresentam duas propriedades que sdo essenciais para a
compreensdo de seus efeitos em sistemas biol6gicos (KUMAGAI et al., 2012). Por um lado,
eles podem agir como pro-oxidante transferindo elétrons de um substrato bioldgico para o
oxigénio, gerando espécies reativas de oxigénio (EROs) e, assim, induzindo o estresse oxidativo

nas células. Em células cancerigenas, esse desequilibrio redox pode promover diversas
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alteracdes, que culminam em apoptose. Alternativamente, a ativacdo pode acontecer via
reducdo de dois elétrons, a qual pode ser seguida por sua inativagdo por glucoronidacdo e/ou
sulfonacdo ou pela conversdo da hidroquinona em intermediarios alquilantes, os chamados
quinonametidios (HILLARD et al., 2008; CAO; PENG, 2014).

Por outro lado, quinonas podem ser submetidas ao ataque de nucleofilos devido ao seu
caréter eletrofilico (EL-NAJJAR et al., 2011; KUMAGAY et al., 2012). A maioria das reacfes
de quinonas com nucleofilos ocorre por adicdo de Michael resultando na formacéo de tioéteres
de hidroquinonas, também chamados de adutos de Michael (MONKS et al., 1992;
PERLINGER et al., 2002; YADAYV et al., 2007). Como aceptores de Michael, as quinonas
formam ligacbes covalentes com nucledfilos tidlicos celulares, como a glutationa, ou com
residuos de cisteina de proteinas levando a alteracbes no equilibrio de tidis nas células,
interferindo no processo de regulacdo celular e/ou promovendo a alquilacdo de proteinas
(MONKS et al., 1992; BOLTON et al., 2000).

Portanto, a citotoxicidade das quinonas pode ser benéfica ou deletéria, por varios
mecanismaos, tais como ciclagem redox, arilacdo, intercalacdo na dupla hélice do DNA, geracédo
de sitios radicalares especificos, inibicdo do transporte de elétrons da cadeia respiratoria
mitocondrial, desacoplamento da fosforilacdo oxidativa, inibicdo enzimatica, peroxidacéo
lipidica, entre outros. Em todos estes casos, 0 mecanismo de acéo, in vivo, requer a biorreducdo
das quinonas como a primeira etapa de ativacdo (MONKS et al., 1992; MONKS; JONES, 2002;
DE ABREU et al., 2002; DE PAIVA et al., 2015).

Os potenciais mecanismos citotoxicos de quinonas sao mostrados na figura 3, os quais
abrangem a geracdo de estresse oxidativo/nitrosativo (escrito em azul), as espécies reativas mais
representativas e as rotas seletivas de sua geragdo ou interconversdo. Radicais semiquinona
(SQ™) sédo gerados por auto-oxidacdo ou reducdo enzimatica da quinona, como, por exemplo,
pela citocromo P450 ou por outra quinona redutase, representada por NAD(P)H: quinona
oxidorredutase 1 (NQOL). Radicais fenoxila (PhO") sdo produzidos a partir da tirosina e outros
metabdlitos fenolicos e xenobioticos. Radicais centrados em carbono e nitrogénio sdo também
mostrados. A reacdo de Fenton pode ocorrer, na presenga de ions metalicos, com consequente
dano molecular. Alquilagdo biorredutiva ocorre por meio da geracdo de intermediarios
eletrofilicos (escrito em roxo). A complexacdo com metais, também pode produzir efeitos
toxicos ou benéficos, dependendo do local (escrito em vermelho). A quinona em si é um
eletrofilo, que sofre adicdo de Michael por varios endobidticos nucleofilicos, tendo como

destino final a excrecéo ou a toxicidade (escrito em verde).
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Notavelmente, devido a versatilidade das vias de bioativacdo das quinonas, é crescente
o interesse em farmacos, especialmente os anticancerigenos, que contenham a porgao quinona.
No entanto, ha um desafio a ser enfrentado no que diz respeito a aplicacdo desses compostos
na clinica. Muitas quinonas sao ativas, porém apresentam baixos indices de seletividade. Um
exemplo cléssico é a doxorrubicina. O uso bem-sucedido da doxorrubicina no tratamento do
cancer é reconhecidamente dificultado por sua toxicidade, como supressdo hematopoiética,
nauseas, vomitos e principalmente sua cardiotoxicidade (ZUCCHI; DANESI, 2003; OCTAVIA
et al., 2012). Faz-se necessario, portanto, a busca de estratégias que visem o desenvolvimento
de farmacos eficientes, mas também seletivos.

Sabe-se que algumas células cancerosas exibem um estado redox anormal associado ao
aumento dos niveis de EROs e alteracdes nos sistemas de defesa antioxidante. Essa
sensibilidade diferencial entre as células cancerigenas e as células normais vem sendo explorada
e pode ter importantes aplicacGes clinicas.

Verrax e colaboradores (2011) sugerem o uso de compostos moduladores redox como
uma abordagem terapéutica para direcionar o farmaco aos tumores, minimizando suas possiveis
atuacdes maléficas em células sadias. Esta estratégia considerada inovadora consiste na indugédo
de estresse oxidativo pelo uso de uma combinagdo de ascorbato de sddio (vitamina C) e uma
quinona (por exemplo, vitamina K3). Um ciclo redox € iniciado pela transferéncia de elétrons
do ascorbato para a quinona, reduzindo-a. Em condi¢des aerdbias, ocorre a rapida reoxidacao
da semiquinona para a sua forma de quinona original com a consequente geracao de espécies
reativas de oxigénio (EROs). A estratégia tem sido considerada eficiente, pois a combinacdo de
vitamina C e uma quinona submetida a um ciclo redox leva ao estresse oxidativo que mata
células cancerosas de forma seletiva. Ademais, o estresse oxidativo inibe fortemente a glicélise
levando a uma falha energética em tais células.

Esses fatos confirmam a eficicia dessa estratégia combinada para matar células
cancerosas e a importancia deste estudo para aplicacbes clinicas (VERAX et al., 2011;
VERRAX, 2009; BECK et al., 2009; VERAX et al., 2007; ROGINSKY, 1999).
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Figura 3 - Ciclo redox, producao de metabdlitos e bioativacdo de quinonas.
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Os mecanismos moleculares da morte celular induzida pela associacdo de ascorbato e
quinona ainda ndo foram completamente elucidados, mas sua administragdo in vivo produziu
0s seguintes efeitos: inibicdo do crescimento do tumor em camundongos; potencializacdo
seletiva da quimioterapia e da radioterapia; sensibilizacdo de tumores resistentes a alguns
farmacos (VERRAX, 2004).

Mais recentemente, Kviecinski e colaboradores (2012) demonstraram que a juglona
pode prejudicar a proliferacdo de células tumorais e a mobilidade celular tumoral através de
mecanismo redox e que esses efeitos sdo melhorados na presenca de ascorbato. O ascorbato,
isoladamente, ndo prejudicou a proliferagédo celular, mas sua associagéo com a juglona levou a
um estado de morte clonogénica. Os autores evidenciam que a juglona mata as células por um
mecanismo semelhante a necrose, inibindo a proliferacdo celular e a motilidade das células e
tais efeitos sdo reforcados na presenca de ascorbato (KVIECINSKI et al., 2012).

Calderon e colaboradores (2013) ao avaliar os efeitos de fenilaminonaftoquinonas
isoladas e associadas com o ascorbato no crescimento de células cancerigenas e na senescéncia
celular concluiu que ha um aumento significativo na inibicdo da proliferacdo das referidas
células na presenca de ascorbato. Neste caso especifico, o estudo relata que o mecanismo de
acdo envolve um fendtipo de cancer senescente, que provoca mudancas nas vias de sinalizagdo
MAPK (proteinas quinases ativadas por mitdgenos) e prejudica a funcdo celular, levando a
morte celular necrética (FELIPE et al., 2013).

Esse estudos sugerem fortemente que a alteracdo do estado redox das células
cancerigenas pelas combinacgdes de quinonas redox-ativas e doses farmacoldgicas de ascorbato
constitui uma abordagem interessante para potencializar a quimioterapia (VERRAX et al.,
2011).

A aplicabilidade das quinonas nao se restringe a quimica medicinal e bioldgica. Essas
moléculas possuem aplicacBes em diversos processos redox, inclusive na fabricacdo de
produtos quimicos industriais e em reacGes de oxidacdo para sintese organica. Embora as
quinonas sejam mais comumente usadas como reagentes estequiométricos, 0 seu uso como
catalisadores para a oxidag&o seletiva de moléculas orgéanicas tem se difundido.

Os catalisadores quindnicos podem ser divididos em duas familias gerais: quinonas de
alto potencial, tais como 2,3-dicloro-5,6-diciano-1,4-benzoquinona (DDQ) e cloranil; e
catalisadores de o-quinona remanescentes dos cofatores de 0-quinona encontrados em aminas
oxidases de cobre e enzimas relacionadas. DDQ é a quinona de alto potencial de reducéo mais
amplamente utilizada, e geralmente medeia as reacGes de transferéncia de hidreto
(WENDLANDT; STAHL, 2015).
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Recentemente, diversos grupos de pesquisas tem se dedicado a explorar catalisadores a
base de quinonas como alternativas aos catalisadores a base de metal para a desidrogenacéo de
aminas. Verificou-se que o uso de quinonas permite a producéo eficiente e seletiva de iminas
sob condi¢bes brandas e “verdes” de reacdo (WENDLANDT; STAHL, 2014). Goriya, Kim e
Oh (2016) obtiveram sucesso na oxidacdo aerdbia de aminas a iminas usando um catalisador o-
naftoquinénico. O sistema catalitico formado pela quinona e acetato de cobre 11 possibilitou a
sintese de iminas a partir de benzilaminas com bons rendimentos (GORIYA; KIM; OH, 2016).

Uma outra interessante e inovadora aplicacdo das quinonas diz respeito ao seu uso como
catalisadores em biocélulas a combustivel. Biocélulas a combustivel sdo um subconjunto de
celulas de combustivel, onde os catalisadores no catodo e/ou no anodo séo de origem bioldgica.
Esse biocatalisador pode ser uma célula viva (células de combustivel microbianas) ou um
componente bioldgico subcelular (biocélulas de combustivel enziméaticas ou mitocondriais)
(MINTEER, 2012).

As células a combustivel enziméticas sdo dispositivos que utilizam enzimas em seus
anodos (e comumente em seus catodos) para facilitar a producdo de energia elétrica a partir de
combustiveis como agUcares e alcoois (MINTEER, 2012; MILTON et al., 2015; COSNIER et
al., 2016; ABDELLAOQOUI et al., 2016; RASMUSSEN; ABDELLAOUI; MINTEER, 2016). A
primeira descri¢do de uma biocélula a combustivel utilizando enzimas isoladas na superficie de
um eletrodo data de 1964, quando Yahiro e colaboradores mostraram a producédo de corrente
elétrica utilizando a enzima glicose oxidase na catalise da glicose (YAHIRO et al., 1964). Desde
entdo, observa-se um crescente aumento no nimero de publicacdes na area, o0 que demonstra o
interesse cada vez maior de pesquisadores por este tema.

A figura 4 mostra um exemplo comum do dispositivo bioeletrénico que € uma biocélula
a combustivel enzimatica. Como se pode observar, as biocélulas a combustivel enzimaticas sdo
mais complexas do que as células a combustivel tradicionais, porque normalmente o potencial
de circuito aberto é significativamente inferior ao potencial tedrico dos potenciais redox do
cofator, dos potenciais redox da enzima e dos potenciais redox do mediador (RASMUSSEN;
ABDELLAOUI; MINTEER, 2016).
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Figura 4 - Esquema de uma biocélula a combustivel enzimatica, utilizando um biodnodo e um biocatodo
baseado em transferéncia de elétrons direta.
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Fonte: Autora, 2017 (Adaptado de RASMUSSEN; ABDELLAOUI; MINTEER, 2016).

Entre as moléculas que estdo sendo utilizadas como mediador de transferéncia de
elétrons em biocélulas, as naftoquinonas tem se destacado (MILTON et al.,, 2015;
ABDELLAOUI et al., 2016). Os sistemas de bioanodos também foram investigados com base
em quinonas como alternativas promissoras para mediar a transferéncia de elétrons da glicose
oxidase para o eletrodo (COSNIER et al., 2016). Cosnier e colaboradores relataram a primeira
fixacdo da glicose oxidase em discos de nanotubos de carbono usando naftoquinonas e
observaram um aumento de 7 vezes nas densidades de corrente catalitica (COSNIER et al.,
2016).

No campo da arte e beleza as quinonas também se destacam. Recentemente, Jyotshna e
colaboradores (2017) tem desenvolvido métodos para quantificar e avaliar a qualidade da henna
para fins cosméticos, tais como tintura de cabelos, sobrancelhas e pinturas corporais. As
investigacOes fitoquimicas revelaram mais de uma centena de metabolitos secundarios de
diversos produtos naturais, entre eles naftoquinonas. Tatuar-se com henna é uma das muitas
tradicbes que marcam os costumes religiosos na india. Em 1997, Bakkali e colaboradores
(1997) ja haviam demonstrado que a henna de origem marroquina aclimatizada na Bélgica e na
Mauriténia tinha cerca de dez vezes mais lausona (2-hidroxi-1,4-naftoquinona) do que as

amostras indianas (Figura 5).



32

Figura 5 - Quinonas, arte e beleza. (A) Henna (Lawsonia inermis L., familia Lythraceae). (B) Exemplo de
aplicagdo da Henna para tingir cabelos. (C) Estrutura da lausona (2-hidroxi-1,4-
naftoquinona), uma naftoquinona presente na Henna. (D) Chamada de Mehndi, a arte milenar
de pintura corporal usa os grafismos de henna para, além de enfeitar a mulher indiana no dia
do seu casamento, protegé-la e trazer boa sorte na vida nova que se inicia.
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Fonte: Autora, 2017.

Por tudo isso, é evidente a potencialidade das quinonas nos mais diversos segmentos:
protétipos candidatos a farmacos, modulacdo redox, catalisadores redox, (bio)células a
combustiveis, antioxidantes e pro-oxidantes, corantes e pigmentos, entre outras. Os
pesquisadores tém demonstrado que o estudo desses compostos classicos continua sendo uma
area promissora e que ha sempre novas ideias, estratégias e desafios para serem explorados.

No que se segue serd enfatizada a importancia de quinonas, resultantes de hibridizacéo

molecular e suas contribuicdes especialmente para a Quimica Medicinal.
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1.3 Quinonas hibridas

A busca por farmacos cada vez mais eficazes e seletivos tem levado pesquisadores a
sintetizar novos compostos com grupos farmacofdricos reconhecidamente ativos, tais como as
quinonas, e/ou promover mudancas estruturais em compostos cuja atividade bioldgica ja é
conhecida a fim de intensifica-la (FERREIRA, 2013).

Um planejamento racional é relevante para a sintese de possiveis candidatos a farmacos.
A escolha dos grupos ativos, bem como dos substituintes € crucial, pois € isso que vai
determinar as atividades farmacoldgicas, além disso, a relacdo estrutura/atividade contribui
significativamente para a compreensdo do mecanismo de a¢do destes compostos.

Os objetos de estudo do presente trabalho sdo as chamadas quinonas hibridas, moléculas
resultantes de combinacdes moleculares que possuem em comum a porcdo quinonoidica.
Destacaremos pterocarpanoquinonas, que possuem a por¢do quinoidica acoplada a um residuo
de pterocarpano; as calcogenoquinonas, as quais possuem calcogénios como segundo grupo
eletroativo. Todas elas sdo promissores grupos de moléculas bioativas que tém se destacado

como protatipos candidatos a farmacos.

1.1.1 Pterocarpanoquinonas

Pterocarpanoquinonas sdo compostos resultantes da hibridacdo molecular de
naftoquinonas, estruturalmente relacionadas ao lapachol, e pterocarpanos naturais. Como pode
ser visto na figura 6, elas mantém as caracteristicas estruturais de grupos farmacoférios
distintos, ambos com relevantes atividades farmacoldgicas (NETTO et al., 2010; PORTES et
al., 2012; DE MORAES et al., 2015).

A pterocarpanoquinona denominada de LQB-118 foi sintetizada através de uma reacéo
de oxiarilacdo catalisada por paladio e transformada em seus derivados por meio de reacdes de
substituicéo eletrofilica no anel D, uma vez que este € muito mais reativo que o anel A, o qual
se encontra desativado devido a conjugagdo com os grupos carbonilicos do anel quinonoidico
(NETTO et al., 2010; DE MORAES et al., 2015).

Varios estudos mostram que a LQB-118 foi a pterocarpanoquinona mais ativa da série
com relevantes atividades antineoplasica em linhagens de células humanas, como pulméo e
préstata, antiparasitaria em Leishmania amazonensis e Toxoplasma Gondii e ainda anti-
inflamatéria (BUARQUE et al., 2011; CUNHA-JUNIOR et al., 2011; PORTES et al., 2012;
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RIBEIRO et al., 2013; MARTINO et al., 2014; CUNHA-JUNIOR et al., 2016; RICA et al.,
2016).

Figura 6 - Estruturas das pterocarpanoquinonas.

(+/-)
LQB-150

Fonte: Autora, 2017 (Adaptado de NETTO et al., 2010).

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

A atividade antitumoral das pterocarpanoquinonas (Figura 6) foi avaliada frente a
diversas linhagens de células cancerigenas. Na tabela 2 sdo apresentados os resultados obtidos
para atividade antineoplasica em termos de valores de I1Cso (concentracdo necessaria para inibir
o crescimento celular em 50%) (NETTO et al., 2010; BUARQUE et al., 2011).

Netto e colaboradores (2010) avaliou a eficiéncia desses compostos em linhagens de
células leucémicas humanas do tipo K562 e HL-60 (NETTO et al., 2010). As células K562,
provenientes de leucemia mieldide cronica, contém niveis elevados de glutationa intracelular
(GSH) e por isso sdo resistentes a apoptose induzida pelo estresse oxidativo, enquanto que as
oriundas de uma leucemia pro-mielocitica, HL-60, apresentam baixos niveis de defesa

antioxidante sendo sensiveis ao estresse oxidativo (CHAU et al., 1998).
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De modo geral, constata-se que esses novos compostos sao tao ativos quanto o LQB-79
e a mitomicina C, usados como controle positivo. A adigdo dos substituintes halogenados e do
grupo nitro diminui a atividade antitumoral em células K562, ja em HL-60, sensiveis ao estresse
oxidativo, a presenca do grupo nitroaromatico, eletroatraente, conferiu uma melhora relevante
na atividade antineoplasica (NETTO et al., 2010).

Em estudo posterior, Buarque e colaboradores (2011) dedicaram-se a avaliar a atividade
antineoplasica das pterocarpanoquinonas LQB-118 e LQB-149 em cinco linhagens de células
humanas, a saber: leucemia (HL-60 e K562), cancer de colon (HCT-8), gliobastoma (SF-295)
e melanoma (MDA-MBA435), tendo, nesse caso, a doxorrubicina como controle positivo
(Tabela 2). Constatou-se que a LQB-118 foi a mais promissora, apresentando atividade em
todas as linhagens estudadas. No caso da LQB-149, a presenca do grupo nitroaromatico
interferiu significativamente na atividade biologica e evidenciou-se uma perda na atividade em
todas as linhagens celulares, principalmente em células de melanoma (MDA-MB435), onde 0
valor de 1Cso foi 17,4 UM (Tabela 2).

Devido a sua potencialidade, a atividade antineoplasica da LQB-118 tambem foi
avaliada nas linhagens de células leucémicas humanas Lucena-1, Raji, Jurkat e Daudi (Tabela
2). Lucena-1 é constituida de células multirresistentes derivadas da linhagem K562,
apresentando superexpressdo da proteina transportadora ABCB1 ou glicoproteina-P. Jurkat
consiste em uma linhagem de linfdcitos T leucémicos com niveis elevados de expresséo de Bcl-
2, uma proteina reguladora antiapoptética. O composto LQB-118 apresentou ICso da ordem de
3uM para as linhagens Lucena-1, Raji e Daudi; e ICsp igual a 6,77uM para a linhagem Jurkat
(NETTO et al., 2010; BUARQUE et al., 2011).

A pterocarpanoquinona LQB-118 &, ainda, ativa contra a linhagem de células pequenas
de cancer de pulmao (GLC-4), e, em menor medida, contra as linhagens de células ndo pequenas
de cancer de pulméo (A-549 e H-460) (Tabela 2) (NETTO et al., 2010; SILVA et al., 2015) e
também induz a morte celular programada de células de cancer de prostata (MARTINO et al.,
2014).

Deste modo, o efeito antineoplasico observado nas linhagens celulares sensiveis ao
estresse oxidativo, por exemplo HL-60, Raji e Daudi, poderia ser associado a0 mecanismo de
acao via estresse oxidativo. No entanto, as linhagens celulares Jurkat, K562 e Lucena-1 sdo
resistentes ao estresse oxidativo e, pelo menos nestes casos, um mecanismo de acao alternativo
deve estar operando, a exemplo da ativacéo biorredutiva (NETTO et al., 2010). A primeira

evidéncia experimental para esta via metabélica foi descrita por Brimble; Nairn (2000), através
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da reducdo do o-metil éter da kalafungina por ditionito de sodio na presenca de nucleofilos de
enxofre, levando a incorporacao desses nucleéfilos (BRIMBLE; NAIRN, 2000).

Além disso, avaliou-se a biosseletividade dos compostos LQB-118 e LQB-149 através
do estudo do efeito toxico sobre as células PBMC humanas ativadas por fito-hemaglutinina
(PHA) (BUARQUE et al., 2011) e os resultados mostram que a LQB-118 foi a mais seletiva
(Tabela 2).
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Tabela 2 — Atividade antineoplasica das pterocarpanoquinonas em diversas linhagens de células cancerigenas (ICso em uM).

Composto K562 HL-60 Lucena-1 Raji Jurkart Daudi A-549 H-460 GLC-4 HCT-8 SF-295 MDA-MB435 PBMCs
LQB-118 (padrdo) 167 200 2,75 332 6,77 310 11,21 12,86 517 2,60 3,60 2.30 >20
LQB-149 (nitro) 3,48 0,40 - - - - - - - 830 890 17,40 8,6

LQB-150 (bromo) 5,70 4,87 - - - - - 5 - - - - .
LQB-151(cloro) 6,77 4,87 - - - - - - - - - - -
LQB-79 (natural) 295 2,10 - - - - - - - - - - -

Mitomicina C 0,47 NR* 2,75 - - - 4,03

Doxorrubicina 1,67 0,04 - - - - - - - 0,02

1
1
o
D
ol
1
1
1
1
o
(o}
(o))
1

Fonte: Adaptado de NETTO et al., 2010; BUARQUE et al., 2011.

Tabela 3 - Atividade leismanicida das pterocarpanoquinonas nas formas promastigota e amastigota da L. amazonensis e toxicidade para células MJ774 (macréfagos
murinos) (1Cso em pM).

Formas LQB-118 LQB-149 Pentamidina
Promastigota 1,73 1,07 2,20
Amastigota 1,45 1,85 1,50
MJ774 18,50 12,1 70,0
MJ774/amastigota 12,7 6,5 46,0

Fonte: BUARQUE et al., 2011.
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LQB-118 reduziu significativamente a liberacdo de TNF-a no ambiente neoplasico
(NETTO et al., 2010). O TNF-a, fator de necrose tumoral, ¢ uma citocina que age como
mediador inflamatorio e é um fator endégeno responsavel pelo crescimento tumoral (LUO et
al., 2004). Isso significa que essa pterocarpanoquinona pode atuar em neoplasias malignas
causando diretamente a morte das células tumorais ou indiretamente, inibindo o ambiente
inflamatorio propicio para o desenvolvimento do tumor (NETTO et al., 2010).

Portes e colaboradores (2012), realizaram testes in vitro para verificar a eficacia da
LQB-118 contra a proliferacdo de Toxoplasma gondii, 0 agente da toxoplasmose. Os parasitas
tratados apresentaram significativa inibicdo do crescimento intracelular ap6s 24 h de contato
com o farmaco e relevante decréscimo das les6es superficiais. A toxicidade do composto LQB-
118 contra este parasita intracelular ocorre em concentracbes na escala micromolar. O
mecanismo de acdo contra Toxoplasma gondii ainda ndo é conhecido. Sugere-se que as
mudangas morfologicas sejam oriundas do estresse oxidativo desencadeado pela
pterocarpanoquinona, o que conduz a morte dos parasitas. E mais um prot6tipo promissor
contra a toxoplasmose (PORTES et al., 2012).

Pterocarpanquinonas LQB-118 e LQB-149 foram mais ativas para a forma amastigota
de Leishmania amazonensis (Tabela 3, BUARQUE et al., 2011). Adicionalmente, Ribeiro e
colaboradores (2013) determinaram o mecanismo de morte celular induzido pela LQB-118 em
Leishmania amazonensis. A LQB-118 induz a producdo de espécies reativas de oxigénio sobre
promastigotas de L. amazonensis, tendo a mitocéndria como seu alvo mais provavel. A
producdo de EROs induz a despolarizacdo do potencial de membrana mitocondrial dos parasitos
e a possivel liberacdo de citocromo c e ativacdo de caspases no citoplasma. As formas
promastigotas tratadas com LQB-118 apresentam-se arredondadas, menores e exibem
condensacdo da cromatina nuclear. O tratamento com LQB-118 induz nos parasitos a exposi¢do
de fosfatidilserina no lado externo da membrana plasmatica e fragmentacdo no DNA. Em
macrdfagos infectados, a LQB-118 reduz significativamente a carga parasitaria, possivelmente
desencadeando, nas amastigotas, 0 processo de morte celular por apoptose, tendo sido
observada a fragmentacdo do DNA nessas formas de Leishmania.

Em 2016, Cunha-Junior e colaboradores confirmaram a eficiéncia da LQB-118 no
tratamento de diversas formas clinicas de leishmaniose através de estudos in vivo com ratos.
Uma analise toxicologica | ndo mostrou alteragdo nos parametros clinicos, bioquimicos ou
hematologicos. Histologicamente, todos os 6rgdos analisados eram normais, com exce¢do do
figado, onde pontos focais de necrose foram observados em doses de tratamento 5 vezes

superiores a dose terapéutica. Assim, pode-se afirmar que a LQB-118 ndo apresenta sinais
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relevantes de toxicidade em doses terapéuticas e mostra-se adequada para o desenvolvimento
de medicamentos para tratamento oral da leishmaniose (CUNHA-JUNIOR et al., 2016).

1.1.2 Calcogenoquinonas

Os calcogénios oxigénio, enxofre e selénio desempenham uma ampla variedade de
funcBes bioldgicas e por isso sdo essenciais a vida (JACOB et al., 2003; IWAOKA; ARAI,
2013). Eles também sdo constituintes de boa parte dos grupos funcionais presentes em
biomoléculas que participam de reacdes redox in vivo (JACOB et al., 2003).

Neste trabalho sera dada énfase aos compostos com selénio. O elemento selénio esta
localizado no mesmo grupo do enxofre na tabela periddica, e, portanto, existem semelhancas,
mas também diferencas marcantes entre esses dois elementos em termos de quimica e
bioquimica. O selénio é um micronutriente essencial para a nossa vida e esta presente
principalmente como selenocisteina, selenometionina (JACOB et al., 2003). Além disso, 0
selénio € um elemento Unico na quimica organica que tem potenciais redox mais baixos do que
o0 enxofre, tornando os compostos organosselenados atraentes em aplicacfes para catalisadores
redox (IWAOKA; ARAI, 2013).

Os compostos organosselenados sdo amplamente estudados devido as suas atividades
bioldgicas reconhecidas, tais como antioxidante, antitumoral, antimicrobiana, anti-hipertensiva,
antineurodegenerativa e antiviral (SORIANO-GARCIA, 2004; NOGUEIRA; ZENI; ROCHA,
2004; SHAABAN et al., 2015; VIEIRA et al., 2015). VVarios mecanismos foram propostos sobre
a atividade anticancerigena desses compostos, como a protecdo antioxidante por
selenoenzimas, inibicao especifica do crescimento de células tumorais por metabolitos de Se,
modulacdo do ciclo celular e apoptose, e efeitos no reparo do DNA, mas 0 modo especifico de
acao ainda nao € totalmente compreendido (VIEIRA et al., 2015).

Nos Ultimos anos, houve um interesse crescente por compostos que contém selénio com
potenciais propriedades de "modulacéo redox". Esse interesse baseia-se no fato de que muitas
doengas humanas estdo associadas com os danos causados pelo estresse oxidativo (JAMIER,;
BA; JACOB, 2010; DOERING et al., 2012). De modo geral, 0os metabdlitos secundarios com
propriedades pro-oxidantes e moduladoras redox formam uma classe heterogénea de compostos
estruturalmente diversos. Eles sdo conhecidos por afetar a homeostase redox intracelular
aumentando de forma seletiva os niveis de EROs e consequentemente induzindo a apoptose em
células-alvo (JACOB; JAMIER; BA, 2011).
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A figura 7 apresenta um esquema que explica como 0s compostos que atuam via
modulacdo redox podem ser atrativos para o desenvolvimento de farmacos antitumorais.
Alguns compostos utilizados como anticancerigenos podem aumentar o estresse oxidativo tanto
em células normais (Figura 7, A) quanto em células cancerosas (Figura 7, B). Sabe-se que 0s
niveis de EROs diferem consideravelmente em células cancerosas e em células saudaveis,
sendo mais pronunciados em células cancerosas ou pelo aumento nos niveis de EROs ou pela
inibicdo do sistema de defesa antioxidante. Com isso, apenas as células cancerosas, que ja estdo
mais préximas do limite redox critico sdo destruidas por apoptose (Figura 7, B e C). Essa
abordagem exemplifica a atuacdo de farmacos seletivos, porém ainda é limitada, pois ndo
considera a pré-existéncia de EROs como via para inducdo a apoptose. Nessa etapa, podem
atuar catalisadores redox, que imitam, por exemplo, o papel da enzima superdxido dismutase e
podem converter EROs pré-existentes em radicais altamente prejudiciais para células
cancerigenas, como o radical hidroxila. Alem disso, outros catalisadores com finalidades
semelhantes a da glutationa peroxidase (GPx), ndo alteram o equilibrio redox pré-existente ou
a composicdo de EROs, mas facilitam as reacfes para geracdo destes, aumentando ainda mais
seus niveis intracelulares e também desencadeando morte celular (Figura 7, E) (JACOB;
JAMIER; BA, 2011).

Os moduladores redox baseados em calcogénios atrairam consideravel atengdo como
agentes anticancerigenos (DU et al., 2014). Certos catalisadores redox que contém quinonas e
calcogénios tém mostrado uma importancia consideravel com atividade contra células
cancerigenas e outros alvos bioldgicos (JARDIM et al., 2015).

Como o nome sugere, calcogenoquinonas sdao moléculas resultantes da hibridizacdo
molecular que visa combinar dois centros redox individuais com a finalidade de permitir que
elas participem de um amplo espectro de reacdes redox (FRY et. al., 2005). A estratégia
empregada baseia-se em uma combinacdo de uma porcdo pro-oxidante, geradora de EROs,
como as quinonas, com uma porc¢éo antioxidante, sequestradora de EROs, como os calcogénios
(JAMIER; BA; JACOB, 2010; VIEIRA et al., 2015).

Esta abordagem foi bem-sucedida. Ao combinar uma unidade geradora de EROs com
um centro catalitico tipo GPx, verificou-se um aumento na atividade anticancerigena em
culturas de células, em comparacdo com os catalisadores que continham apenas o calcogénio
(JAMIER; BA; JACOB, 2010). Jacob e colaboradores (2005) destacaram a importancia da
atuacdo das calcogenoquinonas como catalisadores redox para causar a morte celular seletiva
em certas células cancerosas, que proliferam em condicdes de estresse oxidativo (FRY et al.,
2005).
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Figura 7 - Modelos que explicam como a modulacdo redox de um estado redox intracelular pré-existente
pode resultar em citotoxicidade seletiva contra células cancerosas ricas em EROs. Os farmacos
podem aumentar o estresse oxidativo em células normais (cenario A) e células cancerosas
(cenario B), porém apenas as células cancerosas, que ja estdo mais proximas do limite redox
critico para a inducédo da apoptose, sdo mortas (cenarios B e C). O aumento do estresse
oxidativo pode ser causado por agentes geradores de EROs ou por inibidores de enzimas
antioxidantes. Tais abordagens ndo sao suficientes, uma vez que ndo consideram a presenca
de EROs pré-existentes para gerar beneficios. Em contraste, os catalisadores redox, como
certos miméticos de superoxido dismutase, podem converter EROs pré-existentes em células
cancerigenas em radicais altamente prejudiciais (cenario D). Outros catalisadores, como 0s
miméticos da glutationa peroxidase, ndo alteram o equilibrio redox pré-existente ou a
composi¢do de EROs, mas facilitam as reacfes de EROs e posteriormente desencadeiam
processos apoptoéticos nas células cancerosas (cenario E). (Antiox = antioxidantes; Ox =
oxidantes).
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Fonte: Autora, 2017 (Adaptado de JACOB; JAMIER; BA, 2011).

Portanto, a presenca de dois ou mais centros redox independentes é uma abordagem
promissora e elegante que inclui a quimica sintética e a biologia molecular para o design de
potenciais farmacos cataliticos (FRY et al., 2005). Adicionalmente, as pesquisas de Jacob e
colaboradores tém demonstrado a potente atividade antitumoral de quinonas contendo
calcogénios (Figura 8) capazes de imitar a atividade enzimatica da enzima GPx (JAMIER; BA;
JACOB, 2010; DOERING et al., 2012).

De modo semelhante, Vieira e colaboradores (2015) descreveram um método rapido,
quimicamente verde e eficiente para sintetizar pela primeira vez uma série de derivados de [3-
lapachona contendo selénio e enxofre. A estratégia mostrou-se promissora, visto que todos 0s
compostos foram moderadamente e/ou altamente ativos contra linhagens de células cancerosas
e alguns deles apresentaram indice de seletividade maior do que o da doxorrubicina, um

medicamento usado clinicamente contra varios tipos de cancer (VIEIRA et al., 2015).
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Figura 8 - Estruturas quimicas de organocalcogénios com atividade antitumoral.
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Fonte: DOERING et al., 2012.

Tendo em vista 0 sucesso da estratégia, posteriormente, Da Cruz e colaboradores (2016)
descreveram a sintese de quinze novas quinonas contendo selénio, as quais se mostraram mais
ativas que as quinonas precursoras. Foram identificados compostos com valores de ICso
inferiores a 0,3 uM, indicando que eram mais potentes que a B-lapachona ou a doxorrubicina
(DA CRUZ et al., 2016).

Em 2013, Bhasin e colaboradores exploraram o potencial anti-cancer frente as linhagens
DU-145, MDA-MB- 231, HT-29, de quinonas tioladas sendo que as mesmas apresentaram
ICso= 1,6-9,7 UM, valores menores que as quinonas precursoras (plumbagina e juglona). Além
disso, as mesmas mostraram ser inibidoras da STAT 3, uma proteina pertencente a familia das
STATSs (“signal transducers and activators of transcription” transdutoras de sinal e ativadoras
de transcrigdo), que séo fatores de transcricdo ativados por tirosina-quinases em resposta a
diversas citocinas e receptores de fatores de crescimento. A STAT3 controla processos celulares
como a proliferacdo e a sobrevivéncia celular e sdo fundamentais para a progressédo do tumor
(Figura 9).
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Figura 9 - Quinonas estudadas por Bhasin e colaboradores (2013) com potencial anticancer.
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Fonte: Autora, 2017 (Adaptado de BHASIN et al., 2013).

Os mesmos autores sintetizaram e testaram outros compostos com mdltiplos centros
redox especialmente direcionados para os tipos de cancer cujo ambiente exibe naturalmente um
estado de estresse oxidativo como é o caso dos canceres de prdstata e mama. Os niveis de EROs
destas células, quando comparado aos das células saudaveis, esta muito préximo ao limiar
critico redox que induz apoptose. Os multiplos centros redox sdo uma estratégia para esses tipos
tumorais mais agressivos ou resistentes. Os compostos foram testados frente a 58 linhagens de
células cancerigenas. Todos os compostos avaliados exibiram uma citotoxicidade notavel
contra as linhagens de células cancerigenas, exibindo valores de 1Gso (concentracdo necessaria
do composto para obter 50% na reducéo de células viaveis) em faixa micromolar.

A via apoptética mediada pelo estresse oxidativo relacionado ao Reticulo
Endoplasmatico (RE) ou as mitocdndrias ou ambas as vias podem ser ativadas quando um certo
nivel de EROs esta presente. Estas vias apoptéticas dependem da ativacdo de caspases, em
particular, caspases 3 e 7, para desencandear o processo. Verificou-se que compostos mais
relevantes biologicamente ativaram essas caspases em células A-431 apds 24 h de exposicao.
Disfuncdes mitocondriais e inducdo de apoptose estdo relacionadas a redugdo dos niveis de
glutationa e reducdo da quimiorresisténcia. Os compostos a, b, ¢ e d da figura 10, numa
concentra¢do de 5 UM, causaram uma reducdo dos nivel de GSH intracelular em céancer de
mama (MCF-7) em 46%, 59%, 62%, e 76%, respectivamente.
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Figura 10 — Algumas das quinonas estudadas por Bhasin e colaboradores (2013) com potencial anticancer
possuindo mais de um centro redox em sua estrutura.

Fonte: Autora, 2017 (adaptado de BHASIN et al., 2013).

Além da pronunciada atividade antitumoral, Jacob e colaboradores (2012) confirmaram
que os compostos contendo selénio e teldrio também tém potencial consideravel no campo das
doencas inflamatdrias. Esse € mais um estudo relevante e oferece amplas oportunidades para
futuras investigacges interdisciplinares no campo da quimica e bioquimica de selénio e telurio,
modulacéo redox e design anti-inflamatdrio inovador (DOERING et al., 2012).

Mais recentemente, Silva Junior e colaboradores (2015) descreveram a sintese, a
avaliacdo da atividade tripanocida e os estudos eletroquimicos de uma série de compostos
contendo a porcdo quinona e selénio. Novamente, a estratégia de sintetizar uma ampla
variedade de catalisadores multifuncionais com dois ou até mais centros redox combinados para
induzir o estresse oxidativo, mostrou-se eficaz. Esta pesquisa apresentou uma contribuicdo
importante para a descoberta de novos medicamentos para combater 0 Trypanosoma cruzi,
causador da doenca de Chagas (JARDIM et al., 2015).

No estudo das calcogenoquinonas, a eletroquimica, mais precisamente a técnica de
voltametria ciclica, tem sido utilizada tanto para confirmar a presenca dos dois centros redox,
quanto para fornecer informag0es sobre os processos de oxidagdo e redugdo em que essas

moléculas podem participar, tanto in vitro como in vivo (FRY et al., 2005). Por essa razdo, uma
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parte deste trabalho sera dedicada ao estudo eletroquimico de selenoquinonas, em meio prético
e aprotico, com o objetivo de fornecer dados relevantes para elucida¢do do mecanismo de acdo

molecular desses compostos promissores.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Investigar 0 comportamento eletroquimico e espectroeletroquimico de quinonas
resultantes de combinagdes moleculares, farmacologicamente ativas e obter dados sobre o
mecanismo de reducédo e oxidacao, reatividade com oxigénio e interacdo com alvos bioldgicos
importantes, na perspectiva de corroborar, explicar ou prever o mecanismo molecular de agéo

biologica.

2.2 Objetivos Especificos

% Investigar o comportamento eletroquimico de pterocarpanoquinonas e
calcogenoquinonas, em meios prético e aprético, por meio das técnicas de voltametria
ciclica e voltametria de pulso diferencial, visando a obtencdo de parametros eletroquimicos

que possam ser correlacionados com as atividades bioldgicas;

% Investigar e caracterizar intermedidrios eletrogerados por meio de

espectroeletroquimica;
% Avaliar a reatividade de quinonas hibridas, ap6s reducdo, frente ao oxigénio a
fim de obter informacgdes Uteis para o esclarecimento da atividade bioldgica desses

compostos, tais como citotoxica e antiparasitaria;

% Estudar a interacdo da pterocarpanoquinona LQB-118 com DNA, utilizando

biossensor eletroquimico e a técnica de quenching de fluorescéncia;

% Realizar estudos farmacoeletroguimicos de quinonas escolhidas.
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3 EXPERIMENTAL

3.1 Reagentes e solventes

As amostras estudadas neste trabalho sdo quinonas hibridas, as quais foram organizadas
em dois grupos (Tabela 4).

Tabela 4 — Estruturas das quinonas estudadas no presente trabalho.

a) Grupo 1: Pterocarpanoquinonas

b) Grupo 2: Selenoquinonas, tioquinona e selenetos

Fonte: Autora, 2017.

As pterocarpanoquinonas (tabela 4, grupo 1) foram planejadas e sintetizadas no
Laboratério de Quimica Bioorganica no Nucleo de Pesquisas de Produtos Naturais da

Universidade Federal do Rio de Janeiro e gentilmente cedidas pelos professores Dr. Paulo
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Roberto Ribeiro Costa (UFRJ) e Dr. Chaquip D. Netto (UFRJ). As respectivas sinteses ja se
encontram descritas na literatura (NETTO et al., 2010).

As selenoquinonas (tabela 4, grupo 2) cuja descri¢do das respectivas sinteses também
pode ser encontrada na literatura (VIEIRA et al, 2015) foram planejadas e sintetizadas no
Laboratdrio de Sintese Orgéanica da Universidade Federal de Minas Gerais e cordialmente
cedidas para os estudos eletroquimicos pelo professor Dr. Eufranio Nunes da Silva Junior
(UFMG).

Para os estudos eletroquimicos,em biossensor de DNA e para os estudos de
fluorescéncia, o &cido desoxirribonucleico de fita dupla (dsDNA) do tipo I, altamente
polimerizado de “calf thymus” (timo de bezerro, com as seguintes especificacdes: 6,2% de Na*
e 13% (v/v) de H20, dessecado e armazenado a 8°C) e o brometo de etidio (BE)foram obtidos
da Sigma-Aldrich.

N,N-dimetilformamida (DMF) extra seco foram adquiridos da Acros Organics™.

Hidroxido de sodio (NaOH), fosfato de sédio monobésico (NaH2POa), fosfato de sddio
dibasico (Na2HPO.), brometo de tetrabutilamodnio (TBABT), etanol (EtOH), acetato de sodio,
acido acético foram adquiridos da Vetec Quimica Fina Ltda (Rio de Janeiro, Brasil).

Os eletrdlitos de suporte perclorato de tetrabutilaménio (TBAP) e hexafluorofosfato de
tetrabutilamonio (TBAPFs), para o meio aprético, foram obtidos da Sigma-Aldrich,
recristalizados em etanol e secos a pressao reduzida e a temperatura de 60 °C.

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

Millipore Inc.

3.2 Estudos Eletroquimicos

As medidas eletroquimicas foram realizadas em um potenciostato/galvanostato
PGSTAT da Metrohm Autolab® em um sistema de trés eletrodos. Como eletrodo de trabalho
utilizou-se eletrodo de carbono vitreo (BAS, diametro 1,6 cm) ou eletrodo de platina (BAS,
didmetro 1,6 cm); como eletrodo auxiliar foi utilizado um fio de platina espiralado e, como
eletrodo de referéncia foi utilizado o sistema Ag|AgCI|CI™ (saturado). O eletrodo de carbono
vitreo foi polido com alumina sélida (3 um). Em experimentos onde se utilizou a técnica de
voltametria ciclica, variou-se a velocidade de varredura de 10 a 500 mV s? nas direcGes
anodicas e catodicas, enquanto que em voltametria de pulso diferencial a velocidade de

varredura foi de 5 mV s,
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As medidas foram realizadas a temperatura ambiente (25 £ 1 °C). O tratamento posterior
dos gréficos foi realizado por meio do programa Origin 8.0.

3.2.1 Estudos em meio aprético

O estudo eletroquimico em meio aproético foi realizado, utilizando como eletrélito de
suporte, a solucdo de N,N-dimetilformamida (DMF) e hexafluorofosfato de tetrabutilamonio
(TBAPFg, 0,1 mol LY).

3.2.2 Estudos em meio aprético em presenca de oxigénio

Analises eletroquimicas em meio aprético (DMF + TBAPFs 0,1 mol L*?) foram
realizadas em presenca e auséncia de oxigénio para verificar a reatividade frente ao oxigénio,
antes e apds reducdo da LQB-118 e seus derivados. Analisaram-se 0s pardmetros
eletroquimicos, como potencial e corrente de pico para a primeira onda de reducdo. Cada
composto foi adicionado ao eletrélito suporte e a solucdo foi desaerada com argonio antes das
medidas por voltametria ciclica, por 10 minutos. O oxigénio foi entdo borbulhado na cela e sua
concentracdo foi monitorada com oximetro (Digimed DM-4). Voltamogramas ciclicos foram
registrados em diferentes concentragdes de oxigénio.

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

da equacéo 1 descrita por Bard e Faulkner (1990), como se segue:

_ Ipr _ kRT.[05]
Ipc = PR —

pO n.F.v Eq' 1
Onde, Ipc = corrente catalitica; Ipc/Ipo = corrente normalizada; k|O2] = kapp € a constante

catalitica aparente (s); v = velocidade de varredura (V s1); n = nimero de elétron; F =

constante de Faraday (96485 C mol™) T = temperatura (298 K); R = 8,314 J mol* K1,

3.2.3 Estudos em meio prético
Para a realizacdo das analises eletroquimicas, em meio prético, foi usado como eletrolito

suporte. uma solugdo tamp&o fosfato (pH 7,4, forca idnica 0,2 mol L™). Este foi preparado,

utilizando-se fosfato de sédio monobasico (NaH2PO.) e fosfato de sddio dibasico (Na2HPO,),
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dissolvidos em &gua ultrapura. O valor de pH da solucéo foi determinado pelo pH-metro modelo
Quimis Q400A.

3.2.4 Estudo da interacdo da LQB-118 com dsDNA via fluorescéncia

As medidas de fluorescéncia foram realizadas em um espectrofluorimetro RF-5301 PC
(Shimadzu, Japéo) equipado com um banho termostatico e uma cubeta de quartzo com caminho
optico de 1,0 cm. Nos estudos de ligacdo competitiva, as concentracdes de CT-DNA e brometo
de etidio (BE) foram mantidas constantes em 10 umol L, enquanto a concentragdo de LQB-
118 variou de 0 até 45 pmol L em trés temperaturas diferentes (298, 305 e 310 K). BE mostra
um aumento na intensidade de emissdo de fluorescéncia devido a sua ligacdo intercalativa ao
CT-DNA (BE-CT-DNA).O comprimento de onda de excita¢do foi 545 nm e a emissao foi
observada entre 560 e 750 nm. A interacdo competitiva entre a LQB-118 e o complexo BE
ligado a0 CT-DNA, em tamp&o Triz-HCI (NaCl 50 mmol L, Triz-HCI 5 mmol L, pH 7,2)
em etanol 5% (v/v) é evidenciada pela diminuicdo da intensidade de emissdo a 590 nm. As
alteracdes na intensidade de fluorescéncia do complexo BE-CT-DNA foram medidas em

funcédo da concentracdo de LQB-118.

3.2.5 Estudos da interagdo da LQB-118 com DNA por Voltametria de Pulso Diferencial (VPD)

3.2.5.1 Preparacdo da solucdo tampdo acetato

A solucdo tampéo acetato (0,075 mol L) foi preparada por meio da mistura das
solugdes de acido acético (HOAc) 1,0 mol L e acetato de sddio (NaOAc) 1,0 mol L7,
cuidadosamente preparadas com agua ultrapura, fervida para garantir a auséncia de
microorganismos que possam causar danos & molécula de DNA. Obteve-se um pH final de 4,5,

faixa 6tima para analises em biossensor de DNA.
3.2.5.2 Preparacdo do gel de dsDNA
O gel de dsDNA foi preparado apds solubilizacdo de 12,0 mg de dsDNA em 1,0 mL de

tampdo acetato pH 4,5, e submetidos a refrigeragdo por 48 h, para completa formacéao do gel de
DNA.
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3.2.5.3 Preparacdo e condicionamento do biossensor de dsDNA

Apo6s completa formag&o do gel, 10 uL do mesmo foram colocados sobre o eletrodo de
carbono vitreo, anteriormente polido com alumina e condicionado eletroquimicamente para
assegurar a imobilizacdo do dsDNA. Este condicionamento foi realizado por meio da técnica
de Voltametria de Pulso Diferencial (VPD), varrendo-se uma faixa de potencial (0 a +1,4 V)
em velocidade de 5,0 mV s em um minimo de trés ciclos até completa estabilizagdo da
superficie eletrddica (organizacdo da dupla camada elétrica). Uma vez executado esse
procedimento, o eletrodo se encontra polarizado positivamente, permitindo assim interacfes
eletrostéaticas entre este e 0s grupos fosfato do dsDNA. O gel sobre o eletrodo foi seco com um
leve fluxo de nitrogénio para formar um filme e disposto para os estudos de VPD.

O eletrodo com filme de dsDNA foi imerso em uma solucdo tampdo acetato pH 4,5 e
varrido na faixa de potencial de 0 a +1,4 V. Simultaneamente, um outro eletrodo com filme de
dsDNA foi imerso em uma solug&o contendo LQB-118 (¢ = 2.10° mol L), e depois foi exposto

para analise voltamétrica.

3.2.5.4 Preparo da solucdo de ssDNA pelo método &cido-base

O dsDNA (3,0 mg) foi desnaturado pela adi¢do de 1,0 mL de &cido cloridrico (1,0 mol
L) e aquecimento durante 1 h a 100 °C, em banho-maria até solubilizagdo. Em seguida, para
neutralizacdo do meio, foi adicionado 1,0 mL de solucéo de NaOH (1,0 mol L1), completando-

se 0 volume para 10,0 mL com tampdo acetato (pH 4,5), para a finalizacdo do procedimento.

3.2.5.5 Estudo da interacdo da LQB-118 com ssDNA

Inicialmente, fez-se a varredura anddica de potencial (0 a +1,4 V) em VPD a 5 mVvs™
da solucao de ssDNA, para se conhecer o perfil voltamétrico da solugdo de sSDNA. Apds obter
as correntes maximas relativas a oxidacao da guanina e adenina, observou-se o efeito da adigédo
das substancias avaliadas nas correntes de pico das bases. Foi adicionada uma aliquota de LQB-
118, a partir de uma solugéo estoque em etanol (1.10° mol L), de tal modo que a concentragéo

da mesma na cela eletroquimica foi de 1.10* mol L,
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3.2.6 Procedimento para tioalquilacdo redutiva da LQB-118 usando tiofenol como nucledfilo

Uma solucgéo de LQB-118 (24 mg, 0,080 mmol) em 1:1 THF-MeOH (8,0 mL) e tampéo
Trizma (pH 7,4; 2,8 mL) foi desgaseificada durante 15 minutos com argbnio. A esta solucéo,
adicionou-se ditionito de soédio (aproximadamente 1 equiv.) para reduzir a quinona a
hidroquinona e, em seguida, adicionou-se tiofenol em 1:1 THF-MEOH desgaseificado como
nucleofilo (4 equiv.). A solucéo foi agitada, a temperatura ambiente, sob atmosfera de argonio
e a reacdo foi monitorizada periodicamente por cromatografia em camada fina (do inglés, TLC)
tendo como eluente Hexano/Acetato de etila 7: 3. Apds a extracdo da mistura com acetato de
etila (2 x 30 mL), a fase orgénica foi lavada com agua (2 x 20 mL) e seca sobre sulfato de sodio
anidro. Apos filtracdo, o solvente foi removido sob presséo reduzida e o residuo foi purificado
usando cromatografia em coluna (silica gel, Hex/EtOAc 7,0: 3,0) para dar o composto
tioalquilado (18,7 mg), como um s6lido cor de laranja (0,045 mmol, 57%), com o0s seguintes

dados espectrais.

Produto tioalquilado

RMN de 'H (400 MHz, CDCls): & 8.04 (dt, J = 1.59 Hz, J = 7.30 Hz, 2H), 7.68-7.60 (m, 4H),
7.30-7.20 (m, 3H), 7.04 (dd, J = 1.17 Hz, J = 7.74 Hz, 1H), 6.97 (td, J = 1.51 Hz, J = 7.77 Hz,
1H), 6.67 (td, J = 1.02 Hz, J = 7.62 Hz, 1H), 6.57 (dd, J = 0.97 Hz, J = 7.99 Hz, 1H), 5.03 (s,
1H), 4.94 (dd, J = 3.37 Hz, J = 11.71 Hz, 1H), 4.89-4.85 (m, 1H), 4.68 (t, J = 1.90 Hz, 1H),
3.68-3.63 (m, 1H); RMN de 13C (100 MHz, CDCls): & 182.7 (Co), 179.3 (Co), 155.0 (C), 153.0
(C), 134.4 (C), 134.4 (CH), 133.4 (2CH), 133.3 (CH), 132.2 (C), 130.9 (C), 129.0 (2 CH), 128.6
(CH), 128.1 (CH), 126.9 (CH), 126.5 (CH), 125.7 (C), 121.1 (CH), 119.2 (C), 115.3 (CH), 67.1
(CHa), 41.6 (CH), 36.3 (CH).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Estudo eletroquimico de pterocarpanoquinonas

4.1.1 O caso da pterocarpanoquinona LQB-118 e sua precursora, a cromenoquinona

O comportamento eletroquimico, em reducdo, de uma pterocarpanoquinona bioativa,
designada como LQB-118, e sua precursora, a cromenoquinona (CQ) foi investigado em meios
prético e aprotico, com a finalidade de elucidar seu mecanismo de reducéo, a reatividade com
0 oxigénio e a interacdo com alvos bioldgicos importantes, tais como DNA. A
espectroeletroquimica com deteccdo no UV/Vis foi utilizada para esclarecer 0 mecanismo

proposto.

4.1.1.1 Anélises eletroquimicas

Inicialmente, LQB-118 foi estudada eletroquimicamente, em meio aprético, DMF +
TBAPFs (0,1 mol L), utilizando eletrodo de carbono vitreo. Os VCs para LQB-118, nessas
condigdes (Figuras 11A, 11B) mostraram, pelo menos, 4 ondas catddicas (0 mesmo nimero de
picos obtidos em VPD, Figura 21C) e 5 ondas anddicas (Figuras 11A e B, Tabela 5), com
caracteristica eletroquimica inalterada na segunda varredura (Figura 11B).

Os dois primeiros sistemas redox sucessivos de um elétron cada (Ic/la, llc/lla) se
assemelham ao comportamento de reducéo tipico da porcdo quinona, em meio aprético. O
primeiro par redox, Ic/la, € reversivel e tem natureza difusional e esta relacionado a redugdo da
quinona (representada por Q) para gerar a semiquinona (Q" ", pico Ic). A semiquinona é, por
sua vez, reoxidada a quinona original Q (pico la). A segunda transferéncia de elétrons (llc/l11a)
é quase reversivel e corresponde a reducdo da semiquinona para a espécie dianion quinénico,
com caracteristicas diamagnéticas (Q%).

A presenca de ondas catddicas adicionais (Illc, 1Vc) sugerem a quebra dos anéis
heterociclicos e a geracdo de sistemas redutiveis adicionais. A onda Il'a também é inesperada e

aparece durante a inversdo de potencial apos lic (linha em azul, Figura 11A).
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Figura 11 - (A) Voltammogramas ciclicos (VCs) para a LQB-118 (1 mmol L) em DMF + TBAPFs (0,1 mol
LY. (B) Varreduras sucessivas. (C) Voltamograma de pulso diferencial (VPD), nas mesmas
condigdes. Eletrodo de carbono vitreo, v =100 mV s,

20 - 204

104 10+
<o < 0
: =4

-10+ " 10

20+ 20

-30 | Ve -30 IVe

25 20 -15 -10 -05 00 05 25 20 -15 10 -05 00 05
E/V vs. Ag|AgCI|CI- (sat.) E /V vs. Ag|AgCI|CI- (sat.)
25
C Ic

-20- (0]
§'15' lic

1/

llic
-104

54 Ve (+/')
LQB-118

0.5 OjO -OI.5 -1I.O -1I.5 -2I.O -2I.5
E /V vs. Ag|AgCI|CI” (sat.)

Fonte: Autora, 2017.

Como o perfil eletroquimico é muito complexo, é Util comegar com a cromenoquinona,
um precursor da LQB-118, com anéis similares (B e C, como pode ser visto nas estruturas das
figuras 11 e 12). O VC para a CQ, nas mesmas condi¢des em que foram feitas as analises para
LQB-118, é mostrado na figura 12.

Como mostrado anteriormente, o par redox Ic/la estd relacionado a transferéncia
reversivel de um elétron, com transporte de massa de natureza difusional. Este fato pode ser
evidenciado pelo teste diagndstico, onde se observa um aumento linear da corrente de pico
catddica em funcéo da raiz quadrada da velocidade de varredura. A presenca das ondas Ilic e
IVc também é inesperada. A banda Ila, relacionada a oxidagéo do dianion (CQ?), é larga, mal
definida e relacionada & esperada isomeriza¢do orto/para-quinona, causada pela abertura e
rearranjo do anel di-hidropiranico (C) (BRIMBLE; NAIRN, 2001; SKIBO, 2009). As ondas
Ilic e IVc estdo relacionadas a reducdo dos produtos eletrogerados apds rearranjo. Com pode
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ser visto ao comparar as figuras 11 e 12, LQB-118 tem um perfil semelhante e podemos sugerir
que a reducdo ocorre nos anéis B/C da LQB-118 (Figura 11).

Figura 12 - (A) Voltammogramas ciclicos (VCs) para a cromenoquinona (1 mmol L) em DMF + TBAPFs
(0,12 mol LY. (B) Varreduras sucessivas. (C) Voltamograma de pulso diferencial (VPD), nas
mesmas condicBes. Eletrodo de carbono vitreo, v = 100 mV s,
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Fonte: Autora, 2017.

Tabela 5 - Principais parédmetros eletroquimicos em VC (2 primeiras linhas) e VPD (Ultimas linhas) da
LQB-118 e cromenguinona (CQ) (c = 1 mmol L), em DMF + TBAPFg, 0,1 mol L, v = 100

mV st
Composto Eplc Eplic Epllic EplVc Epla Epll’a Eplla Epllla EplVa
V) V) V) V) V) V) V) V) V)
LQB-118 -0.624 -1.119 -1.303 -1.688 -0.548 -0.757 -0.992 -1.211 -1.564
CQ -0.612  -1.145 -1.382 -1.683  -0.531 - -1.045 - -
LOB-118 -0.570  -1.032 -1.244  -1.616 - - - - -
CQ -0.546  -1.006 -1.608 - - - - - -

Fonte: Autora, 2017.
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A presenca de Il'a deve ser destacada (Figura 11, tabela 5). Este pico anddico esta
relacionado ao pico catddico Ilc (Q%), como mostrado através dos experimentos, usando o
potencial de inversdo (Figura 11A). Em uma tentativa de intensificar esse pico e provar sua
existéncia e dependéncia de llc, um potencial de condicionamento, em Ep =-1,1 V, foi aplicado
a solucdo de LQB-118, em diferentes tempos (60 s e 120 s) e, em seguida, as varreduras
sucessivas foram realizadas em um intervalo de potencial limitado, de -0,9 V para -1,1 V
(Figura 13). Uma vez que o intermediario eletrogerado nédo é suficientemente estavel, observou-

se uma diminuicao da corrente de pico anddica, ap6s um tempo de condicionamento mais longo.

Figura 13 - Voltamogramas ciclicos para a LQB-118 (1 mmol L), ECV, em DMF + TBABFs, 0,1 mol L7,
a 100 mV s, (A) Aplicagdo de potencial em -1,1 V, usando diferentes tipos de condicionamento
(—) 60 s e (----) 120 s, direcdo anédica, mostrando o aumento do pico II’a.
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Fonte: Autora, 2017.

Estudos eletroquimicos realizados na presenca de anidrido acético anidro, foram Uteis
para capturar radicais anionicos e/ou anions e levaram a uma mudancga significativa nos
voltamogramas. Observa-se uma diminuicdo de todas as ondas anddicas, principalmente para
la e desaparecimento completo da onda I1'a. O VC se torna menos complexo (Figura 14), com
a presenca de uma onda catddica, em -1,9 V, relacionada a reducéo irreversivel do acetato de
hidroquinona formado, relacionado a quebra a da funcéo éster.
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Figura 14 - Voltamogramas ciclicos para a LQB-118 (1 mmol L), ECV, em DMF + TBABFs, 0,1 mol L7,
a 100 mV s?. Adicdo de anidrido acético a solugdo, com diminuicdo da corrente de la e
desaparecimento de Il'a (linha vermelha).
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Fonte: Autora, 2017.

4.1.1.2 Experimentos espectroeletroquimicos

Para confirmar o mecanismo de transferéncia de elétrons das amostras supracitadas, as
mudancas estruturais das espécies eletrogeradas apds reducéo tanto da CQ, quanto da LQB-118
foram analisadas através da técnica de espectroeletroquimica no UV-VIS, em DMF + TBABFg,
0,1 mol L%, utilizando o modo cinético de coleta de espectros do espectrofotdmetro.

Os espectros na regido do UV-VIS foram registrados durante a reducéo de 2,5 mmol L-
1 de LQB-118 ou CQ, em uma cela eletroquimica de camada fina e opticamente transparente (o
comprimento do caminho déptico é de 1 cm). Conforme mostrado na Figura 25, antes da reducéo,
a LQB-118 exibiu as transicbes eletrbnicas =n-n* e n-m* caracteristicas dos anéis
naftoquinénicos em 276 e 331 nm. Ao aplicar o potencial de -0,6 V, referente a primeira reducéo
monoeletronica, nenhuma alteracdo no espectro UV-VIS ocorreu, no entanto, ao aplicar o
potencial de -1,1 V, relacionado a formacdo do dianion quindnico modificacdes significativas
foram evidentes.

A Figura 15 mostra que a banda em 276 nm sofre um deslocamento hipsocrémico (276
nm a 262 nm) e a de 331 nm diminui significativamente. Novas bandas apareceram em 400 nm
e 470 nm e uma cauda, a 600 nm. As Ultimas trés bandas foram atribuidas as bandas de absor¢éo
do quinonametideo (QM) eletrogerado, de forma semelhante ao relatado apos a fotodegradagéo
de quinonas (MOORE; CZERNIAK, 1981; BARKER, DIAO, WAN, 1997; SKIBO, 2001).

N&o houve alteracdo de cor durante o processo de reducéo.
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Figura 15 - (—) Espectro na regido do UV-VIS inicial em DMF + TBAPFs 0,1 mol L (caminho éptico de 1

cm), da LQB-118 (c = 2,5 mmol L1). Experimentos espectroeletroquimicos. (-) Espectro na
regido do UV-VIS durante a reducéo de LQB-118, Epap. -1.1 V.
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Fonte: Autora, 2017.

A cromenoquinona, em relacdo a LQB-118, também mostra as transicdes eletrénicas
n—n* e n—n* carateristicas de anéis naftoquindnicos em 288 nm e 337 nm, deslocado para o
vermelho, devido a presenca da ligacdo dupla (Figura 16). Apds a reducdo, proximo ao
potencial da segunda onda, no eletrodo de Pt (-0,7 V), surgiram novas bandas (410 nm, 505 nm,
640 nm). A cor da solu¢do mudou de laranja claro para um marrom persistente. As bandas séo

mais largas do que no primeiro caso (Figura 16 vs Figura 15).

Figura 16 - (—) Espectro na regido do UV-VIS inicial em DMF + TBAPFs 0,1 mol L™ (caminho éptico de 1

cm), da cromenoquinona (c = 2,5 mmol L?). Experimentos espectroeletroquimicos. (-)
Espectro na regido do UV-VIS durante a redu¢do da CQ, em -0,7 V

3.0 1

2.5

2.0

1.5

Absorvancia

1.0 1

0.5

0.0

200 300 400 500 600 700 800
Comprimento de onda

Fonte: Autora, 2017.



59

Ao comparar 0s espectros das figuras 15 e 16, observa-se um resultado diferente para
as duas quinonas (LQB-118 e cromenoquinona). Este fato poderia evidenciar o papel dos anéis
D e E (Figura 11) presentes na LQB-118 e ausentes na cromenoquinona, conforme mostrado
anteriormente por Costa e colaboradores, apos reducdo quimica da LQB-118 e captura com
tiofenol (NETTO et al., 2010). O QM transiente é resultante da quebra redutiva (a partir da
hidroquinona), em um processo 2 " /2 H*.

4.1.1.3 Comprovacdo quimica da presenca do quinonametideo

Apos a reducdo da LQB-118, ocorre rearranjo estrutural, fornecendo um aceptor de
Michael, que foi capturado por tidis (NETTO et.al., 2010; BUARQUE et al., 2011).
Diferentemente do convencional, as reacdes de adicdo de Michael em QM, levam a
aromatizacao do anel cicloexadieno.

A reducdo quimica homogénea, a partir de reacdo com ditionito de sodio, relatada
anteriormente (NETTO et al., 2010) foi repetida. A caracterizacdo estrutural completa do
composto tiolado foi realizada por meio de RMN 'H e RMN 13C.incluindo espectros
bidimensionais. A atribuicdo da maioria dos carbonos foi baseada em HSQC e HMBC, como
mostrado na figura 17.

Figura 17 - Atribuicéo dos valores de carbono do derivado tiolado de LQB-118.
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Fonte: Autora, 2017.

O espectro no UV-VIS do composto tiolado, apresentou bandas em 277 nm e 334 nm

(Figura 18A). Seu VC é mostrado na figura 18B, em comparagéo com a quinona original. Como
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mostrado, a naftoquinona tiofendlica, apresenta dois sistemas redox principais (Ic, Ilc) e um

anodico largo, em potencial mais positivo, relacionado a oxidagédo do fenolato.

Figura 18 — (A) Espectro no UV-VIS do composto tiolado. (B) VC do composto tiolado (0.1 mmol L), ECV,
em DMF + TBABFs, 0,1 mol L, a 100 mV s em vermelho. Em preto, VC da LQB-118, nas
mesmas condicdes.
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Fonte: Autora, 2017.

Os resultados, em conjunto, permitem propor o mecanismo de reducao representados na
Figura 19, mostrando os QMs intermediarios, destacados em azul.

A evidéncia da formacéo in situ do QM, ap6s reducdo eletroquimica da LQB-118
(Figura 19A) é uma prova adicional para a compreensdo do mecanismo molecular de acéo
biologica do referido composto (NETTO et al., 2010; BUARQUE et al., 2011; CUNHA-
JUNIOR et al., 2011; MAIA et al., 2011; PORTES et al., 2012; RIBEIRO et al., 2013;
MARTINO et al., 2014; SILVA et al., 2015; CUNHA-JUNIOR et al., 2016; SALUSTIANO et
al., 2016; RICA et al., 2016).

Uma alquilagdo biorredutiva semelhante foi proposta anteriormente por Moore e
Czeniak (1981) para mitomicina C, que contém uma funcionalidade de quinona latente, apos
reducdo por NQO1 (reducdo de dois elétrons). A ativagdo redutiva das mitomicinas fornece
seletividade em tumores solidos, pois isso é favorecida no ambiente privado de oxigénio de
células tumorais e inibida pelo ambiente rico em oxigénio de tecidos saudaveis (SARTORELLI
etal., 1994).
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Figura 19 — Possiveis mecanismos de reducdo. (A) Para LQB-118. (B) Para CQ. Possiveis etapas de
protonagdo nao foram incluidas. Em azul, quinonametideos (QM).
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Fonte: Autora, 2017.

Toteva e Richard (2011) publicaram uma reviséo sobre a eliminagéo redutiva levando
ao QM e, usando naftoquinonas, Wellington (2015) mostrou a importancia desse mecanismo
em quimica medicinal. No entanto, ndo foram mostradas evidéncias eletroquimicas, como no
presente caso.

Brimble e Nairn (2000) propuseram um caminho semelhante, para kalafungina, uma
quinona natural, usando reducdo homogénea (BRIMBLE; NAIRN, 2000) e investigacédo
teorica, na presenca de DNA (HUME; REYNISSON; BRIMBLE,2012)
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A participacdo do QM também foi definitivamente e elegantemente comprovada na
oxidacdo de ferrocifenois antitumorais (DE PAIVA et al., 2015), por eletroquimica (HAMELS
et al., 2009; MESSINA et al., 2012), utilizando métodos in vitro (microssomas hepaticos
contendo as principais enzimas responsaveis pelo metabolismo dos xenobi6ticos) e comparagédo
com amostras auténticas dos QM (HAMELS et al., 2009).

A presente investigagdo espectroelectroquimica na regido do UV-VIS pode revelar a
geracdo in situ de QM, o que é relevante, uma vez que, muitas vezes, provas moleculares advém,
somente, da analise de produtos resultantes de ataques nucleofilicos ou eletrociclicos a partir
de QM (BRIMBLE; NAIRN, 2000), ou sdo simula¢cdes computacionais (ANDREWS et al.,
1993; HUME; REYNISSON; BRIMBLE, 2012), sem comprovacao real.

Ao levar em consideracdo os dados experimentais de VC, espectroelectroquimica UV-
VIS, eletrélise, reducdo quimica seguida de adicdo de tiofenol e efeitos de anidrido acético no
VC, esté claro que o processo de transferéncia de elétrons da LQB-118, em DMF + 0,1 mol L
! TBABF; corresponde ao esquema exibido na figura 19A.

4.1.1.4 Reatividade com oxigénio

A investigacgdo eletroquimica foi realizada em meio aprotico, na auséncia e presenca de
oxigénio, para mimetizar um dos mecanismos mais importantes de agdo molecular das
quinonas: a geracao, apés a reducao e a transferéncia de elétrons para oxigénio, de EROs (DE
ABREU et al., 2002; HALLIWELL, 2007; FERREIRA et al., 2013). O uso do meio aprotico é
justificado. Em primeiro lugar, devido a instabilidade dos anions radicais superdxido em meio
prético (SONG; BUETTNER, 2010; AUGUSTO et al., 2011; FERREIRA et al., 2013), em
segundo lugar, pela necessidade de mimetizar o ambiente da membrana da célula (ANTUNES
et al.,, 1996) e, em terceiro lugar, por que este meio permite a transferéncia de elétrons
monoeletronica, gerando a semiquinona (DE ABREU et al., 2002; HILLARD et al., 2008; DE
PAIVA et al., 2015), somente possivel, na auséncia de prétons.

A eletroquimica fornece informacgdes termodindmicas e cinéticas significativas da
reacdo do radical semiquinona gerado apos uma transferéncia de elétrons monoeletrénica com
oxigénio para formar o anion radical superoxido (GOULART et al., 2003; GOULART et al.,
2004; FERREIRA et al., 2013).

Apos areducdo da LQB-118, experimentos eletroquimicos foram realizados na presenca

e auséncia de oxigénio para verificar a reatividade com o oxigénio, com resultados positivos
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(Figura 20A). Os perfis voltamétricos permitem evidenciar que os produtos da eletrorreducdo

de LQB118, na primeira onda, reagem com oxigénio.

Figura 20 - VC para LQB-118, em DMF + TBAP (0.1 mol L'?), ECV, v = 50 mV s, diregéo catédica. (A)
Anélise da primeira onda da LQB-118, em presenca de oxigénio, mostrando o sistema redox
do Oz (insert, linha azul). Faixa de potencial: de +0,5V a -1,5 V. (B) VC em auséncia (---) e em
presenca (---) de diferentes concentracdes de oxigénio. Faixa de potencial: de 0,5V a -0,7 V.
Insert: Porcéo linear de Ipr/Ipo em fungdo da concentracédo de oxigénio e (C) Esquema do
mecanismo de reducao eletroguimico-catalitico (EC’), com regeneracio da quinona original.
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Fonte: Autora, 2017.

A adicdo de O ao sistema provocou mudancas voltamétricas notaveis. Esses efeitos
incluem um aumento na intensidade da primeira onda catddica Ic (Figura 20B), relacionada a
geracdo da semiquinona, sendo dependente da concentragdo de Oz e do desaparecimento da
onda anddica correspondente la (Figura 20B), juntamente com ligeira mudanca na posi¢do do
primeiro potencial de pico de reducdo (Eplc) para potenciais mais positivos, como observado
anteriormente para orto e para-quinonas (GOULART et al., 2003; GOULART et al., 2004;
FERREIRA et al., 2013).

Ap0s a introducdo de O2, 0 complexo sistema de reducdo da LQB-118 simplifica-se,
provando a natureza catalitica do processo de transferéncia de elétrons ao oxigénio. Também é

util enfatizar que a reacdo com O é reversivel e ndo causa modificacdo estrutural. Este fato foi
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provado por desaeragdo com nitrogénio e recuperagdo do perfil redox original da LQB-118
(figura ndo mostrada).

4.1.1.5 Experimentos eletroquimicos em meio protico

As andlises eletroquimicas também foram realizadas em meio protico, para mimetizar
as porcoes hidrofilicas dos sistemas biologicos, principalmente a interagdo com CT-DNA que
sO pode ser avaliada em solventes proticos, com pequenas quantidades de solventes organicos.
O VC exibe o par esperado de ondas em -0,351 V (Ic) e -0,281 V (la), com caracteristicas de
adsorcéo (Figura 21A), com base no aumento linear de Ic com a velocidade de varredura (figura

ndo mostrada). A VPD mostra a presenca de um pico catodico e um anddico (Figura 21B).

Figura 21 - (A) VC da LQB-118 (0,1 mmol L) em meio aquoso etandlico (20%), tampao fosfato pH 7,4.
ECV, v =100 mV s (B) VPD da LQB-118 (0,1 mmol L*) em meio aquoso etandlico (20%),
tampdo acetato pH 4,5. ECV, v=5 mV s. Em preto reducéo, em vermelho, oxidagao.
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Fonte: Autora, 2017.

4.1.1.6 Investigagéo da interagdo com DNA

As analises eletroquimicas (DE VASCONCELLOS et al., 2016) e as analises
espectrofotométricas (DA SILVA et al., 2013), entre outros métodos, podem ser Uteis para a

compreensdo da interacdo entre farmacos anticancerigenos e DNA.

4.1.1.6.1 Estudos em biosensor de DNA

Estudos com biossensor de CT-DNA (FERREIRA et al., 2013; DE VASCONCELOS

et al.,, 2016), em meio aquoso tamponado mostraram leve interacdo entre LQB-118 e seu
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produto de reducdo com CT-DNA apds 15 minutos de contato (figura ndo mostrada). O
comportamento foi diferente na presenca de sSDNA, em solugdo, onde a diminui¢do da
intensidades de corrente dos picos anodicos foram observadas, juntamente com as mudancas
nos valores de potenciais anodicos (Figura 22), em ambas as condi¢des, ou seja, com LQB-118
original (Figura 32B) e com seu produto de reducéo (Figura 22A). Em ambos os casos, 0s picos
anodicos dos residuos de guanosina e adenosina sofreram diminui¢do. Em termos bioldgicos, a

fragmentacdo do DNA foi evidenciada para Leishmania amazonensis (RIBEIRO et al., 2013).

Figura 22 - Meio aquoso etandlico (20%), tampao acetato (0,1 mol L) pH 4,5, ECV, I =5mV s (A) ()
VPD do sensor de ssDNA na auséncia de LQB-118. (__) VPD do sensor de ssDNA na presenca
de LQB-118 (0,1 mmol L) com pré-reducdo em Eap = -0,17 V, durante 120 s. (---) VPD
dosensor de ssDNA na presenca de LQB-118 (0,1 mmol L), apés 15 min de contato. (B) ()
DPV do sensor de ssDNA na auséncia de LQB-118, ¢ = 0,1 mmol L. (__ ) DPV do sensor de
ssDNA na presenga de LQB-118 (0,1 mmol L) apds 15 min de contato (__) VPD do sensor de
ssDNA na presenca de LQB-118 (0,1 mmol L), apdés 30 min de contato. LQB-118 em ECV
(verde).
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Fonte: Autora, 2017.

Para obter maiores evidéncias da interacdo da LQB-118 com CT-DNA, foram realizadas
experiéncias adicionais, utilizando espectroscopia no UV-VIS e fluorimetria.

Experimentos de absor¢éo na regido do UV-VIS, em presenca de CT-DNA, sdo eficazes
para detectar a forca de ligacdo e 0 modo de ligacdo do composto com o CT-DNA. Quando um
composto interage com CT-DNA, as mudancgas na absorvancia e nas posi¢Ges das bandas
devem ocorrer (ZHU et al., 2014) No entanto, no presente caso, a sobreposic¢do das bandas do

CT-DNA e LQB-118, impediu a realizagdo dos experimentos A fluorimetria foi usada a seguir.
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O ”quenching” (dissipacdo ou extingédo) de fluorescéncia refere-se a qualquer processo
no qual a intensidade de fluorescéncia de um dado fluor6foro diminui apds a adi¢do de um
“quencher” de fluorescéncia. E bem estabelecido que o mecanismo de “quenching” (dissipagio)
de fluorescéncia pode ser classificado como dinamico ou estatico, também pode ser distinguido
pela sua dependéncia da temperatura (CUI et al., 2004). Sabe-se, ainda, que o brometo de etidio
é um intercalador cléssico, tendo sido frequentemente usado como sonda para verificar
interacdes moleculares com o DNA (HEGDE; PRASHANTH; SEETHARAMAPPA, 2012,
SHAHABADI; MAGHSUDI, 2013).

4.1.1.6.2 Estudos de quenching de fluorescéncia e calculos de parametros termodinamicos

Inicialmente, a figura 23 mostra 0s espectros de emissdo do complexo BE-CT-DNA na
presenca de varias concentracdes de LQB-118. Observa-se uma diminuicdo regular da
intensidade de fluorescéncia, indicando que o BE é deslocado dos seus sitios de ligacdo ao
DNA, os quais sdo substituidos por LQB-118, sugerindo que a LQB-118 interage com CT-
DNA, por intercalacéo.

A extensdo do quenching de fluorescéncia do BE ligado ao DNA foi utilizada para
determinar a extensdo da ligacdo entre a LQB-118 e 0 CT-DNA. O possivel mecanismo de

quenching pode ser esclarecido usando a equacao Stern-Volmer (2):

2 =1+ KaQ] =a.2

em que Fo e F sdo as intensidades de fluorescéncia na auséncia e presenca do composto
avaliado, [Q] é a concentracdo do composto e Ksy € a inclinacdo obtida pelo ajuste linear entre
Fo/F vs [Q] (Figura 24).
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Figura 23 — Espectros de fluorescéncia, em tampao Triz-HCI (NaCl 50 mmol L, Triz-HCI 5 mmol L?, pH
7.2) e etanol 5% (v/v). Espectro de emissdo do brometo de etidio (BE) e CT-DNA em tampéo
Triz-HCI (NaCl 50 mM, Triz—HCI 5 mM, pH 7.2) em etanol 5% (v/v)) na presenca de: 0 (m), 5
(m), 15 (m), 20 (=), 25 (m), 30 ( ), 35 (m) €45 (m) pmol L de LQB-118. A seta indicada a mudanga
na intensidade de emissdo com o aumento da concentracdo de LQB-118. Insert: Intensidade

de fluorescéncia do BE com a adigdo de LQB-118. ¢(EB) = 10 pmol L.

Fonte: Autora, 2017.
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Figura 24 — Gréficos Stern-Volmer de quenching de fluorescéncia do BE-CT-DNA por LQB-118 em

diferentes temperaturas (m) 298 K; (m) 305 K; (m) 310 K, (4em = 590 nm).

Fonte: Autora, 2017.
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Os valores da constante de ligagdo (Ka) e o numero de sitios de ligacdo (n) foram

calculados usando a equagéo de Scatchard (3):

log

@ = logK, + nlog[Q]
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onde Ka é o antilog da intercepcdo e n é a inclinacdo obtida a partir da relagdo linear entre log
[(Fo- F)/F] vs [Q] (Figura 25).

Figura 25 - Gréfico do log [(Fo-F)/F] vs log [LQB-118] (Aem= 590 nm) em trés temperaturas (K). (m) 298 K;
(m) 305 K; (m) 310 K.
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Fonte: Autora, 2017.

Os valores das constantes e o nimero de sitios de ligacdo estéo listados na Tabela 6.

Tabela 6 - A constante de quenching Stern-Volmer (Ks), constante de ligacdo (Ka), nimero de sitios de
ligaco (n) para a ligagdo competitiva entre BE ligado ao CT-DNA e LQB-118.

T(K) Ks(Lmol?)x10®8 2R2  Ka(Lmol™)x10° n bR?

298 4.474 0.9925 4.259 1.000 0.9943
305 4.891 0.9972 2.233 0.922 0.9952
310 5.322 0.9908 1.830 0.889 0.9945

R é o coeficiente determinado para valores de Kiy.
®R ¢ o coeficiente determinado para valores de K,

Fonte: Autora, 2017.

A fim de elucidar a interagdo de LQB-118 com DNA, os parametros termodindmicos
foram calculados. O grafico de InKa versus 1/T permite a determinacao de AH e AS, obtidos a
partir das inclinacdes e intercepcdes, respectivamente usando a equacao de Van't Hoff (4):

InK,= ==+ 2 Eq. 4
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onde R é a constante dos gases (8,314 J mol? K™). Foram utilizadas trés temperaturas
diferentes: 298, 305 e 310 K. Se a temperatura ndo variar significativamente, a mudanca de
entalpia pode ser considerada como uma constante. Com base nas constantes de ligacéo a
diferentes temperaturas, a energia livre do complexo LQB-DNA pode ser estimada (Tabela 7,

Eq. 5) pelas seguintes equacdes:

AG = —RTInK = AH — TAS Eq. 5

Tabela 7 — Parametros termodinamicos para a intera¢do do CT-DNA com LQB-118 em trés temperaturas.

T(K) AH(KJImol?) AS (I molt K1) AG (KJmol?) °¢R?

298 -55.188 -116.039 -20.608 0.928
305 -55.188 -116.039 -19.796 0.928
310 -55.188 -116.039 -19.215 0.928

°R é o coeficiente determinado para 0s parametros termodinamicos.

Fonte: Autora, 2017.

De acordo com os dados termodinamicos, o modelo de interacdo entre um composto e
uma biomolécula pode ser: (1) AH> 0 e AS> 0, forcas hidrofobicas; (2) interacdes AH <0 e AS
< 0, van der Waals e ligacGes de hidrogénio; (3) AH < 0 e AS > 0, interagdes eletrostaticas
(SHAHABADI; MAGHSUDI, 2013). Os valores correspondentes de AG, AH e AS estdo
listados na Tabela 10. O valor de AG no caso da LQB-118 é negativo, o que indica a
espontaneidade da sua ligagdo com o DNA. A formacdo do complexo LQB-118-CT-DNA ¢é
favorecida entalpicamente (AH < 0), enquanto sua entropia é desfavoravel (AS < 0). Portanto,
as interacOes de van der Waals e as ligacdes de hidrogénio sdo provavelmente as principais
forcas na ligacdo de LQB-118 e CT-DNA, confirmando o modo de intercalacéo, estabilizado
por essas forcas (DE VASCONCELLOS et al, 2016; HEGDE; PRASHANTH,;
SEETHARAMAPPA, 2012; SHAHABADI; MAGHSUDI, 2013). Como esperado, a porc¢ao
quinona interage através da ligacdo de hidrogénio com as nucleobases (DE VASCONCELLOS
etal., 2016).

Portanto, os estudos eletroquimicos de LQB-118, em meio aprético, revelaram que o

mecanismo de reducédo é complexo, com ondas adicionais, relacionadas a mudancas estruturais.
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A interacdo positiva com o oxigénio pode ser comparada a geracdo de EROs e explica, em
parte, a acdo citotdxica desta quinona em diversas linhagens de células cancerigenas estudadas
e como agente leishmanicida.

A formacéo de quinonametideos (QMs) é clara a partir da reducdo , seguida de rearranjo
e clivagem heterociclica dos anéis. Estes sdo intermediarios eletrofilicos, capazes de reagir com
grupos nucleofilicos em biomacromoléculas celulares, como lipidios, proteinas e DNA, como
sugerido pelos resultados com ssDNA. A LQB-118 nao reduzida também € capaz de interagir
com CT-DNA, e a interacdo é provada, pela intercalacdo, que pode levar ao dano do DNA.

LQB-118 se destaca como uma molécula antitumoral promissora ou molécula lider para

o0 design de novos farmacos com efeitos toxicolégicos menores.

4.1.2 O caso das pterocarpanoquinonas halogenadas (LQB-150 e LQB-151) e da
nitropterocarpanoquinona (LQB-149)

4.1.2.1 Estudos eletroquimicos em meio aprotico

Assim como a LQB-118, seus derivados apresentam uma porc¢do quinonoidica (Tabela
4, Grupo 1). Espera-se, portanto que seus perfis voltamétricos evidenciem a presenca desse
grupo funcional eletroativo. O voltamograma ciclico para LQB-118 em meio aprotico (Figura
11) é novamente mostrado para possibilitar a comparacdo com seus derivados (Figuras 26 e
27), 0s quais também apresentam um comportamento eletroquimico complexo, com ondas
adicionais relacionadas a mudangas estruturais. Mais uma vez, a espectroeletroquimica foi
utilizada para caracterizar os intermediarios eletrogerados e elucidar o mecanismo de reducédo
dos referidos compostos.

O composto LQB-118 (padrdo) apresenta quatro ondas catodicas, sendo a primeira
referente a formacdo da semiquinona, a segunda corresponde ao dianion quinénico (Figura 26,
A) e as ondas adicionais referentes a formacao de intermediarios transientes quinonametideos,
como mostrado no item anterior.

A comparag&o entre os perfis voltamétricos das pterocarpanoquinonas LQB-118, LQB-
150 e LQB-151 mostra similaridade entre as quatro ondas principais (Ic - I\Vc) (Figura 27). Os
derivados halogenados apresentam um ombro extra, mal definida, de intensidade baixa,
designada como I’c (Figura 26 C e D e Figura 27 marcado em azul claro) intermediaria entre o
primeiro e 0 segundo processo redox. Uma possivel explicacdo para este ombro seria uma

adsorcéo, facilitando a reducédo da segunda onda.
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Figura 26 - Voltamogramas ciclicos para LQB-118 (A), LQB-149 (B), LQB-150 (C) e LQB-151 (D) (c =1
mmol L) em DMF/TBAPFs (0,1 mol L). Eletrodo de carbono vitreo, v= 100 mV s™.
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Fonte: Autora, 2017.

Para o derivado LQB-149 que possui tanto a fun¢do quinona quanto o grupo nitro, como
eletroativos, o voltamograma mostra uma maior complexidade, evidenciando a presenca de
cinco ondas de reducdo (lc-Vc) e quatro ondas de oxidacdo mal definidas (Figura 26, B). Uma
onda de natureza quase - reversivel (llc, -0,787 V) subsequente a primeira onda de reducéo (lIc,
-0,579 V, formacéo da semiquinona), ausente nas demais substancias (Figura 27 — marcado em
azul), € compativel com a redugdo do grupo nitro, gerando, provavelmente, um dianion-
biradical, relatado, em sistemas semelhantes, no caso, orto-quinonas substituidas com grupos
nitroanilina ndo conjugados (ARMENDARIZ-VIDALES et al., 2014) e em recente tese de
doutoramento (DE PAIVA, 2017). A ultima onda de reducéo, de natureza irreversivel (Vc, -
2,116 V), de maior intensidade de corrente, também ausente nas demais substancias (Figura 27

— marcado em amarelo), é relacionada a reducdo continuada do &nion radical nitro. Um
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consideravel alargamento dos picos pode ser resultado da sobreposicdo de ondas, referentes a

associacao da reducgdo da nitroquinona com outros eventos quimicos.

Figura 27 - Comparacao entre os voltamogramas ciclicos para LQB-118, LQB-149, LQB-150 e LQB-151 (c

=1 mmol L) em DMF/TBAPFs (0,1 mol L?). Eletrodo de carbono vitreo, v = 100 mV s,

Fonte: Autora, 2017.
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Em todos os casos, conforme testes diagnosticos (AEp), o primeiro processo de reducao
(Ic) mostrou caracteristica de quase-reversibilidade, onde a primeira onda catddica é
acompanhada da correspondente onda de oxidacgéo, de intensidade de corrente correspondente
a onda de reducdo. A diferenca entre os potenciais de pico catodico e anodico para as
pterocarpanoquinonas foi de 68-96 mV, para a velocidade de varredura de 100 mV s, sendo o
radical semiquinénico susceptivel a reagcGes quimicas posteriores a sua formacéo.

O segundo processo de reducéo (llc), relacionado a formacao do dianion hidrogquinénico
apresentou menor caracteristica de reversibilidade, sendo observado um sinal anddico
correspondente (l1a), de baixa intensidade de corrente quando comparado a la (Figura 26). Essa
menor reversibilidade do intermediario dianion quinénico decorre de sua maior basicidade,
sendo, portanto mais reativo que a semiquinona, 0 que o0 torna mais susceptivel a reacdes
quimicas acopladas a sua eletrogeracdo, como protonacdo, dimerizacdo ou
desproporcionamento. A presenca do sinal anddico, designado 11°a, evidente tanto no composto
padrdo (LQB-118), quanto nos derivados halogenados, deve ser destacada (Figura 26). I1’a esta
relacionado ao pico llc e, como mostrado para a LQB-188, esta relacionado a oxidacdo do
fenolato resultante da quebra do anel heterociclico.

A partir do estudo voltamétrico também foram obtidos os valores de intensidade de
corrente para a primeira onda de redugdo em funcéo da raiz quadrada da velocidade de varredura
(Ipic vs. v¥2). A linearidade dos pontos mostra que o transporte de massa através da solugéo até
a superficie eletrodica para todos os compostos estudados, é de natureza difusional (Figura
28A). Além da presenca do pico reverso, a analise do potencial de reducdo da primeira onda
em fungéo do log da velocidade de varredura (Epic vs. log v), indica que a primeira etapa de
reducdo é de natureza quase reversivel (Figura 28B) (DE SOUZA, 2011).

Grupos substituintes em moléculas eletroativas podem causar varias mudangas no
comportamento eletroquimico. De maneira geral, grupos retiradores de elétrons diminuem a
densidade eletrénica no sistema quinonico, resultando em um deslocamento no potencial de
pico para valores mais positivos, ou seja, facilitam o processo de redugéo. Por outro lado, os
grupos doadores de elétrons aumentam a densidade eletrénica resultando em deslocamento de
potencial de pico catédico para potenciais mais negativos, isto é, dificultam o processo de
reducdo (MONKS; JONES, 2002; SARAPUU et al., 2010).
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Figura 28 - A) Andlise da corrente de pico (Ipc1), para a primeira onda de redugédo para LQB-118 e seus
derivados em funcéo de +*2. B) Grafico de potencial de pico de primeira onda de redugéo em
funcao do log v (DMF/TBAPFs 0,1mol L) para as diferentes pterocarpanoquinonas.
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Em termos de orbital molecular, os substituintes eletroatraentes diminuem a energia do
LUMO (Orbital Molecular Desocupado de Mais Baixa Energia), tornando a transferéncia de
elétrons do eletrodo para a substéncia eletroativa, em um processo de reducgdo, mais facil. J&
para os substituintes eletrodoadores, ocorre o contrério, h4 um aumento da energia do LUMO,
fato que dificulta o processo de transferéncia de elétrons para esse orbital (ZUMAN et al.,
1967).

No presente caso, todos 0s compostos apresentam substituintes eletroatraentes, e, apesar
de estarem ligados ao anel aromaético que estd separado da por¢do quinondide por dois
heterociclos ndo conjugados, apresentaram potenciais menos negativos, quando comparado ao
composto padrdo ndo-substituido (LQB-118).

Além da voltametria ciclica, a técnica de voltametria de pulso diferencial foi utilizada
para confirmar os perfis voltamétricos das pterocarpanoquinonas, principalmente a existéncia
dos ombros catddicos entre o primeiro e o segundo processo de reducdo nos derivados
halogenados. A comparacdo entre 0s picos torna-se também mais direta e de mais facil
visualizacao.

A figura 29 mostra que os resultados obtidos em voltametria de pulso diferencial foram
similares aos observados em voltametria ciclica. Assim como a LQB-118 (padrao), os derivados
halogenados apresentaram quatro ondas principais, diferenciando-se do composto padréo,
basicamente, pela presenga de ombro intermediario a Ic e llc (Figura 29 - marcado em azul
claro).

O voltamograma de pulso diferencial para a pterocarpanoquinona LQB-149 (nitro) em
meio aprotico também é representado por cinco ondas de reducdo. As ondas Ic e llc séo

correspondentes a reducdo monoeletronica em sequéncia da funcdo quinona e da fungao nitro.
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A onda IVc, representada por um pico bem definido e agudo de alta intensidade de corrente
corresponde a reducdo estendida do anion radical nitro (Figura 29). A tabela 4 mostra os

potenciais de reducdo para a LQB-118 e seus derivados em VPD.

Figura 29 - Voltamogramas de pulso diferencial para LQB-118 e seus derivados (¢ = 1 mmol L) em
DMF/TBAPFs (0,1 mol L. Eletrodo de carbono vitreo, v=5mV s
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Fonte: Autora, 2017.
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Tabela 8 - Potenciais de reducdo para LQB-118 e seus derivados em voltametria de pulso diferencial.
Eletrodo de carbono vitreo, E vs. Ag|AgCI|CI (sat.), v=5mV s,

Composto Ic (V) lc(V) lllc(V) IVe(V)  Ve(Vv)

LQB-118 -0,567 -1,036 -1,251 -1,615 -
LQB-149 -0,532 -0,721 -1,146 -1,649  -1,952
LQB-150 -0,547 -0,923 -1,216 -1,584 -
LQB-151 -0,542 -0,899 -1,133 -1,542 -

Fonte: Autora, 2017.

4.1.2.2 Estudos espectroeletroquimicos em meio aprotico

Tanto a voltametria ciclica quanto a voltametria de pulso diferencial mostraram
similaridade entre o comportamento eletroquimico da LQB-118 (padrdo) e os derivados
halogenados LQB-150 e LQB-151 (Figuras 27 e 29). No caso da LQB-118, o mecanismo de
reducdo proposto mostra a formacdo de intermediarios quinonametideos, os quais foram
evidenciados por espectroeletroguimica no UV-VIS e, em seguida, confirmados através da
captura com tiofenol.

De forma anéloga, para confirmar o mecanismo de transferéncia de elétrons dos
derivados halogenados, as mudancas estruturais das espécies eletrogeradas apos reducao foram
também analisadas através da técnica de espectroeletroquimica no UV-VIS, em DMF +
TBABFs, 0,1 mol L%, utilizando o modo cinético de coleta de espectros do espectrofotometro.
Os espectros na regido do UV-VIS foram registrados durante a reducio de 1,0 mmol L de
LQB-151, em uma cubeta de quartzo adaptada para comportar os trés eletrodos (o comprimento
do caminho optico é de 1 cm).

Conforme mostrado na Figura 30A, antes da reducdo, a LQB-151 apresentou as
transicdes eletrdnicas n-n* e n-n* caracteristicas dos anéis naftoquindnicos em 280 e 330 nm.
Durante a varredura catddica na faixa de potencial de 0 a -1,5 V, alterac6es significativas no
espectro UV-VIS ocorreram, o que é indicativo de modifica¢des estruturais. A Figura 30B
mostra que a banda em 280 nm sofre um deslocamento hipsocrémico (280 nm a 274 nm). Novas
bandas apareceram em 397 nm e 480 nm, seguidas de uma cauda em 607 nm. De maneira
similar a LQB-118, essas trés bandas foram atribuidas as bandas de absor¢do do QM
eletrogerado (MOORE; CZERNIAK, 1981; BARKER, DIAO, WAN, 1997; SKIBO, 2001).
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Figura 30 - (A) Espectro na regido do UV-VIS inicial em DMF + TBAPFs 0,1 mol L (caminho dptico de 1
cm), da LQB-151 (c = 1,0 mmol L). Experimentos espectroeletroquimicos. (B) Espectros na
regido do UV-VIS durante a reducéo (faixa de varredura de 0 a -1,5 V em eletrodo de Pt) de

LQB-151.
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Fonte: Autora, 2017.

Para confirmar a ocorréncia do quinonametideo eletrogerado, a espectroeletroquimica

da reducdo de LQB-151 foi realizada, in situ, na presenca de hexanotiol. Esse tiol foi escolhido

devido a simplificacdo no seu espectro UV-VIS, uma vez que as bandas relativas ao sistema

aromatico estariam ausentes. Neste caso, aplicou-se o potencial de -1,1 V, referente a segunda

onda catddica e observou-se que nos primeiros 180 s, as bandas de absor¢do do QM (Figura 31,

linha rosa) sdo evidenciadas e apds este tempo de contato, constata-se uma significativa

diminuicdo das referidas bandas o que é um forte indicio de que apds a reducédo e na presenca

do hexanotiol, ocorre a captura do QM, devido a tioalquilacdo redutiva da LQB-151, conforme
mostrado quimicamente para a LQB-118.

Figura 31 - Espectros na regido do UV-VIS em DMF + TBAPFs 0,1 mol L (caminho éptico de 1 cm), da
LQB-151 (c = 1,0 mmol L) aplicando o potencial de condicionamento de-1,1 V durante o
intervalo de tempo de 30 a 600 s na presenca de hexanotiol.
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Os resultados eletroquimicos e espectroeletroquimicos permitem propor 0 mecanismo

de reducéo para o derivado halogenado LQB-151 (Figura 32).

Figura 32 — Possivel mecanismo de reducdo para a LQB-151. (B) Para CQ. Possiveis etapas de protonacéo
néo foram incluidas. Em azul, quinonametideo (QM).
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Fonte: Autora, 2017.

Para a nitroquinona LQB-149, o0s experimentos espectroeletroquimicos foram
realizados nas mesmas condicdes (DMF + TBABFg, 0,1 mol L) e os espectros de absorcdo no
UV-VIS obtidos mostraram-se consideravelmente diferentes quando comparados ao composto
padrdo (LQB-118) e aos derivados halogenados. Este fato ja era esperado uma vez que o perfil
voltamétrico obtido para a LQB-149 mostrou diferencas consideraveis em relacdo aos demais
derivados (Figuras 27 e 29).

Antes da reducdo, a LQB-149 (nitro) apresentou as transicdes eletronicas n-n* e n-n*
caracteristicas dos anéis naftoquinénicos, em 279 e 326 nm. Durante a varredura na direcdo
catddica (0 a -1,5 V) observa-se que estas bandas diminuem significativamente e surge uma
nova banda de absor¢do em 432 nm (Figura 33). Um fato importante para ser destacado é que
0s espectros da reducdo da nitroquinona ndo apresentam as bandas de absor¢do caracteristicas
de quinonametideos, sugerindo que ndo ha& quebra dos anéis heterociclicos e 0 mecanismo
proposto para a LQB-149 mostra a reducdo do grupo nitro e a geragéo de hidroxilamina (Figura
34).
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Figura 33 - (-) Espectro na regido do UV-VIS inicial em DMF + TBAPFs 0,1 mol L (caminho 6ptico de 1
cm), da LQB-149 (nitro) (¢ = 1,0 mmol L). Experimentos espectroeletroquimicos. (---)
Espectros na regido do UV-VIS durante a reducdo (faixa de varredura de 0 a -1,5 V em
eletrodo de Pt) de LQB-149.
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Fonte: Autora, 2017.

Figura 34 — Possivel mecanismo de reducdo para a LQB-149. Em vermelho, reducdo da quinona e em azul
reducdo do grupo nitro. As etapas possiveis de protonacéo nédo foram incluidas.

Fonte: Autora, 2017.
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4.1.2.3 Estudos eletroquimicos em meio aprético em presenca de oxigénio

Dentre os mecanismos de acdo propostos para a LQB-118 e seus derivados, um dos mais
estudados € o da transferéncia de elétrons seguido de estresse oxidativo (TE/EO) (MAIA et al.,
2011; NETTO et al., 2010; RIBEIRO et al., 2013). Como j& mencionado, a por¢do para-
quinona presente na estrutura da LQB-118 e seus derivados pode ser reduzida a semiquinona,
a qual pode transferir um elétron para o oxigénio molecular. O anion radical superdéxido
resultante pode ser transformado em perdxido de hidrogénio e radical hidroxila, os quais
iniciam uma cascata de eventos que levam ao estresse oxidativo (DA SILVA; FERREIRA; DE
SOUZA, 2003; MAIA et al., 2011; NETTO et al., 2010).

Estudos demonstram que a atividade antineoplasica desses compostos em linhagens de
células cancerigenas como HL-60, Raji e Daudi, pode estar associada a esse mecanismo de
acdo, uma vez que estas células sdo muito sensiveis ao estresse oxidativo (NETTO et al., 2010).
Além disso, ja foi demonstrado que a atividade leishmanicida apresentada por estas
pterocarpanoguinonas esta relacionada com a inducdo a producdo de EROs. Desse modo, 0
estresse oxidativo € acompanhado por uma perda do potencial da membrana mitocondrial
(Aym) e fragmentagcdo do DNA, desencadeando a morte celular do parasito por apoptose pela
via mitocondrial, de maneira seletiva (RIBEIRO et al., 2013).

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

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

Na Figura 35A, pode-se observar que o perfil eletroquimico para a primeira onda
catodica, em auséncia de oxigénio é consideravelmente alterado apos a adi¢do sucessiva de

oxigénio a cela eletroquimica. Quando em presenca de oxigénio, o primeiro potencial de
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reducdo das pterocarpanoquinonas estudadas sofre um deslocamento para valores mais
positivos. Observa-se ainda que a corrente de pico catédico aumenta em proporcéo direta a
adicdo de oxigénio, com consequente desaparecimento da onda de oxidacgéo, evidenciando que
0s anions radicais formados a partir da reducéo de LQB-118 e de seus derivados interagem com
oxigénio em mecanismo eletroquimico (reversivel) - quimico catalitico (E/C”), gerando o &nion
radical superdxido e regenerando o grupo quinona (SONG; BUETTNER, 2010), como
mostrado na figura 30 para a LQB-118.

Sabendo-se que a solubilidade maxima de oxigénio em DMF a 25° C é 1,85 mmol L,
por meio dos valores de corrente obtidos em diferentes concentragdes de oxigénio tragou-se o
grafico de Ipr / Ipo vs. [O2] (Figura 35B), o qual permitiu determinar a constante de velocidade
aparente (Kap) entre a semiquinona (Q*) eletrogerada com o oxigénio. As constantes aparentes
de velocidade obtidas e a ordem de reatividade observada foram as seguintes: LQB-118 (0,17
s> LQB-150 (0,13 s1) = LOB-151 (0,13 s!) > LQB-149 (0,08 s).

A LQB-118 (padrdo) apresentou constante catalitica aparente de reatividade frente ao
oxigénio de 0,17 s. Quando se adiciona ao anel aromatico D, o grupo nitro (LQB-149),
observa-se uma diminuicdo da reatividade frente ao oxigénio (0,08 s%). Vale salientar que néo
h& conjugacdo entre as duas partes da molécula. Ja com a adicdo de halogénios ao anel
aromatico D, observa-se que as pterocarpanoquinonas bromada (LQB-150) e clorada (LQB-
151) apresentam a segunda maior reatividade (0,13 s).

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

geracdo de ERO, como descrito anteriormente.
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Figura 35 - (Esquerda) Voltamogramas Ciclicos para LQB-118 e seus derivados em DMF/TBAP (0,1 mol
LY, eletrodo de carbono vitreo, em auséncia de oxigénio (vermelho) e em presenca de
diferentes concentracdes de oxigénio; v = 50 mV s, (Direita) Porcdo linear de Ipr / Ipo em
funcao da concentracao de oxigénio para calculo da constante aparente de reatividade.
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4.2 Estudo eletroquimico de calcogenoquinonas e selenetos por voltametria ciclica

Dentre os varios métodos eletroquimicos, a voltametria ciclica tem se mostrado uma
técnica experimentalmente simples e precisa para aquisicdo quantitativa de dados cinéticos e
termodindmicos que auxiliam na elucida¢do do mecanismo de acdo de farmacos ou até mesmo
pode colaborar no planejamento de compostos biologicamente ativos. E uma das principais
técnicas utilizadas no estudo eletroquimico de uma infinidade de compostos, inclusive
quinonas, em meios aprotico e protico (WANG et al., 2010; IMENEZ-ALONSO et al., 2011;
MA et al., 2011; DE SOUZA, 2011).

Muitos tipos de patologias, inclusive o céancer, sdo associados ao estresse oxidativo
(GILL; PISKOUNOVA; MORRISON, 2017). Por essa razao, é cada vez mais crescente o
interesse em agentes terapéuticos que viabilizem a modulacdo do estado redox intracelular
(SHAABAN et al., 2012). Certos catalisadores redox que contém quinonas e calcogénios,
chamados de compostos multifuncionais, mostraram resultados consideraveis quando testados
em células cancerosas e outros alvos bioldgicos (FRY et al., 2005; SHAABAN et al., 2012;
DOERING et al., 2012). A associacdo de dois centros redox é uma estratégia que visa a
ampliacdo do espectro de acdo desses compostos e a eletroquimica é uma ferramenta relevante
no estudo dos mesmaos.

Entre os compostos multifuncionais investigados, as quinonas hibridizadas com
calcogénios foram consideradas muito promissoras.

No presente caso, a voltametria ciclica foi utilizada para investigar o comportamento
eletroquimico de 7 selenoquinonas e 1 tio-substituida, recentemente reportadas como
compostos anticancerigenos.

Os perfis obtidos confirmaram a presenca dos dois centros redox individuais. Todos 0s
compostos apresentaram atividade eletrogquimica nas regiGes catddica e anddica dos
voltamogramas ciclicos.

O possivel mecanismo redox das selenoquinonas foi proposto.

O mecanismo redox proposto neste trabalho é uma ferramenta importante na elucidacao

do mecanismo de acdo molecular de selenoquinonas.

4.2.1 Estudos eletroquimicos das calcogenoquinonas em meio aprotico

Voltamogramas ciclicos (VCs) foram registrados em meio aprético (DMF + TBAPFe,

0,1 mol L) a fim de mimetizar o ambiente das membranas bioldgicas. Todos os compostos
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estudados apresentaram atividade eletroquimica nas faixas catodicas e anddicas dos VCs.
Realizou-se a anélise dos comportamentos eletroquimicos na faixa de varredura de + 0,5 V a
-3,0 V. Nesta regido observou-se principalmente a reducdo da porcdo quinonoidica, ao passo
que a oxidacdo compreendeu a faixa de varredura de -0,5 V até +1,7 V onde foi possivel analisar
a oxidacdao da porcéo calcogenada: selénio ou enxofre.

O perfil voltamétrico da selenoquinona denominada ENSJ305 (p-¢OMe) é mostrado na
figura 36 e é representativo do grupo.

Os potenciais de picos catodicos e anddicos de cada quinona estudada estéo listados na

tabela 9.

Figura 36 - Voltamogramas ciclicos (VC) do composto ENSJ305 (p-¢OMe) em DMF + TBAPFs
(0,1 mol LY). Eletrodo de carbono vitreo, v= 100 mV s*. (¢ = 1 mmol L?). (A) Linha
preta corresponde a reducao e linha vermelha corresponde a oxidagao. (B) Varredura
sucessivas na faixa de potencial de +1,7 V a-2,5 V. (C) VC catodico com os potenciais
de inversdo. (D) VC anddico com os potenciais de inversao.

120
90
90
60
60
304
= < 304
< o 2
= 0
-30 4
-304
-60
-604
-90+ lic T T T T T T T T T
T T T T T T T T r -30 -24 -18 1.2 -06 00 06 12 18 24
-30 24 18 12 -06 00 06 12 18 E (V) vs. Ag|AgCI|CI (sat.)
E (V) vs. Ag|AgCI|CI (sat.)
120
o}
50
o1 L
OMe
'] 0 /]
60+ 0 Se
-50 —
< < 30
— - /
— -100+ ol _
150 0l TN
-200 -60 1— T T T T
T T T T T T T T -0.5 0.0 0.5 1.0 1.5
30 -25 -20 -15 -10 -05 00 05 E (V) vs. AglAgCIICT (sat.)
E (V) vs. Ag|AgCI|CI (sat.)

Fonte: Autora, 2017.



86

Tabela 9 - Principais pardmetros eletroguimicos para as selenoquinonas analisadas (Tabela 4) em DMF + TBAPFs (0,1 mol L™?). Eletrodo de carbono vitreo, v=100
mV s, ¢=1mmol L1

Amostras -Eplc -Epla  AE; -Epllc -Eplla  AE, -Eplllc -Epl’a EplVa -EplVc EpIV’a EpVa
V) M __(mv) (V) M __mv) (V) V) V) %) V) V)
ENSJ 301 0,662 0,566 96 1,123 0,939 184 - 0,214 1,233 0,080 0,386 -
m-¢CF3
ENSJ 302 0,655 0,566 89 1,061 0,923 138 - 0,211 1,131 0,133 0,371 -
p-¢Me
ENSJ 303 0,674 0,584 90 1,154 0,937 217 = 0,247 1,137 0,100 0,309 -
n-Bu
ENSJ 304 0,658 0,554 104 1,140 1,028 112 2,582 0,168 1,163 0,039 0,301 -
p-¢Cl
ENSJ 305 0,668 0,580 88 1,140 0,945 195 2810 = 1,252 0,046 0,328 1,534
p-¢OMe
ENSJ 307 0,650 0,554 96 1,080 0,915 165 - 0,166 N N N N
S-p-6Me
ENSJ 311 0,,644 0,542 102 1,098 0,913 185 2,354 0,132 1,198 0,066 0,337 -
p-¢Br
ENSJ 312 0,655 0,548 107 1,134 1,269 135 - 0,167 N N N N
¢

Fonte: Autora, 2017.
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Todos os voltamogramas exibem um perfil similar na regido catddica: pelo menos dois
pares de ondas (Ic/ Ia, llc/ 1la) (Figura 14). Alguns dos compostos tém ondas adicionais, devido
a efeitos de substituintes. Como esperado para 0s compostos quinondides, os perfis gerais de
todos os compostos sao semelhantes aos relatados para outras quinonas.

Em meio aprético, quinonas podem sofrer dois processos de reducdo de um elétron cada.
O primeiro processo esté relacionado ao par redox quinona (Q) / semiquinona (Q*°), enquanto
que o segundo processo esta relacionado ao par redox semiquinona (Q*°) / dianion quindnico
(Q?), representado por um par de picos geralmente mais largo e mal definido, devido ao
possivel desproporcionamento (Figura 37) (WANG et al., 2010; MA et al., 2011).

Figura 37 - Voltamogramas ciclicos (VCs), na regido catodica, de todos os compostos estudados em DMF +
TBAPFs (0,1 mol L1). Eletrodo de carbono vitreo, v =100 mV s, (c = 1 mmol L%). (A)
Varreduras sucessivas. (B) Varreduras com potenciais de inversao.
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O primeiro processo de reducdo (Ic) mostrou caracteristicas de quase-reversibilidade,
onde a primeira onda catddica é acompanhada da correspondente onda de oxidacdo (la), de
intensidade de corrente correspondente a onda de reducdo. A diferenca entre os potenciais de
pico catodico e anodico (AE1) para as quinonas foi de 88-107 mV (Tabela 9) para a velocidade
de varredura de 100 mV s, sendo o radical semiquindnico suscetivel a reacdes quimicas
posteriores a sua formacé&o.

Os valores de Epic variaram de -0.644 V até -0.674 V (Tabela 9). Como a unidade de
Se-fenil é acoplada, sem conjugacéo a fracdo da quinona, ha apenas uma pequena mudancga no
potencial de reducdo, sendo a derivada bromada (ENSJ311; p-¢Br), a mais facil de reduzir,
enquanto o derivado com a porcdo alifatica (ENSJ303; nBu) sofre reducdo em potenciais mais
negativos.

O segundo processo de reducdo (llc), relacionado a formacdo do dianion quinénico
apresentou menor caracteristica de reversibilidade (Tabela 5; AE2 variou de 112 a 217 mV). A
menor reversibilidade do intermediario didnion quindnico decorre de sua maior basicidade,

sendo, portanto mais reativo que a semiquinona, 0 que o torna mais suscetivel a reacfes
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quimicas acopladas apds eletrogeracdo, como  protonagdo, dimerizagdo  ou
desproporcionamento.

Os valores de intensidade de corrente obtidos a partir do estudo voltamétrico em funcao
da raiz quadrada da velocidade de varredura (Ipic vs. V%) para a primeira onda de reduco,
demonstraram que o transporte de massa através da solucdo até a superficie eletrodica, é de
natureza difusional. A analise do potencial de reducéo de primeira onda em funcdo do log da
velocidade de varredura (Epic vs. log v), juntamente com a presenca do pico reverso indica que
a primeira etapa de reducdo é de natureza quase-reversivel, conforme testes diagndsticos
definidos em literatura especifica (SOUTHAMPTON ELECTROCHEMISTRY GROUP; DE
SOUZA, 2011).

Em seguida, encontram-se os graficos de intensidade de corrente em funcéo da raiz
quadrada da velocidade de varredura (Ipic vs. v*2) e da analise do potencial de reducio de
primeira onda em funcdo do log da velocidade de varredura (Epic vs. log v) para cada

calcogenoquinona estudada (Figura 38).

Figura 38 - A) Analise da corrente de pico (Ipc1), para a primeira onda de reducdo para as
calcogenoquinonas em funcgéo de v¥2. B) Gréfico de potencial de pico de primeira onda de
reducdo em fungdo do log v (DMF/TBAPFs0,1 mol L) para as diferentes calcogenoquinonas.
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Na regido anddica, aparece um pico irreversivel (IVVa), com uma intensidade de corrente
duplicada em relacdo a reducdo da quinona. Em um caso especial (ENSJ305; p-¢OMe),
evidencia-se um pico anddico adicional em potencial mais positivo (Va). Em todos os casos
(Figura 39), no ciclo reverso, observa-se uma onda de reducdo, préxima a 0 V (I\Vc) e na
varredura sucessiva, observa-se que o produto reduzido formado pode ser reoxidado (IV’a).

A maioria das calcogenoquinonas exibiu apenas um pico de oxidacao irreversivel (IVa)
entre +1,126 V e +1,252 V vs. Ag/AgCI/CI- (Tabela 9). A ocorréncia desse pico para 0s
compostos organocalcogenados ja foi reportado por Giles e colaboradores (2001). A oxidacao
eletroquimica esquematizada a seguir, segue um mecanismo geral do tipo eletroquimico-
quimico, no qual o cétion radical centrado no Se, eletrogerado, sofre desprotonacéo e pode ser
submetido a uma ruptura irreversivel da ligacdo carbono-calcogénio (111c), de modo semelhante

ao descrito por France e colaboradores (2004), para os compostos glicosilcalcogénios.
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Figura 39 - Voltamogramas ciclicos anddicos (VCs) de todos os compostos estudados em DMF + TBAPFs
(0,1 mol LY). Eletrodo de carbono vitreo, v=100 mV s*. (c =1 mmol L}).
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Fonte: Autora, 2017.

Apols a ruptura da ligacdo carbono-calcogénio, sugere-se a formacdo da quinona

correspondente que sofre reducéo no ciclo reverso em potenciais proximos a zero (Figura 39),

juntamente com a formacdo do radical de selénio, que reage ainda mais, formando

intermediarios de selénio que podem seguir vérias vias, conforme mecanismo proposto na

figura 40, similar ao mecanismo de acéo bioldgica proposto por Vieira, 2015 e colaboradores.
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Figura 40 - Proposta de mecanismo redox para as calcogenoquinonas.
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Fonte: Autora, 2017.

Para provar o mecanismo proposto, especialmente no que diz respeito a oxidacdo do
selénio, estudou-se moléculas mais simples cuja porcdo eletroativa seria apenas o selénio. O
perfil voltamétrico dos selenetos na regido catodica (Figura 41, C) também apresenta um pico
intenso, o qual nas calcogenoquinonas foi chamado lllc, e esta relacionado a quebra da ligagdo
C-Se, apbs captura de 2 elétrons, gerando o respectivo seleneto, que se oxida em Illa. Na
varredura anddica (Figura 41, A e B), também se observa um pico relativo a formacéo do cation
radical centrado no selénio, que se reduz em seguida, fato comprovado pelo surgimento do pico

reverso em potenciais negativos.
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Figura 41 - Voltamogramas ciclicos (VCs) de selenetos aromaticos, em DMF + TBAPFs (0,1 mol L1).
Eletrodo de carbono vitreo, v= 100 mV s, (c = 1 mmol L?). (A) Varreduras sucessivas; (B)
Potenciais de inversao; (C) Perfis combinados de reducéo e oxidacao.
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Fonte: Autora, 2017.

4.2.2 Estudos eletroquimicos das calcogenoquinonas em meio prético

Os dois centros redox na tio- e selenoquinonas foram confirmados e analisados por
voltametria ciclica, em meio protico. Este meio se assemelha as regides hidrofilicas das
matrizes bioldgicas (DE PAIVA et al., 2015). Conforme ja mencionado, 0s compostos em
questdo exibiram uma combinacéo de dois comportamentos redox distintos, referentes a porcao
quinona e ao substituinte calcogénio.

Devido a dificuldade de solubilizagdo dos compostos em meio aquoso, optou-se por
trabalhar em concentragéo relativamente baixa dos mesmos (0,1 mmol L), utilizando etanol
(20%) como co-solvente para garantir a completa solubilizacdo das quinonas.

Em pH 7,4, mimetizando-se o pH fisioldgico, ja estd bem estabelecido que quinonas
sofrem reducdo bieletrbnica em wuma Unica etapa, formando hidroquinonas. As

calcogenoquinonas estudadas apresentaram um par redox (Epai e Epci) na regido catddica
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associado a formacdo da hidroquinona com caracteristicas quase reversiveis (Tabela 10), e

transporte de massa de natureza adsortiva (Figura 42).

Tabela 10 - Principais parametros eletroquimicos para as selenoquinonas analisadas (Tabela 5) em tampéo
fosfato, pH 7,4; 20% etanol. Eletrodo de carbono vitreo, v = 100 mV s*,(c = 0,1 mmol L?).

Amostras -Epc1(V) -Epai(V) AE:i(mV) Epaz(V)
ENSJ 301 (m-¢CFa3) 0,263 0,205 58 1,445
ENSJ 302 (p-¢Me) 0,288 0,215 73 1,362

ENSJ 303 (n-Bu) 0,269 0,223 46 1,316
ENSJ 304 (p-¢Cl) 0,284 0,189 95 1,460
ENSJ 311 (p-¢Br) 0,273 0,209 64 1,336

ENSJ 312 (¢) 0,260 0,221 39 0,707

Fonte: Autora, 2017.

Figura 42 - Voltamogramas ciclicos (VC) de quatro calcogenoquinonas representativas do grupo em tampéao
fosfato pH 7,4 + 20% etanol. Eletrodo de carbono vitreo, v = 100 mV s,(c = 0,1 mmol L%).
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Fonte: Autora, 2017.
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Na faixa de oxidacao, foi observado um pico anddico intenso irreversivel (Epaz) entre
+0,707 V e +1,460 V (Tabela 10), relacionado a oxidacdo do substituinte calcogenado, o qual
pode ser atribuido & formacéo de selendxidos (Figura 43) (MENDEZ-ALBORES et al., 2015).

Figura 43 - Voltamograma ciclico (VC) do composto ENSJ302 (p-¢Me), em tampéao fosfato pH 7,4 + 20%
etanol. Eletrodo de carbono vitreo, v = 100 mV s2,(1 = 0,1 mmol L). Linha preta corresponde
a reducdo e linha vermelha corresponde a oxidacao.
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Fonte: Autora, 2017.

Os resultados eletroguimicos aqui apresentados confirmaram a presenca de dois
sistemas redox distintos, tanto em meio protico, quanto em meio aprético. A analise dos
intermediarios eletrogerados é importantes para a compreensdo do mecanismo de acgdo
bioldgica de tais compostos. Este trabalho deve ser visto como um incentivo para investigacoes

subsequentes, incluindo a quimica sintética e a biologia celular.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

O presente trabalho mostrou a benéfica e promissora relacdo existente entre a Quimica
Medicinal e Bioldgica e a Eletroquimica Molecular. Os casos de investigacdo
farmacoeletroquimica aqui estudados revelam que a compreensdo do mecanismo eletroquimico
de transferéncia de elétrons in vitro e a obtencdo dos pardmetros termodindmicos e cinéticos
sdo Uteis a compreensdo de varios processos que podem ocorrer em nivel biologico. Este é um
ponto fundamental para o desenvolvimento de moléculas bioativas, candidatas a protétipos de
novos farmacos.

Os perfis voltamétricos obtidos para selenoquinonas confirmaram a presenca de dois
centros redox individuais, um com natureza antioxidante e outro pro-oxidante, levando a um
importante equilibrio. Por apresentarem dois centros redox, com compensacdo interna da
reatividade, as selenoquinonas representam promissores protétipos no desenvolvimento de
farmacos anticancer.

Os estudos eletroquimicos de pterocarpanoquinonas, em meio aproético, revelaram que
0 mecanismo de reducdo é complexo, com ondas adicionais, relacionadas a quebra do anel
heterociclico e a formagao de intermediérios quinonametideos.

Experimentos eletroquimicos revelaram transferéncia eletrnica homogénea na
presenca de oxigénio, com geracao de anion radical superéxido.

LQB-118 ndo reduzida interage com ssDNA em solucdo. Ela, bem como os seus
intermediarios eletrogerados, foram capazes de diminuir a intensidade dos picos referentes a
oxidacdo dos residuos de guanosina e adenosina, presentes no ssDNA, o que é indicativo de
interacdo positiva com o ssDNA. Investigacdo fluorimétrica indicou interacdo por ligacéo de
hidrogénio.

Os resultados reunidos explicam em parte os efeitos citotdxicos e parasiticidas relatados
para LQB118.

Em geral, os métodos eletroquimicos sdo muito Uteis para prever o mecanismo de
formacdo de adutos e a ocorréncia de rearranjo estrutural de compostos semelhantes a estes e
parecem bem adaptadas para explorar as vias redox in vitro e correlaciona-las a estudos in vivo.
Uma vantagem adicional associada a eletroquimica esté relacionada ao fato de que ela permite
acompanhar a quebra redutiva in situ, a caracterizacdo dos intermediarios eletrogerados, via
técnicas hifenadas, o calculo do nimero de elétrons transferidos e mimetiza as experiéncias in

vitro e in vivo.
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6 PERSPECTIVAS DE TRABALHOS FUTUROS

v Determinar com detalhes o mecanismo redox das quinonas hibridas estudadas por meio de

eletrolises, ESR, espectroeletroquimica (UV-VIS e fluorescéncia) e calculos tedricos.

v" Explorar o potencial das quinonas em outras areas, como por exemplo na geragdo de energia

por meio das biocélulas a combustivel.

v" Avaliar a acdo contra topoisomerases em mitocondrias.
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