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RESUMO

Ha forte interesse a cerca de compostos fendlicos e nitrocompostos em funcdo de
suas diversas e significativas atividades biolégicas. Tais compostos podem participar
de reacbes de transferéncia de elétrons e produzir metabdlitos que influenciam o
estado redox em nivel celular, com consequente efeito em processos bioquimicos
vitais. Deste modo, este trabalho teve como objetivo determinar o mecanismo
eletrodico envolvido na oxidacdo da bergenina e na reducdo dos derivados
nitrobenzilicos e avaliar possiveis interagcdes supramoleculares da bergenina com
B-ciclodextrina (B-CD) e acido desoxirribonucléico (DNA), a fim de aumentar sua
solubilidade em meio aquoso e auxiliar no entendimento do mecanismo molecular de
acdo bioldgica. Os estudos eletroquimicos em meio prético e aprético foram
realizados em potenciostato PGSTAT302 (AUT 73222) da Autolab® através de
técnicas voltamétricas. A influéncia da interacdo de diferentes ciclodextrinas sobre a
solubilidade da bergenina em meio aquoso foi verificada através do estudo de
transferéncia de fase por voltametria ciclica. O complexo bergenina:3-CD foi
preparado nas propor¢cbes 1:1 e 1:2 através da técnica de co-evaporacdo e
caracterizado através de técnicas espectroscopicas. Os estudos teéricos foram
realizados através do programa Gaussian 09. A bergenina na forma livre e
complexada foram avaliadas frente a capacidade antioxidante (ensaios de
peroxidacao lipidica), citotoxicidade (viabilidade celular frente a macréfagos), e a
interacdo com DNA estimada através da utilizacdo de sensor eletroquimico de
dsDNA (fita dupla) e com ssDNA (fita simples) e espectrofotometria UV-Vis, em
solucdo. Os resultados eletroquimicos obtidos para bergenina demonstraram que
seu mecanismo de oxidacdo em meio aprotico e proético envolve, respectivamente, a
perda de le/1H" e de 2e/2H", ao utilizar eletrodo de carbono vitreo. Os dados
tedricos contribuiram para esclarecer que os mecanismos oxidativos envolvem as
hidroxilas fendlicas. A atividade antioxidante da bergenina verificada nos ensaios de
inibicdo de lipoperoxidacao foi favorecida em sua forma complexada com -CD na
proporcdo 1:1. A citotoxicidade da bergenina avaliada em macrofagos também
sofreu influéncia da interagdo com B-CD. Os estudos eletroquimicos envolvendo
ssDNA demonstraram interacdo entre bergenina e as bases constituintes do DNA,
sugerindo um possivel mecanismo de acao biolégico. Ja os estudos com biossensor
de dsDNA, ndo demonstraram interacdo. A investigacdo da interagdo com dsDNA
através da espectrofotometria UV-Vis resultou numa constante de ligacao entre DNA
e bergenina na forma livre e complexada na ordem de 10° e 10° M*,
respectivamente. O comportamento eletroquimico dos derivados nitrobezilicos
obtidos em meio aprotico apresentaram um perfil voltamétrico de grande
complexidade, envolvendo padrdes relacionados a rea¢cfes de autoprotonacéo e de
transferéncia de elétrons dissociativa. A ordem de facilidade de reducédo, baseada
em valores de potencial de primeira onda de reducdo, encontrada foi: ANB >
EANBEN > EANB > AANB > ANOH > ATN = ENF > ANBNa > ENM > ANF, obtendo-
se correlacdo positiva entre 0s compostos com maior potencial de reducdo (menos
negativos) com atividade bioldégica mais pronunciada (atividades leishmanicida e
antitumoral), j& descritas na literatura, o que justifica a importancia da investigacao
eletroquimica de compostos bioativos como ferramenta em quimica medicinal, em
processos relacionados a transferéncia de elétrons.

Palavras-chave: Bergenina; Derivados nitrobenzilicos; Interacfes supramoleculares;
B-ciclodextrina; Acido desoxirribonucléico; Eletroquimica.



ABSTRACT

There is a strong interest in phenolic compounds and nitrocompounds in the function
of their diverse and significant biological activities. Such compounds can patrticipate
in electron transfer reactions and produce metabolites that influence the redox state
at the cellular level, with consequent effect on vital biochemical processes. This work
aimed to determine the electrodic mechanism involved in the oxidation of bergenin
and the reduction of nitrobenzyl derivatives and to evaluate possible supramolecular
interactions of bergenin with B-cyclodextrin (3-CD) and deoxyribonucleic acid (DNA)
in order to increase its solubility in agueous medium and help in understanding the
molecular mechanism of biological action. The electrochemical studies in protic and
aprotic medium were performed in potentiostat PGSTAT302 (AUT 73222) from
Autolab® using voltammetric techniques. The influence of the interaction of different
cyclodextrins on the solubility of bergenin in agueous medium was verified through
the phase transfer study by cyclic voltammetry. The bergenin:B-CD complex was
prepared in 1:1 and 1:2 proportions by the coevaporation technique and
characterized by spectroscopic techniques. The theoretical studies were performed
through the Gaussian program 09. Bergenin in the free and complexed form were
evaluated against antioxidant capacity (lipid peroxidation assays), cytotoxicity (cell
viability versus macrophages), and interaction with estimated DNA through the use of
dsDNA (double strand) electrochemical sensor and with ssDNA (single strand) for
UV-Vis spectrophotometry in solution. The electrochemical results obtained for
bergenin demonstrated that its oxidation mechanism in aprotic and protic
environments involves, respectively, loss of 1e/1H" and 2e/2H*, when using a
glassy carbon electrode. Theoretical data contributed to clarify that oxidative
mechanisms involve phenolic hydroxyls. The antioxidant activity of bergenin in the
lipoperoxidation inhibition assays was favored in its complexed form with B-CD 1:1.
The cytotoxicity of bergenin evaluated in macrophages was also influenced by
interaction with B-CD. The electrochemical studies involving ssDNA demonstrated
interaction between bergenin and the constituent bases of DNA, suggesting a
possible mechanism of biological action. However, the dsDNA biosensor studies
showed no interaction. Investigation of the interaction with dsDNA through UV-Vis
spectrophotometry resulted in a binding constant between DNA and bergenin in the
free and complexed form on the order of 10° and 10* M™, respectively. The
electrochemical behavior of the nitrobenzyl derivatives obtained in aprotic medium
presented a voltammetric profile of great complexity, involving patterns related to
autoprotonation and dissociative electron transfer reactions. The order of ease of
reduction, based on values of first wave reduction potential, was found: ANB >
EANBEN > EANB > AANB > ANOH > ATN = ENF > ANBNa > ENM > ANF, obtaining
a positive correlation between the compounds with (less negative) with more
pronounced biological activity (leishmanicidal and antitumor activities), already
described in the literature, which justifies the importance of the electrochemical
investigation of bioactive compounds as a tool in medical chemistry, in processes
related to the transfer of electrons.

Keywords: Bergenin; Nitrobenzylic derivatives; Supramolecular interactions; B-cyclodextrin;
Deoxyribonucleic acid; Electrochemistry.
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1 INTRODUCAO

Estudos envolvendo a transferéncia de elétrons séo Uteis para compreensao
dos processos vitais que ocorrem no meio bioldgico, contribuindo para o
entendimento e desenvolvimento de diferentes areas no dominio da biociéncia
(ABREU, DE et al., 2002; KOVACIC; HALL, 2010).

Diversos processos bioldgicos baseiam-se em reacdes de oxirreducéo, que
sdo responsaveis pela manutencgdo do fluxo de elétrons indispensavel para produzir
a energia necessaria a execucao das funcdes vitais e de manutencéo da integridade
celular. Deste modo, a transferéncia de elétrons entre pares redox promove um
ambiente redox em fluidos biolégicos, organelas, células e tecidos capaz de fornecer
o gradiente eletroquimico ideal para operacdo dos sistemas bioquimicos
(SCHAFER; BUETTNER, 2001; HILLARD et al., 2008; KOVACIC; HALL, 2010). Um
exemplo classico é a cadeia respiratéria ou cadeia transportadora de elétrons
mitocondrial e a acdo de varias enzimas capazes de oxidar substratos durante o
metabolismo de carboidratos, proteinas e lipidios para obtencdo de energia
(ALMEIDA et al., 2014).

O balanco redox, na célula, é resultante do estado redox de pares de
substancias com capacidade redutora/oxidante que atuam com funcao sinalizadora
frente ao estresse oxidativo ou nitrosativo e, desta forma, o termo estado redox
celular encontra-se associado a razao entre as formas reduzida e oxidada de um par
redox especifico, como GSSG/2GSH, NADP*/NADPH e NAD'/NADH (SCHAFER;
BUETTNER, 2001; VASCONCELOS et al., 2007; SCHWARZLANDER et al., 2009).
Assim, a capacidade redutora de um par redox pode ser determinada pela
concentracdo das espécies reduzidas e, o potencial de reducao, obtido a partir da

equacao de Nernst:

RT
AE = AEY —— 1]
nF nQ

onde AE é a diferenca de potencial de uma célula eletroquimica em Volts (V), R € a
constante dos gases (R = 8,314 J molK™), T é a temperatura em Kelvin (K), n é o
namero de elétrons transferidos na reacdo redox, F é a constante de Faraday
(F = 96485 Cmol™) e Q é a expressdo de acdo das massas.

O estresse oxidativo, por sua vez, acarreta severas alterac6es nos processos

bioguimicos, como o desequilibrio entre os sistemas proé e antioxidante resultando
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no predominio dos oxidantes, além de alteragdes nos processos de sintese de acido
desoxirribonucléico (DNA) e acido ribonucléico (RNA), sintese de proteinas, ativacao
de enzimas e regulacdo do ciclo celular (SCHAFER; BUETTNER, 2001; VALKO et
al., 2007).

Vérios outros fatores influenciam o mecanismo de acdo de compostos
bioativos, tais como estereoquimica, solubilidade, permeabilidade da membrana,
biodisponibilidade e outros. Entretanto, a transferéncia de elétrons desempenha um
papel fundamental na descricdo de mecanismos moleculares como, por exemplo, a
bioalquilacéo redutiva ou oxidativa ou a geracdo de espécies reativas de oxigénio e
de nitrogénio, apoOs transferéncia de elétrons e o metabolismo de xenobibdticos
(ABREU, DE et al., 2002; ALMEIDA et al., 2014).

A mimetizagdo das diferentes propriedades fisico-quimicas dos
compartimentos celulares requer a realizacdo de estudos eletroquimicos em
solugcdes que imitem a lipofilia (membranas celulares) e a hidrofilia celulares
(citoplasma e meio extracelular). Na tentativa de simular tais condi¢des, os estudos
da transferéncia de elétrons sdo realizados em meios protico, aprotico e misto,
micelar, em miméticos de membrana (HILLARD et al., 2008; PAIVA et al., 2015),
organelas e células (SEENIVASAN et al., 2015).

Estudos eletroquimicos envolvendo compostos bioativos fornecem
parametros termodinamicos e cinéticos que tém sido correlacionados com dados de
atividade biolégica para diferentes classes de compostos, como fendis, quinonas e
nitroarométicos (ABREU, DE et al., 2002; 2011). Informac¢fes termodindmicas como
Ep. (potencial de pico catédico), Ep, (potencial de pico anddico), E;, (potencial a
meia altura de onda) ou Erdox ((Epc + Epa)/2) para sistemas reversiveis ou Ep; —
Epa/2 para processos irreversiveis) e dados cinéticos de reacdes de transferéncia de
elétrons heterogénea e reagcbes quimicas acopladas, como k, (constante para
reacdo de segunda ordem onde o processo é caracterizado como
desproporcionamento ou dimerizacdo), ti, (tempo de meia-vida do radical),
T (constante de tempo entre o potencial a meia altura da onda e o potencial de
inversdo) e Kypp (constante aparente de reatividade com o oxigénio molecular),
permitem obter informacdes sobre a viabillidade de processos de transferéncia de
elétrons in vivo ou in vitro (SUPRUN et al., 2014).

Deste modo, diante da importancia da ativacao redox na Quimica Medicinal,

h& forte interesse acerca de compostos fendlicos e nitrocompostos, visto que
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apresentam propriedades redox e estédo associados a diversas atividades bioldgicas.
Tais compostos, obtidos de origem natural ou sintética, podem patrticipar de reacdes
de transferéncia de elétrons e produzir metabdlitos que podem influenciar o estado
redox em nivel celular, com consequente efeito em processos bioquimicos vitais
(PAULA et al., 2009; KOVACIC, 2012; PEREIRA; CARDOSO, 2012; ANDRES et al.,
2013; KOVACIC; SOMANATHAN, 2014).

A bergenina (Tabela 1l1a), composto fendlico natural, e nitrobenzilicos
substituidos (Tabela 1b) de origem sintética sdo compostos bioativos detentores de
propriedades redox e, portanto passiveis de bio-oxidacdo e biorreducéo,
respectivamente. Conforme descrito por Bajracharya (2015), a bergenina apresenta
atividade antiviral, antifungica, antiplasmaddica, anti-inflamatoria, hepatoprotetora,
anti-arritmica, antitumoral, anti-ulcerogénica, antidiabética, antioxidante e
cicatrizante, entre outras. Ja os derivados nitrobenzilicos em estudo apresentam
atividade leishmanicida e antitumoral (LOPES et al., 2011, 2015).

Tabela 1 — Estrutura quimica da bergenina (a) e dos derivados nitrobenzilicos
estudados (b).

a) EHZOH
lé OH
b) SIGLA R, R,
o R, ENM OCHg; H
ENF OCHg; F
EANBEN OCHjs4 Br
ANBNA O'Na* Br
EANB NH(CH,)OH Br
AANB NH(CH,)OH Cl
NO; ATN OH H
ANOH OH OH
R, ANB OH Br
ANF OH F

Fonte: AUTORA, 2015.
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Portanto, devido ao amplo potencial terapéutico apresentado pelos compostos
supracitados, o presente trabalho visa investigar o comportamento eletroquimico dos
mesmos, analisar possiveis interacdes supramoleculares com ciclodextrinas (CDs) e
DNA, de alguns deles, e correlacionar os parametros eletroquimicos obtidos com as
atividades biologicas ja descritas na literatura, visando destacar a importancia da
ativacao redox na Quimica Medicinal, visto que a eletroquimica fornece informacdes
cinéticas e termodinamicas que contribuem para elucidagdo do mecanismo
molecular de acdo de farmacos, corroboram com evidéncias em relacdo aos
processos metabdlicos, e contribuem para o planejamento de compostos
biologicamente ativos, bem como, na compreensdo de possiveis mecanismos de
interacdo com macromoléculas alvo como o DNA, enzimas e outras (Figura 1)
(HONORIO et al., 2008; ANDRES et al., 2013; PAIVA et al., 2015).

Figura 1 — Correlac&o entre ativagéo redox e quimica medicinal.

[ ATIVACAO REDOX ]

Pardmetros
eletroquimicos

Compreensdo Propriedades ,ee
[ Nifrocomposfos ] de processos termodindmicas [CompOSfOS fenOIICOS]
quimicos e de cdtions ou

dnions radicais
orgdnicos

bioldgicos

Biorredugdo Bio-oxidagdo

Peroxidagdo . Meca:’uls mo d Dano oxidativo ao
lipidica intracelular de DNA
sinalizagdo redox

' QUIMICA MEDICINAL —

Fonte: AUTORA, 2015.
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A seguir, serd apresentada uma revisdo de literatura envolvendo interacfes
supramoleculares, especialmente, com CDs e DNA, seguida de uma abordagem
descritiva sobre os compostos de interesse, bergenina e derivados nitrobenzilicos.
Os resultados obtidos serdo apresentados em duas secdes, sendo a parte |

referente a bergenina e a parte Il, aos derivados nitrobenzilicos.
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2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 Interacdes supramoleculares

Durante as Ultimas décadas, esfor¢os consideraveis tém sido utilizados para o
desenvolvimento de numerosos sistemas supramoleculares, bem como na
investigacao de suas aplicacdes em catalise, materiais funcionalizados, dispositivos
eletronicos, sensores, nanomedicina e outros (MA; ZHAO, 2015).

Em contraste com a quimica molecular, que se baseia predominantemente
em ligacbes covalentes, a quimica supramolecular fundamenta-se em interacdes
intermoleculares, ou seja, associacdo de dois ou mais blocos de construcdo que se
mantém unidos por interacbes ndo covalentes (Figura 2), tais como ligacbes de
hidrogénio, empilhamento 1r-11, forcas de van der Waals, interagfes hidrofobicas e
efeitos eletrostaticos. Estas sdo as mesmas forcas que sistemas biolégicos utilizam
para que associacdes moleculares sejam favorecidas (ARAKI; TOMA, 2002,
ARAUJO, 2007; LI; LOH, 2008; PINTO, 2012; REINHOUDT, 2013).

Figura 2 — Comparacdo do escopo de sistemas multi-componentes envolvidos na
gquimica molecular e supramolecular.

Precursores moleculares Quimicamolecular

D [ LigagBes covalentes ]
+ ﬁ

Quimicasupramolecular

- 5 o
— Ligagdes nao covalentes

Héspede Hospedeiro

Fonte: Adaptado de LEHN, 1993.
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Em comparagdo com a maioria das ligagbes ndo covalentes, as ligacdes
covalentes sdo altamente dependentes de orientacdo, requerem elevada energia de
ligacdo e curtas distancias entre os atomos, como por exemplo, a energia requerida
para ligacdo C-O é de 340 KJ mol™ com distancia de 1,43 A, enquanto as interacées
nao covalentes envolvem baixas energias (Tabela 2) (LEHN, 1993).

Tabela 2 — Forcas propulsoras para formacado de estruturas supramoleculares.

Tipo de interagéo Energia (kJ mol™)
Hidrofobica <40
Eletrostatica ~20

Ligacéo de hidrogénio 12-30
van der Waals 0,4-4
Cation-1r 5-80

Empilhamento - 0-50

Fonte: Adaptado de LEHN, 1993.

As interacdes ndo covalentes apresentam diversas vantagens em relacédo as
ligagbes covalentes, como a capacidade de fornecer abordagens simples e faceis
para a construcdo de estruturas supramoleculares, o que evita a sintese em
multiplas etapas e um processo de purificacdo complicado. Assim, tais ligacdes
propiciam a formacdo de sistemas dinamicos, favorecendo a reversibilidade das
interacbes provenientes da dissociagdo e reconstrucdo dos sistemas
supramoleculares, visto que demandam baixo custo energético (MA; ZHAO, 2015).

A construcdo de sistemas supramoleculares fornece uma variedade de
plataformas de diagndstico e terapéutica para aplicagdes em nanomedicina (Figura
4). Para isso, principios da quimica supramolecular proporcionam grandes avangos
na area da nanotecnologia, incluindo imagem e deteccdo, usando, por exemplo,
reconhecimento molecular do tipo hospede-hospedeiro de biomoléculas. A literatura
também tem enfatizado a aplicabilidade de plataformas nanoestruturadas para
vetorizacdo de biocompostos, juntamente com métodos fisicos, como microscopia
eletrnica e espectroscopia (BOISSELIER; ASTRUC, 2009; MA; ZHAO, 2015).

Assim, um dos maiores desafios da atualidade consiste no desenvolvimento
de sistemas de liberacdo de farmacos eficazes e que atuem em alvos terapéuticos
de forma seletiva. Blocos de construcao com caracteristicas supramoleculares, como

ciclodextrinas, lipossomas, dendrimeros, hidrogéis, nanoparticulas entre outros
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(Figura 3), sdo utilizados como moléculas direcionadoras, sinalizadoras, de
reconhecimento molecular e como estratégia farmacéutica para otimizacdo das
propriedades fisico-quimicas de compostos bioativos (BUDAL, 2003; MA; ZHAO,
2015; SABOKTAKIN; TABATABAEI, 2015).

Figura 3 — Aplicagdes biomédicas envolvendo sistemas supramoleculares.

[ PLATAFORMAS ]

CdsSe/

‘ zns |
\\ \ y
Ciclodextrinas Lipossomas Nanoparticulas Dendrimeros Nanoesferas Pontos Quanticos
[ DIAGNOSTICO ] [ TERAPEUTICA ]
| IMAGEM l | DETECCAO l [ VETORIZACAO ] [ MONITORAMENTO ] [ TERAPIAGENICA ]
Desenvolvimento ( Andlise de \ f Aumento da \ Terapia fototérmica e Modulagé&o génica e
de novos agentes receptores, eficiéncia por radiofrequéncia desenvolvimento de
de contraste para anticorpos, micro- terapéuticae em cancer vacinas
apl|caga}o em organismos biodistribuig&o;
ressonancia patogénicos, redugédo de
magnetlca por genotipagem, problemas de
tecidos vivos e solubilidade,
outros estabilidade,
componentes da farmacocinéticos
\ célulaviva / \ etoxicidade J

Fonte: AUTORA, 2015.

Neste contexto, um dos recursos mais empregados pela industria
farmacéutica no encapsulamento molecular de principios ativos é a aplicacdo de
ciclodextrinas, visando o desenvolvimento de formulacdes farmacéuticas mais
estaveis e com maior efeito terapéutico (SABOKTAKIN; TABATABAEI, 2015). Assim,
interacdes moleculares com agregados supramoleculares biomiméticos, como
ciclodextrinas e DNA, podem ser investigadas através de técnicas espectroscopicas
e eletroquimicas (WANG et al., 2013; PAIVA et al., 2015).
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Entre as diversas moléculas hospedeiras (calixarenos, éteres de coroa,

ciclodextrinas, ciclofanos,

cucurbiturilas,

pilararenos e outros) descobertas e

utilizadas para construcéo de sistemas supramoleculares, as ciclodextrinas (CDs)

pertencem a uma classe de anéis macrociclicos que tem atraido muita atencéo,

especialmente, pelas aplicacGes biolégicas. Descobertas por Villiers em 1981, as

CDs sao continuamente estudadas por diversas areas de atuagdo, como mostrado
na Figura 4 (MA; ZHAO, 2015).

Figura 4 — Areas de atuacéo das ciclodextrinas.

Cosmeéticos

Terapia génica

Engenharia supramolecular

Fonte: AUTORA, 2015.

Tecnologia farmacéutica

Quimica analitica

Agroguimica

Engenharia dos alimentos

Tecnologia enzimatica

A capacidade de formar complexos de inclusdo com uma ampla variedade de

moléculas € uma das propriedades mais interessantes das CDs. De fato, o

encapsulamento molecular afeta positivamente as propriedades fisico-quimicas da

molécula hospede, conferindo numerosos beneficios (PINHO et al., 2014; POOR et

al., 2015). Além disso, a complexacdo com CDs pode ser explorada para mascarar

sabores ou odores desagradaveis, reduzir a evaporacdo e estabilizar substancias

volateis, proteger moléculas sensiveis a luz ou ao oxigénio, reduzir irritacdo gastrica,
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cuténea ou ocular e prevenir incompatibilidades e interacdes entre substancias. As
inUmeras vantagens relacionadas a utilizacdo de CDs deve-se a facilidade de
acesso aos diferentes tipos de CDs, além de desempenhar um papel decisivo e
exitoso, particularmente, na area farmacéutica (MURA, 2014; PINHO et al., 2014;
SRINIVASAN et al., 2014).

Em particular, no campo farmacéutico, a complexacdo com CDs é utilizada
principalmente para aumentar a solubilidade e a taxa de dissolucdo em meio aquoso
de farmacos pouco solluveis, e para incrementar sua biodisponibilidade e
estabilidade, bem como sua eficacia terapéutica (PASSOS et al., 2013; JAHED et
al., 2014; SCHMIDT et al., 2014).

Conceitualmente, ciclodextrinas sdo oligossacarideos ciclicos de ocorréncia
natural ou semissintética formados por unidades de D(+)-glicopiranose em ligacdes
a-1,4. O nimero de unidades de glicopiranose diferencia as ciclodextrinas em a-, -,
e y-CD, com 6, 7 e 8 unidades, respectivamente (Figura 5) (VENTURINI et al., 2008;
SALUSTIO et al., 2009; STALIN et al., 2014).

Figura5 — Estrutura quimica das ciclodextrinas mais comuns.

%éﬁ
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Fonte: Adaptado de VENTURINI et al., 2008.

O arranjo estrutural de tais unidades gera uma forma de cone truncado, como
consequéncia da conformagéo de cadeira das unidades D-glicopiranose. As funcdes
hidroxilas sé@o orientadas para o exterior da cavidade, com as hidroxilas secundarias
situadas na extremidade mais larga, e as primarias na extremidade mais estreita. Na
cavidade central, por sua vez, tem-se a presenca atomos de hidrogénio e oxigénio
glicosidico em ligacao, conferindo-lhe carater lipofilico. Embora a profundidade das

cavidades para os trés CDs mais comuns seja semelhante (0,79 nm), seus
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diametros de cavidade variam de 0,47-0,53, 0,60-0,65 e 0,75-0,83 nm, para a-, B-, €
v-CD, respectivamente (Figura 6) (SZEJTLI; SZENTE, 2005; MURA, 2014;
SRINIVASAN et al., 2014).

Figura 6 — Estereoconfiguragao, representacao geométrica e tridimensional da B-CD e
suas dimensdes.

Fonte: Adaptado de MURA, 2014; SRINIVASAN et al., 2014.

Assim, as CDs sao caracterizadas por apresentarem uma superficie externa
hidrofilica, e uma cavidade interna relativamente hidrofébica, responsavel pela sua
solubilidade em agua e capacidade de encapsular, parcialmente ou totalmente,
moléculas hidrofobicas de tamanho adequado, originando complexo de incluséo
(MURA, 2014).

As ciclodextrinas, portanto, sdo adequadas para formar complexos de
inclusdo com moléculas lipofilicas através de interagcbes ndo covalentes, como
forcas de Van der Waals, ligacdes de hidrogénio, interacdes hidrofébicas, interacoes
eletrostaticas, dipolo-dipolo e por reducdo da tensdo conformacional (Tabela 2)
(STALIN et al., 2014).

O complexo de inclusdo estd presente em equilibrio dindmico em solucdo
com seus constituintes, e os tipos de interagcdes que contribuem para formacéo do
mesmo dependem do tipo de CD e da natureza quimica da mélecula hospede, uma
vez que influencia a estabilidade do sistema. Entretanto, a principal forca motriz
considerada para formacdo do complexo hdéspede-hospedeiro envolve interacdes
desfavoraveis do tipo polar-apolar entre as moléculas de agua e o hdspede,
incluidos na cavidade da CD, e, por outro lado, interacGes favoraveis do tipo apolar-
apolar entre o héspede e a cavidade da CD (MURA, 2014).
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De acordo com Schmidt e cols (2014), nos ultimos anos, as CDs tém provado
ser uma ferramenta U(til para a geracdo de arquiteturas macromoleculares
complexas. As CDs séo elementos de design atraente, pois formam complexos de
inclusdo com moléculas hospedes hidrofébicas em solugdo aquosa e oferecem a
possibilidade de combinar uma grande variedade de blocos de construcdo para
formar novas arquiteturas macromoleculares com funcBes especificas. Esse
processo somente é possivel porque as CDs possuem um grande niumero de grupos
funcionais, hidroxilas primarias (C-6) e secundarias (C-2 e C3), que apresentam
reatividades diferentes, direcionando reacdes especificas (Figura 6).

Nesse contexto, a construcdo de sistemas supramoleculares utilizando CDs
para a formacdo de novos materiais na superficie eletrédica tem permitido a
ampliacdo da utilizacdo de métodos eletroquimicos para analises qualitativas e
guantitativas de analitos de interesse biolégico, alimentar e ambiental (PALOMAR-
PARDAVE et al., 2014). A aplicacdo de diferentes tipos de CDs, inclusive CDs
funcionalizadas, com efeitos supramoleculares distintos tem sido registrada na
literatura, envolvendo substancias detentoras de propriedades redutoras (Tabela 2)
ou oxidantes (Tabela 3). As referidas tabelas foram elaboradas a partir de pesquisa
nas bases de dados disponiveis nos periodicos CAPES/UFAL, utilizando as
palavras-chave “cyclodextrin” e “electrochemistry” sem limitacdo de ano. Vale
salientar que apenas as publicacdes que utilizaram a técnica eletroquimica como

ferramenta de andlise foram selecionadas para construcdo das Tabelas 3 e 4.
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Tabela 3 — Efeitos supramoleculares de ciclodextrinas (CDs) sobre a reducao eletroquimica de diferentes compostos.

(continua)
TIPO DE CD MEIO ELETRODO OBJETIVO COMPOSTO REFERENCIA
Acetofenona,
a-CD, B-CD, M-B-CD Aproético, protico, (Y Estabilidade radicalar 4-Cloroacetofenona, Amatore et al., 2008
misto 4-Bromobenzofenona,
4-Clorobenzofenona
B-CD Protico Pt Estabilidade radicalar Riboflavina Wang; Chen, 1996
a-CD, B-CD Prético CcVv Reacdes de Metil-heptilviologenio, Lee et al., 1994
coproporcionamento Dibenzilviologenio
B-CD funcionalizada Prético B-CD-SBA/PC Seletividade Orto-, meta-, para-nitrofenol Xu et al., 2011
com SBA-15?
B-CD Prético Pt Reacdo de complexacao Barbitona de sédio Wang et al., 1994
B-CD Prético B-CDP/rGO/CV Quantificacao Imidacloprida Chen; Meng; et al., 2013;
Chen; Wang; et al., 2013
B-CD Prético Ni Hidrogenagéo eletrocatalitica Benzaldeido e derivados Vilar; Navarro, 2012
B-CD, DM-B-CD Prético CcVv Solubilidade 5-Nitroindazol e derivados Jullian et al., 2008
a-CD, B-CD, M-B-CD, Prético Grafite em p6 Materiais ion6foros Ibuprofeno Sousa et al., 2013
HP-B-CD
B-CD Apraético Ccv Hospedeiro supramolecular CD-[60]fulereno e Giacalone et al., 2006
conjugados
a-CD, B-CD Protico CVv Estabilidade radicalar Benzaldeido Vilar; Navarro, 2010
e acetofenona derivados
a-CD Protico GMS Estabilidade radicalar Anion p-nitrofenolato Kano et al., 1990
B-CD, M-B-CD Prético GME Estabilidade radicalar Nitrofenil glicosidicos Gubica et al., 2013
B-CD Aprético GME, GMS Estabilidade radicalar Vinclozolina Pospisil et al., 2001
B-CD, HP-B-CD Aprotico, protico GMS Estabilidade radicalar Triazolopiridilcetona e Olea-Azar et al., 2008
dipiridilcetona e derivados
B-CD Apraético GME, GMS Estabilidade radicalar Iprodiona, procimidona Hromadova et al., 2002
B-CD Prético CVv Estabilidade radicalar 2,4-Dinitrofenol Srinivasan et al., 2012
B-CD Protico Cv Estabilidade radicalar 2,6-Dinitrofenol Srinivasan et al., 2013
B,-CD, DM-B-CD e Aprotico, protico GM Estabilidade radicalar Nitrooxoisoaporfina Pérez-Cruz et al., 2013
HP-B-CD
a-CD, B-CD, y-CD Prético Ccv Estabilidade radicalar Metilviologenio Sivagnanam;
Palaniandavar, 1992
HP-B-CD, TRIMEB® Protico Filme de Hg Solubilidade; Sistema de Clorofila a Dentuto et al., 2004

liberacéo
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Tabela 3 — Efeitos supramoleculares de ciclodextrinas (CDs) sobre areducao eletroquimica de diferentes compostos.

(conclusao)

TIPO DE CD MEIO ELETRODO OBJETIVO COMPOSTO REFERENCIA
a-CD, -CD, y-CD Apratico, prético GMS Seletividade, dimerizacdo Acetofenona Martre et al., 1991
DM-3-CD Protico GMS Solubildade 5-Nitroindazol derivados Pérez-Cruz et al., 2009
B-CD Prético CVv Solubilidade B-lapachona Abreu, de et al., 2007
B-CD Prético Ccv Quantificacéo 2,6-Dinitroanilina Srinivasan et al., 2013,
2014
B-CD Prético CVv Quantificacdo 2,4-Dinitroanilina Stalin et al., 2014

GM (gota de mercurio); GMS (gota de mercurio suspensa); GME (gota de mercurio estatica). “Silica mesoporosa hexagonal (SBA-15); "Heptakis-(2,3,6-tri-O-
metil)-B-ciclodextrina (TRIMEB).
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Tabela 4 — Efeitos supramoleculares de ciclodextrinas (CDs) sobre a oxidacao eletroquimica de diferentes compostos.

TIPO DE CD MEIO ELETRODO OBJETIVO COMPOSTO REFERENCIA
B-CD Prético CVv Solubilidade o-Anisidina Srinivasan et al., 2011
B-CD Misto B-CD-NTC-PE Quantificagéo Nifedipina Gaichore; Srivastava, 2013
6-deoxi-6-N-(2- Aprético CVv Estabilidade Co () Deunf et al., 2009
metiliminopiridina)-B-CD
3-CD Prético B-CD/PC Quantificacédo Bisfenol A Yu et al., 2013
HS-B-CD Prético HS-B-CD/ Quantificacéo 1-Naftol; Zhu et al., 2012
AuNPs/HNCMS/CV 2-Naftol
HS-B-CD Prético MUA/HS-B3-CD/Au Controle de Imipramina; Damos et al., 2007
reconhecimento molecular clorprotixana
B-CD Prético CVv Solubilidade Difenilamina Srinivasana et al., 2011
B-CD Prético CVv Solubilidade Ferroceno Zhang et al., 2011
3-CD; HS-B-CD Prético Alcano tiol /HS-B-CD/Au Solubilidade Derivados Mertins et al., 2009
ferrocénicos do
tamoxifeno
HS-B3-CD Prético MUA/HS-B3-CD/Au Solubilidade Mangiferina Ferreira et al., 2010;
Ferreira et al., 2013
3-CD funcioalizada Protico CDI/IGRs/PC Seletividade quiral 2-Clorofenal; Wei et al., 2014
3-Clorofenol
HS-B-CD Prético Cv Seletividade quiral Dopamina Hendy; Breslin, 2011; 2012
B-CD Prético PC/poli-B-CD Quantificacéo Dopamina Palomar—Pardavé et al., 2014
B-CD; HS-B-CD Prético DB-B-CD/NTC/CV Quantificacdo simultanea 4-Aminofenol; Yang et al., 2015
4-Clorofenal;
4-Nitrofenol

B-CD-NTC-PE (Nanotubo de carbono eletropolimerizado com B-CD); PC (pasta de carbono); AuUNPs/HNCMS (Nanoparticulas de ouro/microesferas vazias de

carbono dopado com nitrogénio); GRs (Grafeno)
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Conforme descrito nas Tabelas 3 e 4, € possivel verificar que diferentes tipos
de eletrodo de trabalho (CV, Pt, Ni, Au, Hg, grafite, pasta de carbono), modificados
ou nao, podem ser utilizados para avaliar a performance de diversas substancias na
presenca de CDs nos meios protico, aprético e misto. A finalidade das interagbes
com CDs varia entre aumento da solubilidade e estabilidade, catalise, seletividade
quiral, reconhecimento molecular, hospedeiro supramolecular, materiais ionoforos e
guantificacdo de analitos de interesse, evidenciando a influéncia dessas interacdes
nos diferentes campos da ciéncia.

Vale ressaltar que entre as CDs relatadas, a p-CD tem sido extensivamente
utilizada, embora apresente solubilidade limitada em &gua, nefrotoxicidade
comprovada e custo elevado (Tabela 5). Portanto, algumas B-CD modificadas
sinteticamente tém atraido considerdvel atencdo de pesquisadores por
apresentarem perfis de solubilidade e toxicidade otimizados, como a sulfobutil éter-3-
ciclodextrina (SBE-B-CD), aplicada em diferentes areas (BREWSTER; LOFTSSON,
2007; MURA, 2014; LIU et al., 2015)

Tabela 5 — Solubilidade em agua, toxicidade e custo das principais CDs.

TIPO DE CD a-CD B-CD v-CD
Unidades de glicopirasone 6 7 8
Diametro interno (nm) 0,47-0,53 0,60-0,65 0,75-0,83
Solubilidade em agua (% m/v) a 25 °C 14,5 1,85 23,2
Moléculas de agua na cavidade 6 11 17
Toxicidade via oral (dose diaria < 600 mg/kg) ausente ausente ausente
Nefrotoxicidade 1 g/kg 0,67 g/kg ausente
Custo (R$)* 2.727,00/100g 1064,00/100g 1.801,00/1g

*Valores obtidos ao consultar site da Sigma Aldrich em 30/03/2015.

Fonte: Adaptado de BREWSTER; LOFTSSON, 2007; SILVA, 2011; MURA, 2014;

www.sigmaaldrich.com.

A interacdo entre moléculas héspedes e CDs pode ocorrer espontaneamente,
a fim de formar compostos de inclusdo quando as espécies quimicas isoladas séo
combinadas. Com base na estrutura e propriedades da molécula hdspede,

geralmente, observa-se a formacdo de complexos nas propor¢cbes 1:1 e 1:2,
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conforme ilustrado na Figura 7 (SAVJANI et al., 2012; PASSOS et al.,, 2013;
SCHMIDT et al., 2014).

Figura 7 — Representacdo esquematica da formacdo de um tipico complexo de
inclusdo com CDs em meio aguoso na proporcao 1:1 (a) e 1:2 (b).

CD Farmaco Complexofarmaco-CD

I

(1:1)

Bl |

(1:2)
Fonte: Adaptado de DAVIS; BREWSTER, 2004; MURA, 2014.

Devido as caracteristicas inerentes a cada sistema binario farmaco-CD, néo
existe um método geral de preparacdo. As condicbes devem ser definidas para cada
molécula hospede. Neste sentido, varios métodos tém sido relatados para preparar
complexos de inclusdo, envolvendo CDs, incluindo os baseados em mistura fisica,
malaxagem, co-evaporacado, co-precipitacdo, irradiacdo de microondas, fluidificagao
supercritica, spray drying, liofilizacdo, neutralizacdo e entre outros (Tabela 6). Diante
das diferentes metodologias descritas para formacdo do complexo de inclusédo, a
escolha do método esta relacionada a disponibilidade de equipamento, rendimento,
consumo de energia, utilizacdo de solventes e custo financeiro (CUNHA FILHO, DA,
SA-BARRETO, 2007; SALUSTIO et al., 2009; PASSOS et al., 2013; PINHO et al.,
2014; SANTOS et al., 2015).
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Tabela 6 — Métodos mais comuns utilizados para o preparo de complexos de incluséo

envolvendo CDs.

(continua)

METODO

FUDAMENTACAO

REFERENCIA

Mistura fisica

Malaxagem

Co-evaporacao

Co-precipitacdo

Irradiacdo de
microondas

Fluidizacao
supercritica

“Spray drying”

Baseia-se na mistura dos componentes sem adi¢cdo de
agua. Geralmente, sdo necessarios varios dias para
detectar a formacdo do complexo, sendo considerado um
método pouco eficiente.

Consiste em formar uma pasta a partir da adicdo de
guantidade minima de liquido suficiente para umedecer a
mistura em po6 de farmaco e CD. Em escala laboratorial, €
realizada em um almofariz e pistilo. Industriaimente, a
mistura € efetuada em uma malaxadora, sendo a
secagem do material realizada em estufa ou diretamente
na malaxadora. Devido a simplicidade, ao elevado
rendimento e a facilidade de transposigdo de escala, este
método € um dos mais utilizados na inddstria
farmacéutica, ainda que sua eficiéncia de complexacao
seja inferior & conseguida com outras técnicas.
Quantidades estequiométricas do farmaco e de CD sao
dissolvidas em agua ou mistura de solventes
(dgua/etanol). A solucdo é mantida sob agitacdo por
determinado tempo e, posteriormente o solvente é
eliminado por rotaevaporacdo a vacuo em temperatura
fixa. Desta forma, o complexo de inclusdo no estado
sélido é obtido em habil quando comparado a outros
métodos, porém limita-se a escala laboratorial.

Este método parte de uma solucdo de farmaco e CD e
através de mudancas bruscas de temperatura ou adi¢éo
de solventes organicos, se obtém a precipitacdo do
complexo, sendo os cristais coletados por centrifugacdo
ou filtrac&o. E utilizado em escala laboratorial, no entanto,
0 baixo rendimento conseguido em escalas maiores, o
risco de formacdo de complexos de inclusdo com
solventes organicos e o longo tempo do processamento
(um a trés dias) torna-o pouco atrativo em escala
industrial.

A aplicacao de radiac6es eletromagnéticas nao-ionizantes
em temperatura, pressdo e poténcia controlada favorece
a formacdo de complexos de inclusdo com alto
rendimento e menor tempo. Permite 0 uso ou nao de
solventes.

Consiste em um dos métodos mais inovadores de
obtencdo de complexos em estado solido. Emprega-se
CO, em estado supercritico, nao utiliza solventes
organicos, é rapido, de baixo custo de manutencéo,
porém apresenta um custo inicial elevado.

Também denominado de secagem por aspersdo ou
atomizacdo. A mistura parcial do sistema e a rapida
eliminagcédo da agua propiciam eficiéncia de complexacgéo
elevada. E um método rapido e econdmico, capaz de
remover solventes, organicos ou aquosos ou a mistura
deles.Permite controlar o tamanho de particulas, porém o
estresse térmico apresenta-se como limitagao.

Miletic et al.,
2013

Santos et al.,
2015; Hedges et
al., 2005

Hirlekar;
Kadam, 2009;
Octavia et al.,

2015

Periasamy et
al., 2014

Wen et al., 2004

Cunha Filho,
Da; Sa-Barreto,
2007

Salustio et al.,
2009; Oliveira;
Petrovick, 2010;
Passos et al.,
2013
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Tabela 6 — Métodos mais comuns utilizados para o preparo de complexos de incluséo
envolvendo CDs.
(concluséo)

METODO FUDAMENTACAO REFERENCIA

Também conhecido como freezing drying, este método
consiste na eliminacao de solventes do sistema em solucdo
através do congelamento prévio e posterior secagem a

Liofilizagao pressao rec}uzi_da. Apresenta elevado_rendimento e baixo Zgig'sgz ﬁ:oasl.(’et

estresse térmico. Entretanto, possui longo tempo de '
processamento (horas a dias) e, consequentemente, alto al., 2015
consumo de energia, 0 que limita sua aplicabilidade em nivel
industrial.
A amostra de interesse e a CD séo solubilizadas em solucéo
bésica (NaOH) e, posteriormente neutralizada com solugao

Neutralizaco acida (HCI) para formacéo do precipitado. Este, por sua vez, Liu et al., 2010

€ separado da solugédo, lavado com etanol puro absoluto e
seco a temperatura ambiente. Este método apresenta
limitagdes quanto a natureza da molécula.

Ja a avaliacdo da formacdo do complexo de inclusdo entre o hdospede e a
cavidade da CD requer o uso de diferentes métodos de analise, cujos resultados
devem ser combinados e analisados em conjunto, uma vez que cada método
explora caracteristicas particulares das interacdes existentes. Os principais métodos
utilizados para caracterizagdo do complexo incluem técnicas espectroscopicas
(ultravioleta/visivel (UV-Vis)), infravermelho (IV), dicroismo circular, fluorescéncia,
ressonancia magnética nuclear (RMN) e ressonancia do spin do elétron, analiticas
(polarografia, voltametria, potenciometria e condutimetria) e de separacdo
(cromatografia liquida de alta eficiéncia e eletroforese capilar), além de polarimetria e
calorimetria exploratéria diferencial (DSC), entre outras (MURA, 2014a; STALIN et
al., 2014).

A eletroquimica pode auxiliar no entendimento dos mecanismos de inclusdo
por meio das mudancas observadas na corrente (Ip) e potencial (Ep) de pico de
moléculas héspedes com propriedades oxidantes ou redutoras (ABREU, DE et al.,
2007; FERREIRA et al., 2013). De acordo com a Figura 8, por exemplo, € possivel
verificar mudancgas no perfil voltamétrico do &cido Usnico, derivado fendlico natural
de baixa solubilidade em meio aquoso, em presenca de B-CD em estudo de
transferéncia de fase, sendo observado aumento na intensidade de Ipa e
deslocamento de Epa para potenciais menos positivos, implicando no aumento de
solubilidade e favorecimento do processo de oxidagdo (VASCONCELOS, 2011).

E importante salientar que estudos de interacdo entre compostos detentores

de propriedades redox e CDs, via eletroquimica, sofrem influéncia da natureza do
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solvente (prético ou aprotico) de co-solventes, do tipo de eletrodo de trabalho, além
do mecanismo redox dos compostos que podem contribuir para passivacao da
superficie do eletrodo, dificultando e demandando maior tempo de analise
(VASCONCELOS, 2011).

Portanto, ao longo deste trabalho, serdo abordados estudos de interacao da
bergenina com CDs via eletroquimica, preparo e caracterizacdo dos complexos
bergenina-B-CD nas proporc¢des 1:1 e 1:2, através do método de co-evaporagéo e
meétodos de caracterizacdo moleculares convencionais e estudos computacionais.
Tais estudos terdo como objetivos verificar 0 aumento da solubilidade da bergenina
na presenca de B-CD, e avaliar possivel influéncia frente a sua atividade

antioxidante e interacdo com DNA.

Figura 8 — Perfil voltamétrico do acido usnico (AU) na auséncia e na presenca de B-CD
utilizando tampé&o fosfato pH 7,0 como eletrélito suporte e eletrodo de CVa50 mV s™.
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Fonte: VASCONCELOQOS, 2011.

2.1.2 DNA

Atualmente, ensaios que avaliam possiveis interacfes entre moléculas
ligantes e alvos biolégicos como enzimas, proteinas, lipidios e acidos nucléicos
apresentam grande relevancia para o avanco da ciéncia que permeia a interface da

guimica e da biologia. A investigacdo da interacdo de pequenas moléculas cujo alvo
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biolégico € o &acido desoxirribonucléico (DNA) esta entre os aspectos mais
importantes para o planejamento de novos farmacos, compreensao de suas acoes
terepéuticas e citotoxicidade (HUANG et al.,, 2001; CATALAN et al., 2010;
MCLAUGHLIN et al., 2011; SIRAJUDDIN et al., 2013; SHAHABADI et al., 2014).

O DNA é a biomolécula responsavel pela determinacdo das caracteristicas
hereditarias, pois é transportador da informacdo genética, além de instruir a sintese
de proteinas e enzimas por meio dos processos de replicacdo e transcricdo da
informacéo genética celular (SHAHABADI; HEIDARI, 2014). Estruturalmente, o DNA
¢ constituido por duas cadeias antiparalelas formadas por unidades monomeéricas de
nucleotideos. Cada nucleotideo € formado por trés componentes quimicos: um
grupo fosfato, uma pentose (desoxirribose), e uma base nitrogenada (Figura 9),
sendo as bases puricas, adenina (A) e guanina (G), e as bases pirimidicas, citosina
(C) e timina (T), responsaveis pela codificagcdo da informagdo genética. A dupla

hélice de DNA, portanto, € resultante de ligacBes de hidrogénio entre as bases
nitrogenadas, A-T e G-C (OLIVEIRA-BRETT et al., 2002; BUORO et al., 2014).

Figura 9 — Estrutura quimica do nucleotideo e suas bases nitrogenadas.
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A interacdo entre moléculas ligantes e DNA, muitas vezes, causa alteracdes
significativas na estrutura e/ou sequéncia especifica das bases, podendo propiciar
alteracOes patoldgicas nos organismos vivos em funcdo da acdo mutagénica ou
carcinogénica. A presenca de espécies reativas de oxigénio (ERO) e nitrogénio
(ERN), por exemplo, podem induzir danos oxidativos ao DNA, onde a guanina é a
base mais facilmente oxidada, com formacédo da 8-hidroxiguanina. Por outro lado,
ligantes que exibem um elevado potencial quimioterapico podem suprimir a
replicacdo ou a transcricdo génica em tumores celulares (OLIVEIRA BRETT et al.,
2000; IHMELS; OTTO, 2005; BASILI et al., 2007; LABUDA et al., 2010; BENNER et
al., 2014).

O DNA tem se destacado como biomolécula alvo de diferentes classes de
compostos, tais como, fendis, ferrocifenos, quinonas, nitrocompostos e outros, visto
gue ele oferece véarios sitios de ligacdo (PAULA et al., 2009; ZHOU et al., 2010;
CHIN CHUNG et al.,, 2011; SANTARINO et al., 2014; OLIVEIRA et al., 2014). A
primeira etapa dos processos carcinogénicos e mutagénicos decorre de interacdes
entre espécies quimicas eletrofilicas com o DNA, seja de forma direta ou apos
ativacado metabdlica. Os sitios que potencialmente interagem com espécies
eletrofilicas sdo os centros nucleofilicos do DNA: nitrogénio e oxigénio das bases
puricas e pirimidicas, assim como o esqueleto fosfato (BENIGNI; BOSSA, 2011).

Moléculas ligantes podem interagir com o DNA por trés principais
mecanismos: (a) inibicdo da DNA topoisomerase e inibicdo da DNA e/ou RNA
polimerase, (b) ligacdo com RNA e (c) ligacdo direta a dupla hélice de DNA através
de interacOes eletrostaticas, intercalacdo entre os pares de bases ou ligacbes
covalentes (Figura 10) (HELI et al., 2005; STEFANISINOVA et al., 2011).

O mecanismo de interacdo com o DNA, por sua vez, pode variar em funcao
das caracteristicas do ligante, podendo ocorrer, por exemplo, através de interacfes
hidrofébicas (fenda menor) ou eletrostaticas (fenda maior), e intercalacdo entre os
pares de bases nitrogenadas (CATALAN et al., 2010; DOLATABADI et al., 2011).
Entre os agentes antineoplasicos que apresentam interacdo com o DNA, destacam-
se 0s agentes alquilantes, principalmente as mostardas nitrogenadas, como a
mecloretamina (SILVA et al., 2012) e a doxorrubicina (Figura 11), como agente
intercalante (BRETT et al., 2002).

Desta forma, a investigacdo da interacdo entre compostos bioativos e DNA é

de grande relevancia para o entendimento de suas atividades biologicas e toxicidade
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in vivo (PAULA et al., 2009; ZHOU et al.,, 2010; CHIN CHUNG et al., 2011;
SANTARINO et al., 2014; OLIVEIRA et al., 2014). Além disso, € importante ressaltar
o grande interesse em identificar moléculas que apresentem a capacidade de
impedir ou minimizar danos ao DNA (JANJUA et al., 2009; SHAHABADI et al., 2014)

Figura 10 — llustracao dos tipos de modificacdo que moléculas ligantes podem formar
no DNA, incluindo ligacGes cruzadas, intercalacdo, quebra da dupla fita do DNA e
moléculas leitoras de cddigos genéticos. A hélice do DNA é também mostrada
associada com proteinas, como a topoisomerase Il, e com estruturas secundarias do
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Fonte: Adaptado de HURLEY, 2002; SILVA et al., 2012.

Figura 11 — Estrutura quimica da mecloretamina (a) e da doxorrubicina (b).
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Fonte: AUTORA, 2015.

Vérias técnicas, tais como eletroforese em gel, espectrofotometria UV-Vis,

espectrofluorimetria, cristalografia de raio-X, ressonancia magnética nuclear (RMN),
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infravermelho com transformada de Fourier (FT-IR), dicroismo circular e modelagem
molecular, tém sido utilizados para explorar a interagcdo entre moléculas ligantes e
DNA. Técnicas eletroquimicas também sdo adequadas para investigacao rapida e
direta dessa interacdo, e portanto contribuem na quimica medicinal como ferramenta
uatil no planejamento de compostos bioativos que apresentam como alvo bioldgico o
DNA, visando acompanhar o seu potencial citotoxico (WANG, Z. et al., 2003; RAUF
et al., 2005; CATALAN et al., 2010; DOGAN-TOPAL; OZKAN, 2011).

Nesse sentido, a eletroquimica pode oferecer uma visdo geral sobre a
identificacdo de possiveis interacdes com o DNA, bem como obter dados analiticos
(constante de interacdo), baseados na resposta eletroquimica do DNA e/ou da
molécula eletroativa em questdo (CATALAN et al., 2010; DOLATABADI, 2011).

Biossensores eletroquimicos de DNA permitem mensurar processos onde
ocorrem ligacBes especificas com o DNA. Estes consistem em dispositivos de
reconhecimento biolégico para o dsDNA (double strand ou fita dupla) ou ssDNA
(single strand ou fita simples), imobilizado sobre um transdutor eletroquimico
(eletrodo de trabalho). A interpretacdo dos resultados obtidos € realizada atraves da
comparacao dos perfis voltamétricos obtidos para o biossensor em eletrélito suporte
e guando em contato com o analito de interesse (MOUSTY, 2004; CHIORCEA-
PAQUIM et al., 2009; DOGAN-TOPAL et al., 2009).

Analitos (farmacos, pro-farmacos ou intermediarios gerados in situ) que
interagem com o DNA podem romper as ligacdes de hidrogénio, que mantém as fitas
unidas, resultando na exposi¢cdo das bases constituintes e, deste modo, técnicas
voltamétricas (VPD, VOQ e VC) podem monitorar a oxidacdo das bases expostas,
avaliando-se a alteracéo causada no DNA (ABREU, DE et al., 2008).

A oxidacéo eletroquimica do DNA em eletrodo de carbono vitreo através da
voltametria de pulso diferencial, meio acido (pH 4,5), apresenta dois picos de
oxidacao torno de +0,8V e +1,1V, referentes as bases puricas guanina e adenina,
respectivamente, sendo as bases pirimidicas (timina e citosina) eletroinativas, nestas
condicbes. A oxidacdo da guanina (2-amino-6-hidroxipurina) e adenina (6-
aminopurina) envolve a perda de quatro elétrons e quatro protons e seis elétrons e
seis prétons, respectivamente, conforme Figura 12 (OLIVEIRA-BRETT et al., 1995;
2002; LA-SCALEA et al.,, 1999; WANG et al.,, 2001; DICULESCU et al., 2005;
BENIGNI; BOSSA, 2011).
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Figura 12 — Mecanismo de oxidagdo da guanina e da adenina.
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Fonte: Adaptado de LA-SCALEA et al. 1999; WANG et al., 2001.

O comportamento eletroquimico obtido para o dsDNA (double strand ou fita
dupla) difere do ssDNA (single strand ou fita simples). O dsDNA apresenta
dificuldade de transferéncia de elétrons para a superficie do eletrodo devido a sua
forma rigida e, por isso quase nenhuma resposta é observada no perfil voltamétrico.
Ja4 o ssDNA, que se encontra em uma forma flexivel, suas bases estdo mais
suscetiveis a processos de oxidacao e, portanto, apresenta correntes de pico de alta
intensidade de corrente (Figura 13) (BRETT et al., 1999; DICULESCU et al., 2005;
DOMENECH-CARBO et al., 2014).

A interacdo de pequenas moléculas com DNA pode ser acompanhada via
eletroquimica de forma direta, onde o biossensor € mantido em contato com a
solucdo da substancia em analise, por um tempo determinado, ou a partir da
ativacao prévia da substancia (reducdo ou oxidacdo do grupo eletroativo) com
geracdo de intermediarios reativos (ABREU, DE et al., 2002; OLIVEIRA-BRETT et
al., 2002). Em ambas situagfes, a interacdo sera positiva diante de alteragdo no
perfil voltamétrico das bases, observando mudanca de intensidade de corrente e

deslocamento de potencial de pico.
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Figura 13 - Perfil voltamétrico do ssDNA (linha em vermelho) e dsDNA (linha em
preto) em tampdao acetato, pH 4,5 utilizando eletrodo de carbono vitreo.
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Fonte: Adaptado de DISCULESCU et al., 2005.

Métodos espectroscopicos, como a espectroscopia UV-Vis, também séo
considerados sensiveis para investigar a interacdo entre pequenas moléculas e
DNA. O DNA apresenta um maximo de absortividade molar, referente ao
grupamento fosfato dos nucleotideos, (¢: 6600 M™ cm™) a 260 nm e, por esta razéo,
estudos quantitativos podem ser realizados a fim de verificar possiveis interagdes.
Estas, por sua vez, sdo acompanhadas em fungcao de altera¢cdes no espectro UV-Vis
do dsDNA e/ou analito. A absorvéncia do dsDNA aumenta quando as ligacoes de
hidrogénio entre cadeias sdo rompidas, sendo esse aumento na absortividade molar
denominado efeito hipercromico (SAMUEL et al., 2003; DOLATABADI; KASHANIAN,
2010; ZHANG et al., 2015).

Os deslocamentos batocromicos (maiores comprimentos de onda)
acompanhado de efeito hipocrémico (diminuicdo da absortividade molar) também
sdo, geralmente, observados no espectro de absor¢cdo de moléculas ligantes com o
DNA, devido as modificacbes em sua estrutura eletrénica. Entretanto, quando o
espectro da substancia de interesse é altamente superponivel com o do DNA, é
dificil obter informacdes precisas sobre possiveis interacfes, sendo necessario a
aplicacao de outras técnicas capazes de corroborar com o resultado obtido por UV-
Vis. Estas alteracfes espectrais permitem conhecer aspectos como a constante de

ligacdo do complexo e dimensdes do sitio de ligacdo (RAUF et al., 2005).
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Portanto, para obter mais informacdes sobre os mecanismos de citotoxicidade
€ importante avaliar, além das propriedades eletrdnicas de compostos bioativos de
origem natural ou sintética, seu ambiente molecular. Para isso, medidas
espectroscopicas sdo adequadas para verificar a ocorréncia de possiveis interacdes
intermoleculares com o DNA. Assim, deslocamentos especificos no espectro de
absorcdo refletem a estabilizacdo de grupos moleculares e em seus estados
excitados e, consequentemente, nas interacdes existentes (WANG et al., 2003;
JIMENEZ-ALONSO et al., 2011).

As Tabela 7 e 8 apontam alguns compostos fendélicos e nitroaromaticos,
respectivamente, que tiveram sua interacdo com DNA avaliada através de técnicas
eletroquimicas e/ou espectroscopicas. Neste trabalho, tais técnicas foram utilizadas
para avaliar possivel interacdo entre bergenina e DNA, jA que este composto
fendlico detém grupos cromoéforos que possuem tanto propriedades redox quanto
espectroscoépicas. Alguns derivados nitrobenzilicos também foram avaliados através
do biossensor de dsDNA e ssDNA.
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Tabela 7 — Exemplos de compostos fenélicos que tiveram sua interacdo com DNA avaliada através de técnicas eletroquimicas e/ou
espectroscopicas.

COMPOSTO METODO/ELETRODO TIPO DE TIPO DE INTERACAO k*(L mol™) REFERENCIA
DNA
Quercetina VPD/CV dsDNA Intercalagdo - Dolatabadi, 2011
_ , _ , 4,25x10%;
Morina; Quercetina; Rutina UV-Vis dsDNA Intercalagdo 7,20x10* Janjua et al., 2009
7,01x10"
Kaempferol, Apigenina; UV-Vis dsDNA Intercalacgo = - Rusak et al., 2010
Luteolina
Quercetina UV-Vis; VC; VPD/CV dsDNA Intercalacgdo - Zhu et al., 2002
Hidroxianisol butilado; Intercalacao; 9,54x10‘5l
Butilhidroquinone terciéria; - Intercalacgao; 2,20x10 : :
2-tert-butil-4-metilfenol; UV-Vis; VCICV dsDNA Intercalacao; 7,69x10" Dolatabadi; Kashanian, 2010
Propilgalato Nao-intercalador 0,71x10?
Acido Urico VPD/PC dsDNA Intercalacdo - Mohamadi et al., 2014
Magnolol UV-Vis; CA/CV dsDNA Intercalacao 1,14x10° Zhou et al., 2010

*Constante de interacdo entre o composto de interesse e dsDNA. VC: voltametria ciclica; VPD: voltametria de pulso diferencial; CV: carbono
vitreo; PC: pasta de carbono; CA: cronoamperometria.



Tabela 8 — Exemplos de nitroaromaticos que tiveram sua interacdo com DNA avaliada através de técnicas eletroquimicas e/ou
espectroscopicas.

COMPOSTO METODO/ TIPO DE DNA TIPO DE k*(L mol™) REFERENCIA
ELETRODO INTERACAO
1-Nitro-4- (4- (4-nitrofenoxi) butoxi) benzeno; 7’3"10:;
1-Nitro-4- (3- (4-nitrofenoxi) propoxi) benzeno; - 1,0x10% .
1-Nitro-4- (5- (4-nitrofenoxi) pentiloxi) benzeno; veiev dsDNA Intercalacéo 3 3x10* Janjua et al., 2014
1-Nitro-4- (6- (4-nitrofenoxi) hexiloxi) benzeno 5,1x10°
Niclosamida VPD/CV dsDNA Intercalago Abreu et al., 2002
2-(2-Nitrofenil)-1H-benzoimidazol; VPD/CV dsDNS Eletrostatica 8,22x10* Catalan et al., 2010
N-benzoil-2-(2-nitrofenil)-benzoimidazol 6
3,08x10
Nitrofurantoina {1- (amino-hidantoin 5-nitro-2- UV-Vis, VC, dsDNA Intercalacdo 8,22x10° Yola; Ozaltin, 2011
furfurilideno} VPD/EGM
Acido p-nitrobenzéico VC/CV dsDNA/ Reducéo Chen; Chen, 2003
(Fe (4-TMPyP)) eletrocatalitica
p-Nitrofenol VC/CV dsDNA/ Reducéo Chen; Chen, 2003
(Fe (2-TMPyP))  eletrocatalitica
Dibutil-estanho (IV) bis (4-nitrofenil etanoato) VC dsDNA Intercalacao 3,25x10° Sirajuddin et al., 2013
N’-(2-hidroxibenzilideno) hidrazida férmica UV-Vis dsDNA Intercalacao - Sirajuddin et al., 2013

A elaboracdo desta tabela contou com participacdo do mestre Anastacio Boane. *Constante de interagdo entre o composto de interesse e

dsDNA. VC: voltametria ciclica; VPD: voltametria de pulso diferencial; CV: carbono vitreo; EGM: eletrodo de gota de mercurio; Fe(n-TMPyP) =
porfirinas de ferro sollveis em agua (n = 2 e 4).
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2.2 Bergenina

Em geral, compostos C-glicosilados, naturais ou sintéticos, tém despertado
interesse da comunidade cientifica, visto que apresentam elevado potencial bioativo.
Sao estaveis em meio acido e, portanto, resistentes a hidrolise (TOSS, 2010;
AGGARWAL et al.,, 2014). A bergenina constitui um dos principais metabdlitos
secundarios C-glicosidicos derivados da via do acido chiquimico, sendo obtida a
partir de uma reacdo de C-glicosilagcdo do acido galico com subsequente formacéao
da lactona, seguida de metilacdo (Figura 14) (HUSSAIN, 2000; SCIO, 2004,
CZELUSNIAK et al., 2012).

Figura 14 — Esquema geral da biossintese da bergenina a partir do acido chiquimico.
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FONTE: Adaptado de HUSSAIN, 2000; TOSS, 2010.

A bergenina (C1sH1006) € um constituinte ativo que tem sido isolado de
diferentes espécies vegetais, tais como: Astilbe chinensis, Ardisia creanta, Bergenia
crassifolia, Bergenia stracheyi, Bergenia ligulata, Caesalpinia decapetala,
Caesalpinia digyna, Corylopsis spicata, Endopleura uchi, Mallotus philippinensis,
Mallotus japonicus, Rodgersia sambucifolia, Sacoglottis gabonensis, Saxifraga
stolonifera e entre outras (YE et al., 2004; CHEN et al., 2008; BORGES et al., 2011,
NAZIR et al., 2011; PATEL et al., 2012; SONG et al., 2013; UDDIN et al., 2013; WEI
et al., 2013; GANGWAR et al., 2014; GAO et al., 2014; BAJRACHARYA, 2015).
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Conforme descrito por Ye e cols (2004), a bergenina é composta por trés
anéis de seis membros, um aromatico, uma &-lactona e uma D-glicopiranose (Figura
15). O anel &-lactona apresenta a configuracdo de meia-cadeira, enquanto o anel D-
glicopiranose exibe pequenos desvios de uma conformagéo de cadeira ideal (Figura
15). Os substituintes hidroxila e hidroximetila localizados nos centros quirais (C-11,
C-12 e C-13) adotam uma conformacao equatorial em relacdo ao anel glicopiranose
(Figura 15b e 15c). As estruturas da bergenina mostradas na Figura 15 admitem a
conformacdo de energia minima obtida a vacuo pelo programa Chem3D Pro 12.0

software.

Figura 15 — Estrutura tridimensional atribuida a bergenina em conformacéo de energia
minima.

FONTE: Adaptado de YE et al., 2004; NUNOMURA et al., 2009.

A bergenina contém cinco grupos hidroxila, considerados potencialmente
ativos (NAZIR et al., 2011), que se encontram em ligacdo de hidrogénio. As
hidroxilas fendélicas em C-5 e C-7 exibem constantes de dissociacéo de 5,46 (pKa,) e
5,74 (pKay), respectivamente (ZHOU et al., 2008). Este derivado fendlico apresenta-
se sob a forma de um sodlido cristalino incolor, obtido apés recristalizagdo em
metanol, com ponto de fusdo em torno de 237 °C e de baixa solubilidade em meio
aquoso (LU; WANG, 2003; SRINIVASAN et al., 2007; NASSER et al., 2009; KUMAR
et al., 2012; PATEL et al., 2012; CHAUHAN et al., 2013).

Polifendis naturais de origem vegetal sdo frequentemente associados com
valores medicinais e, muitas vezes, sdo utilizados como intermediarios para produtos
industriais e aplicacfes farmacoldgicas. Recentes estudos tém demonstrado que a

bergenina, derivado do &cido 4-O-metilgalico C-glicosidico, se destaca como um
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representante da classe das isocumarinas por apresentar diversas atividades
bioldgicas, poucos efeitos colaterais e baixa toxicidade (TOME, 2010; PAL et al.,
2011; PATEL et al.,, 2012; TACON; FREITAS, 2013; ZHANGA et al.,, 2013;
CHAUHAN et al., 2013; LIANG et al., 2014; BAJRACHARYA, 2015).

Entre as propriedades farmacoldgicas atribuidas a bergenina, inclui-se
atividade anticoagulante (MADUSOLUMUO; OKOYE, 1995), antioxidante (GUPTA;
SHARMA, 2006; ABREU, DE et al., 2008; KIM et al., 2013; TACON; FREITAS, 2013;
UDDIN et al., 2013; 2014; YUN et al., 2014), neuroprotetora, anti-HIV (PIZZA et al.,
1996), hepatoprotetora (KIM et al., 2000), antitussigena (LIM et al., 2000), anti-artrite
(NAZIR et al., 2007; BORGES et al., 2011), anti-inflamatéria (GAO et al., 2014),
antifingica, imunomoduladora (NUNOMURA et al., 2009; PATEL et al., 2012; GAO
et al., 2014), anti-arritimica (VIJAYA KUMAR et al., 2011), antimicrobiana (POLITE et
al., 2011;RAJ et al., 2012), antiplasmaodica (UDDIN et al., 2013; LIANG et al., 2014),
hipolipidémica, antidiabética (KUMAR et al., 2012), anti-ulcerogénica (PATEL et al.,
2012), antitumoral (SUMINO et al., 2002; WIBOWO et al., 2011; KIM et al., 2013; LIU
et al., 2014; YAN et al., 2014) e como inibidor de produtos de glicacdo avancada
(VIJAYA KUMAR et al., 2011).

Apesar da natureza ser uma fonte altamente diversificada de compostos
bioativos, raros sdo os produtos isolados que apresentam poténcia, seletividade e
propriedades farmacocinéticas adequadas. Entretanto, produtos naturais isolados
podem ter tais propriedades alteradas a partir da utilizacdode ciclodextrinas, por
exemplo, que atua como adjuvante tecnolégico para melhorar a solubilidade,
dissolucdo e biodisponibilidade do farmaco, bem como para otimizar sua acéo
terapéutica (GUEDES et al., 2008).

Portanto, na tentativa de aumentar a solubilidade da bergenina em meio
aquoso, estudos envolvendo CDs (a, B e HP-y-CD) foram conduzidos. Os beneficios
da interagdo entre bergenina e B-CD em relacdo a bergenina livre foram verificados
a partir da capacidade de inibir a lipoperoxidacéo, da interacdo com DNA, através de
estudos eletroquimicos e espectrofotométricos, bem como, da avaliacdo da atividade

citotoxica frente macrofagos (J774).
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2.2.1 Atividade Antioxidante

Entre as propriedades biologicas apresentadas pela bergenina, a atividade
antioxidante vem sendo continuamente estudada (PATEL et al., 2012;
BAJRACHARYA, 2015). Diversos componentes biolégicos (carboidratos, proteinas,
lipidios, enzimas e nucleotideos) sao susceptiveis a processos oxidativos diante da
pesenca de radicais livres (MURPHY et al., 2011; NIKI, 2012; AYALA et al., 2014).
Estes sdo definidos como qualquer espécie que contenha um ou mais elétrons
desemparelhados, ocupando um orbital atbmico ou molecular, sendo quimicamente
instaveis e reativos, como por exemplo, o anion radical superéxido (O,"), o radical
hidroxila (HO"), o radical do 6xido nitrico (NO) e o radical diéxido de nitrogénio
('NOy). No entanto, algumas espécies reativas de oxigénio (ERO) e de nitrogénio
(ERN) ndo sdo radicais livres (acido hipocloroso (HOCI), oxigénio singlete (*O,),
ozbnio (O3), peréxido de hidrogénio (H,O,) e anion peroxinitrito (ONOQOY)) mas
podem induzir reacdes radicalares no organismo (LIMA et al., 2001; HALLIWELL,
2011; EL-BELTAGI; MOHAMED, 2013; RAHAL et al., 2014).

As espécies reativas de oxigénio e nitrogénio sao formadas in vivo a partir do
metabolismo celular (fontes enddgenos) ou por exposicdo a fontes exdgenas
(radiacdo gama, farmacos e cigarro). A producédo continua de radicais livres durante
0S processos metabodlicos levou ao desenvolvimento de um sistema de defesa
antioxidante para limitar os niveis celulares e impedir a inducéo de danos (BIANCHI;
ANTUNES, 1999; GUTTERIDGE; HALLIWELL, 2010; GUTOWSKI; KOWALCZYK,
2013).

Antioxidantes sdo substancias presentes em concentracbes baixas,
comparadas as concentragbes do substrato oxidante, que previnem
significativamente ou atrasam a oxidag¢do de substratos susceptiveis. Os principais
mecanismos de agdo de compostos antioxidantes incluem captura de radicais e
supressdo de estados excitados, constituindo-se em sistemas cataliticos que
neutralizam ou eliminam ERO/ERN e/ou favorecem a ligacdo de ions metalicos a
proteinas, o0 que torna esses fons, principalmente Fe?* e Cu®, indisponiveis para a
producédo de espécies oxidantes (CERQUEIRA et al., 2007; HALLIWELL, 2012).

De acordo com Halliwell (2011), antioxidantes enddégenos como as enzimas
superoxido dismutase, a catalase e a glutationa peroxidase interagem com o0s

compostos oxidantes minimizando os efeitos deletérios causados pelo estresse
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oxidativo as células e tecidos. J& os antioxidantes exégenos, sdo aqueles obtidos,
geralmente, através da alimentacdo como as vitaminas C (acido ascoérbico) e E (a-
tocoferol).

O desequlibrio entre a geracdo de ERO/ERN e a acdo de sistemas de
protecdo antioxidante, em favor dos oxidantes, € denominado estresse oxidativo,
sendo, portanto, uma condi¢cdo bioldégica de elevada concentracdo de espécies
reativas que causa danos oxidativos associados as alteracdes das funcdes vitais
(Figura 16). A maior consequéncia do estresse oxidativo € o dano aos acidos
nucléicos, lipidios e proteinas, o que pode comprometer severamente o0
funcionamento e a viabilidade celular ou induzir uma variedade de respostas
celulares através da geracdo de espécies reativas secundarias, levando a morte
celular por necrose ou apoptose (HALLIWELL, 2011; GUTOWSKI; KOWALCZYK,
2013).

Figura 16 — Danos celulares associados ao desequilibrio redox.

Radicais Livres
(ERO e ERN)

Antioxidantes
(Endbégenos ou exdgenos)

p I,

Desbalanco Redox

Dano oxidativo ao DNA

Peroxidacéo lipidica

Mecanismo intracelular de
sinalizacao redox

Fonte: Adaptado de HALLIWELL, 2011.
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Os danos celulares e teciduais, induzidos pelas espécies reativas e/ou
deplecdo de antioxidantes, tém sido associados a etiologia de diversas patologias
como cancer, cardiopatias, aterosclerose, doencas hepaticas, doencas do sistema
imune e neurodegenerativas (GUTTERIDGE; HALLIWELL, 2010; HALLIWELL,
2012; NIKI, 2012; REPETTO et al., 2012; RAHAL et al., 2014).

Estudos tém sido realizados em busca de propor mecanismos que relacionam
0 envolvimento de espécies reativas ao desenvolvimento de patologias. Além disso,
tem-se demonstrado grande interesse na descoberta de novos compostos
antioxidantes, visando assim, a reducdo dos danos oxidativos e/ou a prevencao de
doencas (NAVA-VILLALBA et al., 2013; AYALA et al., 2014).

Neste contexto, diferentes ensaios tém sido descritos na literatura para avaliar
a capacidade antioxidante da bergenina, como a inibicdo dos radicais DPPH (2,2-
difenil-1-picrilhidrazil) (TAKAHASHI et al., 2003; SRINIVASAN et al., 2007; ABREU,
DE et al.,, 2008; NAZIR et al.,, 2011; ZAMARRUD et al., 2011; HABTEMARIAM,;
COWLEY, 2012; KIM et al., 2013; UDDIN et al., 2013, 2014), ABTS (2,2’-azino-bis
(3-etilbenzotiazolin) 6-acido sulfénico), peroxido de hidrogénio e oOxido nitrico
(SRINIVASAN et al., 2007) e inibicdo da lipoperoxidag&o induzida por 2,4-dinitrofenil-
hidrazina (MADUKA et al., 2002) e por cloreto férrico (SRINIVASAN et al., 2007)
(Tabela 8).

De acordo com a Tabela 9, é possivel verificar que a bergenina apresentou
significativa atividade antioxidante frente ao peréxido de hidrogénio, ABTS, DPPH, e
ensaio de inibicdo da lipoperoxidagdo com valores de Clso (concentragdo inibitoria
minima capaz de provocar 50% de efeito maximo) 32,54, 75,06, 165,35 e
365,12 ug mL™?, respectivamente. Entretanto, baixa atividade antioxidante foi
verificada mediante os métodos de 6xido nitrico (Clsp 785,63 pg mL™Y) e
desoxirribose (Clso 815,63 ug mL™), além de mostrar-se inativa frente aos radicais
hidroxila pelo método p-NDA (p-nitroso-N,N-dimetilanilina) e superéxido pelo método
DMSO alcalino.
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Tabela 9 — Resultados da capacidade antioxidante da bergenina, expressos em Clg, (Mg mL™), descritos na literatura por diferentes

métodos.
ENSAIOS ANTIOXIDANTES BERGENINA ACIDO ASCORBICO? CATEQUINA? ACIDO GALICO? REFERENCIAS
320,00 4,35 Takahashi et al., 2003
) 127,30 1,10 Habtemaram; Cowley,
Frente ao radical DPPH 2012
165,35 4,97
Frente ao cétion radical ABTS 75,06 11,25
Frente ao perdxido de hidrogénio 32,54 187,33
Ensaio de inibicdo do radical 6xido 785,63
nitrico
Atividade inibitéria da Srinivasan et al., 2007
lipoperoxidacao induzida por cloreto 365,12 — — e
férrico
Frente ao radical hidroxila pelo 815,63
método desoxirribose
Frente ao radical hidroxila pelo >1000,00 >1000,00
método do p-nitroso dimetil anilina
Frente ao radical superéxido pelo >1000,00

método de DMSO alcalino

®Padrao utilizado; (—) N&o realizado.
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Conforme descrito por Singh e cols (2009), a reacdo da bergenina com radical
hidroxila (*OH) gerado por radiélise de pulso demonstrou a formagéo de produtos
radicalares em funcéo da adicdo do *OH ao anel fenil da bergenina e abstracdo do
atomo de H. Geralmente, polifendis reagem com radical *OH para produzir radical
fenoxila, entretanto, no caso da bergenina, adutos radicalares reduzidos séao
formados, podendo reagir com oxigénio e formar radicais peroxila. Desta forma, a
bergenina ndo atua como um potente antioxidante na prevencao de radicais livres
induzidos no dano oxidativo, entretanto, pode atuar como pré-oxidante, ou seja,
pode induzir o estresse oxidativo por geracdo de ERO ou inibir sistemas
antioxidantes, podendo exibir atividade antitumoral (PALOZZA, 1998; RAHAL et al.,
2014; BAJRACHARYA, 2015). Calculos teoricos envolvendo a formacdo dos
derivados radicalares da bergenina utilizando *H, *OH, *CH3 e *CCl; revelaram que
0 grupo metoxila na posicao 6 € o local mais favoravel para um ataque radicalar (DE
ABREU et al., 2008).

Dentre os ensaios citados, a inibicdo da lipoperoxidacao pela bergenina é de
extrema importancia, visto que a oxidacdo das membranas celulares é utilizada
como um indicador do estresse oxidativo (LIMA et al, 2001; GUTOWSKI;
KOWALCZYK, 2013).

A peroxidacdo lipidica ou lipoperoxidacdo € baseada na ocorréncia de
diversos processos bioquimicos resultantes da acdo de radicais livres sobre os
acidos graxos poli-insaturados das membranas celulares induzindo modificacdes
estruturais nos constituintes celulares (BENZIE, 1996; LIMA et al., 2001,
GUTTERIDGE; HALLIWELL, 2010; AYALA et al., 2014). O dano oxidativo celular
pode ser inibido por antioxidantes que interrompem a cadeia de peroxidacéo
reagindo com estes radicais e, desta forma, gerando um hidroperéxido e um radical
livre formado a partir do antioxidante. De acordo com a literatura, o a-tocoferol
(vitamina E) € um exemplo que apresenta seu mecanismo antioxidante bem
estabelecido, visto que interrompe a reacdo em cadeia da peroxidacdo lipidica
sequestrando os radicais alquilperoxila (NIKI, 2012; REPETTO et al., 2012).

O processo global da peroxidacdo lipidica é constituido por trés etapas:
iniciagcdo, propagacdo e terminacdo (Figura 17). Na etapa de iniciagdo o grupo
metileno de &cidos graxos poli-insaturados € atacado por radicais livres, havendo o
rearranjo das duplas ligacdes na forma de dieno conjugado, onde simultaneamente

ha formacdo de um radical alquila (L*) no carbono central. Este radical, por sua vez,
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reage com O, formando alquilperoxila (LOO®). J4 na etapa de propagacdo o
alquilperoxila ataca outras moléculas de lipidios, desencadeando reacles
sucessivas. Na etapa de terminacdo as reacfes em cadeia sao interrompidas por
interacdo entre os proprios radicais (ndo mostrado na Figura 17) ou entre radicais e
a-tocoferol, originando produtos nao-radicalares e o radical tocoferila, sendo este
reduzido por acdo do acido ascorbico (CERQUEIRA et al., 2007; EL-BELTAGI,
MOHAMED, 2013; AYALA et al., 2014).

A peroxidacao lipidica ou reacfes do oxigénio com lipidios insaturados produz
uma variedade de produtos de oxidagdo. Os principais produtos priméarios da
peroxidacao lipidica sdo hidroperéxidos lipidicos. Entre os diferentes aldeidos que
podem ser formados como produtos secundarios durante a peroxidacao lipidica tem-
se 0 malonaldeido (MDA), propanal, haxanal e 4-hidroxinonenal (4-HNE), sendo o
MDA considerado o produto mais mutagénico, enquanto o 4-HNE é o mais toxico
(AYALA et al., 2014).

Portanto, € de grande interese avaliar a atividade antioxidante da bergenina
livre e complexada com 3-CD frente a inibicdo da peroxidacéo lipidica induzida pelo
radical AAPH (2,2’-azobis(2-metilpropionamida)di-hidrocloreto), visando ressaltar seu
potencial antioxidante, bem como, comprovar o0s beneficios atribuidos a

complexagao com (-CD.
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Figura 17 — Processo de peroxidagao lipidica e acdo antioxidante do a-tocoferol. Na
iniciacdo, pré-oxidantes abstraem o hidrogénio alilico formando o radical lipidico e o
carbono radicalar tende a estabilizar a molécula por rearranjo para formar o dieno
conjugado (etapa 1). Na fase de propagacdo, o radical lipidico reage rapidamente com
oxigénio para formar o radical peroxila (etapa 2) que abstrai um hidrogénio de outra
molécula de lipidio gerando um novo radical lipidico e hidroperoxido (etapa 3). Na
reacdo de terminacdo, antioxidantes doam um &tomo de hidrogénio ao radical
peroxilaresultando na formagao de produtos néo radicalares (etapa 4).
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Fonte: Adaptado de CERQUEIRA et al., 2007; AYALA et al., 2014.
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2.3 Nitrocompostos

Os nitrocompostos tém sido amplamente estudados em diferentes areas, tais
como quimica medicinal, toxicolégica, quimica organica, ambiental e eletroquimica.
O modo de acéo desta classe de compostos estd associado as propriedades redox
do grupo nitro e, consequentemente, a estabilidade ou reatividade das espécies
reduzidas que podem interagir com alvos bioldgicos, como enzimas, membranas e
DNA, fornecendo subsidios para suas atividades biolégicas e efeitos adversos
(PAULA et al., 2009; KOVACIC; SOMANATHAN, 2014; BUSSY et al., 2014).

A reducdo do grupo nitro (-NO3), em nivel molecular, ocorre devido ao seu
carater fortemente aceptor de elétrons (eletrofilico) e pelo efeito de ressonancia
entre o nitrogénio e os atomos de oxigénio. Entretanto, a estabilidade e reatividade
das espécies eletrogeradas dependem da estrutura quimica do nitrocomposto que,
por sua vez, influencia suas propriedades fisico-quimicas e biolégicas (DE ABREU
et al., 2002; SQUELLA et al., 2005).

Os nitrocompostos sdo empregados como agentes terapéuticos com
diferentes aplicacdes clinicas (Tabela 10). Entre as distintas classes de
nitrocompostos bioativos, os derivados nitrobenzilicos destacam-se devido a sua
capacidade biorredutora, responsavel por suas inumeras atividades biologicas,
especialmente, antiparasitaria e antitumoral. Isto se deve ao fato dos compostos
nitrobenzilicos poderem ser metabolizados in vivo gerando intermediarios reativos
que podem atuar como cicladores redox ou como alquilantes do DNA (MORALES-
MORALES et al., 2007; PAULA et al., 2009; LOPES et al., 2015).

Ao longo das décadas, grande atencdo tem sido reportada aos
nitroaromaticos, pois além de suas atividades terapéuticas, atuam largamente como
pesticidas, explosivos e intermediarios quimicos na sintese industrial. Sua relevancia
como contaminante ambiental também estéd associada a sua capacidade de interagir
com o DNA e provocar toxicidade, mutagénese e carcinogénese (SALAMANCA-
PINZON et al., 2010; ANDRES et al., 2013; KOVACIC; SOMANATHAN, 2014).
Desta forma, devido a grande aplicabilidade terapéutica dos nitroaromaticos e suas
propriedades biorredutiveis, estudos eletroquimicos em meio protico e aprético
podem contribuir para compreensao de suas atividades biologicas (SOUZA et al.,
2010).



Tabela 10 — Aplicagdes clinicas de alguns nitrocompostos.
APLICACAO CLINICA NITROCOMPOSTO EXEMPLO/CLASSE

NO,

Anti-hipertensivo H,COOC coocH, Nifedipina/Nitrobenzilico

Sedativo hipnético Nitrazepan/Nitrobenzilico

NO,

Anti-histaminico ﬁN/ Ranitidina/Nitroalifatico

/N/VD\/S\/\N

A

Antiparasitario ﬁ) Secnidazol/Nitroimidazélico

OH

Fonte: Adaptado de SQUELLA et al., 2005; PAULA et al., 2009.
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2.3.1 Eletroguimica de nitroaromaticos

Estudos eletroquimicos de nitrocompostos datam do inicio de 1900, quando
Haber reportou as etapas envolvidas na reducdo do nitrobenzeno, entretanto, este
grupo de compostos continua a gerar interesse na comunidade cientifica, visto que
varios nitrocompostos sdo produzidos com finalidade terapéutica e,
consequentemente, sdo introduzidos em organismos vivos e metabolizados,
envolvendo, na maioria das vezes, processos redox (SQUELLA et al.,, 2005;
MOSCOSO et al., 2011; LOPES et al., 2015).

Diante da continua investigacdo eletroquimica de nitrocompostos, € possivel
observar que o mecanismo de diferentes classes de nitroaromaticos envolve uma
série de adicbes monoeletrdnicas que podem estar acopladas a reagcfes quimicas
subsequentes, responsaveis pelos diferentes perfis voltamétricos obtidos durante o
processo de reducdo que produz, em termos gerais, essencialmente o anion radical
nitro (Ar-NO,”), nitroso (Ar-NO), hidroxilamina (Ar-NHOH) e amina (Ar-NH,).
Contudo, os produtos eletrogerados dependem particularmente do meio reacional
em que sdo gerados e, conseguentemente de sua reatividade e estabilidade. Assim,
a transferéncia de elétrons, geracdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) e
nitrogénio (ERN) e o estresse oxidativo (EO) tém sido reportados como o modo de
acao de nitroaromaticos (SQUELLA et al., 2005; ABREU, DE et al., 2007; KOVACIC,;
SOMANATHAN, 2014).

Neste sentido, a determinacdo do potencial padrdo (E,) fornece um dado
importante para avaliar algumas propriedades termodinamicas (energia de
dissociacdo e pKa) de anions ou cations radicais organicos. Assim, a conversao
destes para ions constitui um passo elementar para muitos mecanismos que iniciam
com a etapa de transferéncia de elétrons, o que reforca a importancia do E, para
fornecer informacdes fundamentais para compreensdao de uma variedade de
processos quimicos e biolégicos. Assim, o potencial de reducdo de um composto
bioativo, o pK, do radical e a natureza cinética do mesmo podem influenciar a
atividade e a seletividade deste farmaco (ALVAREZ-GRIERA et al., 2009).

Portanto, a quimica redox de nitrocompostos tem focado no entendimento de
como a reducédo do grupo nitro desempenha um papel ativo na geracgéo, estabilidade

e reatividade de espécies radicalares e ibnicas associadas aos mecanismos
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biol6gicos. Entretanto, devido & complexidade da quimica biomédica, a correlagéo
entre os parametros eletroquimicos e os dados de atividade biologica, muitas vezes,
nao ocorre de modo direto, pois varios fatores influenciam os aspectos mecanisticos
in vivo de compostos bioativos, tais como: estereoquimica, difusdo, solubilidade,
biodisponibilidade, coeficiente de particdo, permeabilidade da membrana,
metabolismo e interacdes com enzimas especificas (ABREU, DE et al., 2002).

A atividade farmacologica de muitos compostos bioativos é decorrente da
geracdo do estresse oxidativo apos transferéncia de elétrons. Assim, quando o
potencial de reducdo do grupo eletroativo € mais positivo que -0,5 V versus eletrodo
normal de hidrogénio, o processo de cliclagem redox in vivo torna-se possivel. Este
pré-requisito, por sua vez, € responsavel pela geracdo catalitica de espécies
reativas de oxigénio (ERO) com consequentes efeitos benéficos e tdxicos. Assim,
farmacos com potencial de reducdo mais positivo (maior eletroafinidade) sé&o
geralmente mais toéxicos e mutagénicos, bem como sdo mais rapidamente
metabolizados (GAL et al., 2010; KOVACIC, 2007; SOUZA et al., 2011).

O papel de destaque referente ao mecanismo de acdo de nitroaromaticos tem
sido atribuido, também, a alquilacdo bioredox (ALEGRIA et al., 2004; BOLLO et al.,
2011; KOVACIC; SOMANATHAN, 2014). A ativacédo redutiva apresenta-se como
caminho para farmacos que apresentam como alvo células com baixa concentracdo
de oxigénio. Os compostos nitroaromaticos, por sua vez, sdo aplicados no
tratamento de infeccbes anaerbbicas, no tratamento do cancer (células hipdxicas) e
de doencas causadas por protozoarios, como a doenca de Chagas (BOLLO et al.,
2005; SQUELLA et al., 2005).

De acordo com a Figura 18, é possivel verificar que, em meio anaeroébio, a
reducdo enzimatica do grupo nitro gera como principais intermediarios o anion
radical nitro (Ar-NO,") e a hidroxilamina (Ar-NHOH), que podem interagir com o
DNA, resultando em efeitos farmacolégicos. Entretanto, outros intermediarios como

0 anion radical protonado (Ar-NOzH'+) e 0 derivado nitroso (Ar-NO) também

apresentam atividade bioldgica, onde o primeiro atua induzindo danos ao DNA e o
segundo como inativador enzimatico, agindo como aceptor de grupos tidis de

enzimas destoxificantes. J& em meio aerdbio, a reducdo enzimética do grupo nitro

produz o anion radical nitro (Ar-NO,”) que interage com o oxigénio molecular (O,)

presente no meio, formando o anion radical superéxido (O, "), em etapa denominada
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de ciclo futil. O anion radical superéxido, por sua vez, sofre agdo enzimatica, como a
superoxido dismutase (SOD), formando o peréxido de hidrogénio (H.O,) que pode

danificar membranas biologicas e reagir com enzimas ferrodoxinas, liberando
espécies reativas, como o anion hidroxila (OH) e o radical hidroxila (OH), toxicas
frente a células parasitarias e bacterianas (PAULA et al., 2009; BUSSY et al., 2014,
KOVACIK, OSUNA, 2000)

Figura 18 — Provavel mecanismo biorredutivo de nitroaromaticos.
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v

Fonte: Adaptado de SQUELLA et al. 2005; PAULA et al. 2009; SOUZA et al. 2011; BUSSY et al.
2014.

O mecanismo de reducdo eletroquimico de nitroaromaticos tem sido
amplamente estudado em meio protico e aproético, sendo possivel avaliar a
depedéncia do processo redox em funcdo do pH, caracterizar o mecanismo

eletrodico e, consequentemente, a estabilidade dos intermediarios eletrogerados,
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interagdes com tidis de importancia bioldgica como a glutationa (GSH) e determinar
constantes reacionais entre intermediario radicalar e oxigénio (SQUELLA et al.,
2005; PAIVA et al., 2015).

A geracgdo do anion radical nitro e sua estabilidade podem ser expressas em
uma primeira etapa eletroquimica, seguida por uma reacdo quimica acoplada, ou
seja, por um mecanismo eletroquimico-quimico. Neste sentido, técnicas
eletroquimicas, como a voltametria ciclica, tém sido aplicadas para estudar o
mecanismo redox de nitroarométicos em diferentes meios e assim, contribuir para
compreensao da atividade bioldgica destes (SOUZA et al., 2010).

Portanto, estudos voltamétricos serdo conduzidos para 0s nitroaromaticos em
estudo, visando correlacionar com os dados de atividade bioldgica ja descritas na

literatura, conforme descrito no item a seguir.

2.3.2 Atividade biolégica dos derivados nitrobenzilicos em estudo

Atualmente, os nitroaromaticos continuam a despertar interesse em quimica
medicinal, visto que mudancas estruturais planejadas em compostos com
bioatividade conhecida ou sintese de novos compostos tornam-se alternativas
viaveis na busca de farmacos mais seletivos e/ou potentes (PATTERSON; WYLLIE,
2014; LOPES et al.,, 2011, 2015). Desta forma, estudos eletroquimicos de
compostos bioativos podem contribuir para a compreensdo de suas atividades
bioldgicas (SOUZA et al., 2010).

Conforme descrito por Lopes e cols (2011), alguns dos derivados
nitrobenzilicos em estudo foram avaliados, inicialmente, como agentes
tripanossomicida e leishmanicida. De acordo com a Tabela 10, € possivel verificar
gque nenhum composto apresentou atividade contra as formas amastigotas de
Trypanosoma cruzi, entretanto, trés compostos (EANBEN, EANB e AANB)
exerceram significativa atividade leishmanicida in vitro contra as formas
promastigotas de Leishmania (L.) amazonensis, com Clsy (concentracao inibitoria
minima capaz de provocar 50% de efeito méaximo) na faixa de 23,1 a 59,5 umol L™.
Estudos de citotoxicidade in vitro sobre a proliferacdo de células mononucleares de
sangue periférico humano (PBMC) estimulada com fito-hemaglutinina também

demonstraram que o composto AANB, o mais promissor agente leishmanicida
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(59,5 pmol L™ da série, ndo afetou a proliferacdo de linfécitos em PBMC, indicando
baixa toxicidade para as células humanas.

Recentemente, estudos envolvendo a atividade antitumoral de sete derivados
nitrobenzilicos em estudo, frente a trés linhagens de células humanas cancerosas:
HL-60 (leucemia promielocitica humana), Jurkat (leucemia de células T humana) e
MCF-7 (carcinoma mamario). A citotoxicidade de alguns compostos sobre linhagens
de células VERO (céluas normais de rim de macaco) também foram avaliadas in
vitro a fim de obter o indice de seletividade (LOPES et al., 2015).

De acordo os valores de Clsp expressos na Tabela 11, dos sete compostos
estudados como agentes antitumorais, quatro (EANBEN, EANB, AANB e ANB)
foram capazes de inibir o crescimento de trés linhagens de células cancerosas
humanas. Entre os compostos analisados, o AANB apresentou efeito antitumoral
significativo in vivo em estudos envolvendo tumor sélido de Ehrlich em ratos,
conforme descrito em Lopes et al. (2015).

Neste sentido, o presente trabalho também tem como objetivo avaliar o
comportamento eletroquimico de derivados nitrobenzilicos sintéticos, diferentemente
substituidos, a fim de correlacionar os parametros eletroquimicos obtidos através de
técnicas voltamétricas com as atividades bioldgicas ja descritas na literatura (Tabela
11) e, dessa forma, contribuir para o desenvolvimento de novos compostos

bioativos.



Tabela 11 — Atividade antiparasitaria e citotoxica (Cls, pmol L™'+DP) dos derivados nitrobenzilicos estudados.
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o] R,
R
Composto R; R, Atividade Atividade Proliferacéo HL-60 Jurkat MCF-7 VERO
tripanossomicida leishmanicida PBMC*
ENM OCH; H _ _ _ >100 >100 >100 >100
ENF OCH; F - - - - - - -
EANBEN OCH; Br >100 39,345 44,1+13 20,2439 17,7435 39,6+11,4 17,449
ANBNA O'Na’ Br L L L L L L L
EANB NH(CH,)OH Br >100 23,1+0,5 53,9+13 15,2+3,5 60,427  31,4+10,4 29,1+0,5
AANB NH(CH,)OH Cl >100 59,546 959,5+98 4,7+0,8 18,0+10 70,0+12,9 25,3+2,3
ATN OH H _ _ _ >100 >100 >100 >100
ANOH OH OH >100 >100 ND >100 >100 >100 >100
ANB OH Br >100 >100 344,2+96 77,4129 71,7¥4,4  28,5%4,1 >100
ANF OH F _ . _ - _ _ -
Benznidazol _ _ 3,8+0,8 _ _ _ . . _
Anfotericina B _ _ _ 0,9+0,01 _ _ _ _ _
Etoposidio _ _ _ 8,3+1,0 3,8+1,6 >100 >100

(—): ndo realizado. *PBMC = células mononucleares de sangue periférico.

Fonte: Adaptado de LOPES et al., 2011; 2015.
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Determinar o mecanismo eletrédico envolvido na oxidacdo da bergenina e na
reducdo dos derivados nitrobenzilicos, visando a correlacdo dos parametros
eletroquimicos com as atividades biolégicas ja descritas na literatura, e avaliar
possiveis interacdes supramoleculares da bergenina com (B-CD e DNA, a fim de
aumentar sua solubilidade em meio aquoso e auxiliar no entendimento do

mecanismo molecular de acdo biolbgica.

3.2 Especificos

v" Investigar o comportamento eletroquimico da bergenina e de dez derivados
nitrobenzilicos em meio aprotico e protico, através das técnicas de voltametria
ciclica, voltametria de pulso diferencial, voltametria de onda quadrada e
coulometria,;

v Verificar a influéncia da interagdo da a-CD, B-CD e HP-v-CD sobre a solubilidade
da bergenina em meio aquoso através do estudo de transferéncia de fase
realizado por VC;

v' Preparar o complexo bergenina:3-CD nas proporcdes 1:1 e 1:2 através da
técnica de co-evaporacao;

v" Realizar a caracterizagao fisico-quimica do complexo bergenina:3-CD por meio
de técnicas espectroscopicas como Infravermelho com Transformada de Fourier
(FT-IR) e Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN-H'), além da
Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC);

v'  Realizar estudos tedricos a fim de determinar parametros energéticos e mapas
de densidade de spin da bergenina e do complexo bergenina:p-CD através do
programa Gaussian 09;

v' Avaliar a capacidade antioxidante da bergenina na forma livre e complexada
com B-CD frente a peroxidacao lipidica;

v" Realizar ensaios de viabilidade celular frente a macréfagos (linhagem J774), a
fim de verificar a citotoxidade da bergenina, B-CD e complexo bergenina:3-CD

nas proporgdes 1:1 e 1:2;
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v' Investigar a interacdo da bergenina e complexo bergenina:3-CD com DNA
através da utilizacdo de sensor eletroquimico de dsDNA e com ssDNA e
espectrofotometria UV-Vis, em solucéo.

v'Avaliar o comportamento eletroquimico de dez derivados nitrobenzilicos em
meio aprotico através da técnica de VC, a fim de propor o mecanismo de
reducao;

v' Correlacionar os parametros eletroquimicos com os resultados dos ensaios
bioldgicos.
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4 EXPERIMENTAL
4.1 Reagentes e Solventes

A bergenina foi isolada do extrato metandlico da casca de Endopleura uchi,
planta originaria da Amazonia Brasileira, e cedida pela Profa. Dra. Rita de Cassia
Saraiva Nunomura do Instituto de Ciéncias Exatas da Universidade Federal do
Amazonas (UFAM) e pelo Prof. Dr. Sérgio Massayoshi Nunomura do Instituto
Nacional de Pesquisas da Amazonia. A elucidagcdo estrutural da bergenina foi
realizada através de andlise dos espectros de RMN-H* e RMN-C*3, como reportado
por Nunomura e cols (2009).

Os nitrobenzilicos diferentemente substituidos (Tabela 12) foram sintetizados
e devidademente caracterizados pelas técnicas de FT-IR, RMN-H' e RMN-C*,
conforme descrito na literatura (LOPES et al., 2011; 2015), e cordialmente cedidos
pela Profa. Dra. Renata Barbosa de Oliveira e pelo Prof. Dr. Ricardo José Alves da

Faculdade de Farmacia da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG).

Tabela 12 — Estrutura quimica dos derivados nitrobenzilicos em estudo.

MASSA
SIGLA R; R, NOMENCLATURA MOLECULAR
(g mol™)
ENM OCH;, H Metil éster-3-nitro-4- 195,17
metil-benzodico
ENF OCH; F Metil éster-3-nitro-4- 213,16
o R, fluorometil-benzoico
EANBEN OCH; Br Metil éster-3-nitro-4- 274,07
bromometil-benzéico
ANBNA O'Na* Br Ester de sédio-3-nitro-4- 282,03
bromometil-benzodico
EANB NH(CH,)OH Br 3-nitro-N-hidroximetil-4- 289,08
bromometilbenzamida
NO, AANB NH(CH,)OH CI 3-nitro-N-hidroximetil-4- 244,63
clorometilbenzamida
ATN OH H Acido 3-nitro-4- 181,14
R metilbenzodico
ANOH OH OH Acido 3-nitro-4- 197,14
hidroximetilbenzodico
ANB OH Br Acido 3-nitro-4- 260,04
bromometilbenzoéico
ANF OH F Acido 3-nitro-4- 199,14

fluorometilbenzéico

Fonte: AUTOR, 2015.
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A a-ciclodextrina (a-CD), B-ciclodextrina (B-CD), hidroxipropil-y-ciclodextrina
(HP-y-CD), acido desoxirribonucléico de fita dupla (dsDNA) calf thymus (timo de
vitelo) tipo | altamente polimerizado, tetrafluoroborato de tetrabutilaménio (TBABF,),
hidréxido de tetrabutilaménio (TBAOH) em metanol (1 mol L), ferroceno, Tris-HCI,
fosfatidilcolina de soja (lecitina de soja), AAPH/ABAP (2,2’-azobis(2-
metilpropionamida) di-hidrocloreto), brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-
difeniltetrazélio e dimetilsulfoxido (DMSO) 99,8% foram adquiridos da Sigma Aldrich
(Steinheim, Alemanha). A sonda fluorescente C;1Bodipy®®**%!(4,4-difluoro-5-(4-fenil-
1,3-butadienil)-4-bora-3a,4a-diaza-s-indaceno-3-undecandico acido) foi adquirida da
Molecular Probes (Ontario, Canada).

Ferricianeto de potassio (Ks[Fe(CN)g]), ferrocianeto de potassio
(K4[Fe(CN)g].3H20), acetato de sbédio (NaOAc), hidroxido de sodio (NaOH), sulfato
de sodio (Na,S0O,), hidrogenossulfato de potassio (KHSO,), brometo de potassio
(KBr), cloreto de potéassio (KCI), fosfato de s6dio monobéasico (NaH,PO,), dibasico
(NapHPO,) e carbonato de sddio tém procedéncia da Vetec Quimica Fina Ltda (Rio
de Janeiro, Brasil). Acido acético e &cido cloridrico foram adquiridos da Cromoline
Quimica Fina (Sao Paulo, Brasil).

O solvente N,N-Dimetilformamida (DMF) foi adquirido da Acros Organics com
99,8%, extra seco AcroSeal® (New Jersey, Estados Unidos) e da Vetec Quimica
Fina Ltda com 99,7% (Rio de Janeiro, Brasil).

Todos os reagentes quimicos utilizados foram de grau analitico. Todas as
solucdes foram preparadas em &gua ultrapura a partir de um sistema de purificagdo
Milli-Q da Millipore Inc. Para a medicdo do pH das solu¢cdes tamponadas utilizou-se

0 pHmetro da Quimis.
4.2 Estudos Eletroquimicos

As analises eletroquimicas foram realizadas em um sistema de trés eletrodos
(eletrodos de trabalho, auxiliar e referéncia). Utilizou-se como eletrodo de trabalho, o
carbono vitreo (BAS, diametro 3 mm), como eletrodo de referéncia Ag|AgCI|CI
(0,1 mol L™ em um tubo com capilar de Luggin e vycor em sua extremidade, e como
eletrodo auxiliar, um fio de platina. Esse sistema de cela foi utilizado ao aplicar as
técnicas de voltametria ciclica (VC), voltametria de pulso diferencial (VPD) e

voltametria de onda quadrada (VOQ).
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Para as eletrolises em potencial controlado (coulometria) da bergenina
utilizou-se como eletrodo de trabalho feltro de carbono com dimensdes de 2,0 cm X
2,5 cm x 0,5 cm e como eletrodo de referéncia Ag/AgCl, CI" (0,1 mol L™). O eletrodo
auxiliar constituiu de um espiral de platina isolado em um tubo de vidro contendo
eletrdlito suporte e fechado em sua extremidade inferior por um disco de vidro
poroso. Durante todo o experimento o &nodo e o catodo foram mantidos separados.

O fundamento e a finalidade das técnicas eletroquimicas utilizadas
encontram-se sumarizadas na Tabela 13. Todos os experimentos eletroquimicos
foram executados em um potenciostato/galvanostato PGSTAT302 (AUT 73222) da
Autolab ® interfaceado a um microcomputador. Os dados obtidos em cada analise

foram tratados no programa OriginPro 8.0.



Tabela 13 — Fundamentos e finalidade das técnicas eletroquimicas utilizadas.
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TECNICA FUNDAMENTO FINALIDADE REFERENCIA

E uma técnica de varredura de potencial, onde o Obter informagbes qualitativas sobre a
potencial aplicado ao eletrodo é variado em termodinamica de processos redox, da cinética de

VC velocidade conhecida, e ao atingir o potencial final reacdes heterogéneas de transferéncia de elétrons Brett; Oliveira-Brett, 2009
desejado, a varredura € revertida na mesma e sobre reacdes quimicas acopladas a processos
velocidade. adsortivos.
Pulsos de amplitude fixos sobrepostos a uma rampa
de potencial crescente sdo aplicados ao eletrodo de
trabalho. A corrente é medida duas vezes, antes da Por apresentar baixos limites de detecgdo, na

VPD aplicacdo do pulso e ao final do pulso, sendo a ordem de 10® mol L*, é destinada para fins Pacheco et al., 2013
diferenca entre elas plotada versus o potencial analiticos.
aplicado. A area do pico é proporcional a
concentragdo do analito.
Basea-se na variagcdo de potencial na forma de onda,
associada a uma rampa de potencial em forma de Verificar a reversibilidade do sistema, bem como Skoog et al., 2009

VOQ escada, gerando um pico simétrico. Uma das ser Util em determinacdes analiticas, ja que € uma
principais vantagens € a compensacdo da corrente técnica rapida e sensivel.
capacitiva residual.
O potencial do eletrodo de trabalho é mantido

Eletrélise em constante de forma que apenas o0 analito seja
potencial responsavel pela conducdo de carga na interface Contribuir para elucidacdo do mecanismo redox a  Lund; Hammerich, 2001
controlado eletrodo/solugcdo. Assim, a carga requerida para partir daidentificacdo do produto eletrogerado.

converter o analito ao seu produto de reagdo €
determinada a partir da curva corrente versus tempo.
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4.2.1 Limpeza Padrdo do Eletrodo de Carbono Vitreo

A limpeza do eletrodo de carbono vitreo foi realizada utilizando uma base de
polimento com alumina (0,3 um) e, posteriormente, lavado com &gua deionizada e
imerso em acetona, sendo levado ao ultrassom por 30 s para a remocdo de
particulas residuais.

Para a verificacdo da area eletroativa do eletrodo, foram realizados testes em
solucdo de (Ks[Fe(CN)g]/(Ks[Fe(CN)g].3H,0) 1 mmol L™ em KCI 0,1 mol L™, através
de voltametria ciclica, na faixa de potencial de 0,3 V a -0,6 V vs eletrodo de

referéncia Ag/AgCl, CI (0,1 mol L™) com uma velocidade de varredura de 0,1 V s™.

4.2.2 Meio Aproético

Para os estudos em meio aprético utilizou-se o solvente organico N,N-
dimetilformamida (DMF), pois apresenta uma larga janela de potencial de trabalho. O
DMF é susceptivel a reacdo de hidrolise com geracdo de dimetilamina e acido
férmico e, portanto, ao utilizar o DMF adquirido da Vetec foi submetido a destilacao
sob pressdo reduzida apoOs tratamento com CuSO, anidro (para remocdo de
aminas). O DMF adquirido da Acros Organics € extra seco e, portanto, ndo
necessitou ser destilado.

Como eletrélito suporte utilizou-se o tetrafluoborato de tetrabutilamonio
(TBABF, 0,1 mol L), devidamente purificado. Para sua purificacdo procedeu-se da
seguinte forma: 60 g de TBABF, foram solubilizadas em etanol puro absoluto a
quente (60 °C) e, em seguida a solucéo foi resfriada a temperatura média de 18 °C
até completa cristalizacao. Posteriormente, o produto foi filtrado a vacuo e, uma
segunda cristalizacao, em etanol, foi realizada a fim de eliminar possiveis impurezas.
Por fim, o TBABF, recristalizado foi seco sob presséo reduzida a 40°C.

A analise da qualidade do solvente (DMF) foi realizada na presenca do
eletrolito suporte (TBABF,;) por voltametria ciclica, a fim de verificar o dominio
elétroquimico possivel de ser aplicado a cada ensaio, como descrito a seguir: Para
0S ensaios em meio aprético, a massa equivalente a 0,1 mol L™ do eletrélito suporte
(TBABF,) foi solubilizada em DMF e desaerada com Argbnio (Ar) durante 5 minutos.
Transcorrido este tempo, realizou-se o registro do branco por voltametria ciclica a

100 mV s™. Posteriormente, a massa correspondente a 1 mmol L™ do composto em
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analise foi dissolvida na solucdo contendo o eletrélito suporte, desaerada e
submetida a analise voltamétrica. A bergenina e todos os derivados nitrobenzilicos
foram submetidos a analise voltamétrica em meio aprético, sendo as massas
determinadas com precisdo de centésimo de mg, em balanca analitica, momentos

antes de cada execucao experimental.

4.2.3 Meio Protico

Para o0s estudos eletroquimicos em meio protico, solucdes estoques
da bergenina (5 mmol L) e de alguns derivados nitrobenzilicos (1 mmol L™) foram
preparadas por dissolucdo do p6 em etanol. Para analise do comportamento
voltamétrico dos compostos em meio protico utilizou-se 0 meio aquoso-etanolico
(10% v/v) a fim de garantir completa solubilidade, ja que apresentam baixa
solubilidade em meio aquoso. O perfil voltamétrico da bergenina (2,0 mmol L™) foi
verificado em tampéo acetato pH 4,5, tampéo fosfato pH 7,0 e tamp&o carbonato pH
10,0, todos com forca i6nica de 0,2 (CHRISTIAN; PURDY, 1962). Ja os estudos em
meio prético realizados para alguns nitrobenzilicos (0,1 mmol L) foram realizados
apenas em tampéao fosfato, pH 7,0. As solu¢cdes foram desaeradas com Argonio
durante 5 minutos e, em todos 0s casos, iniciou-se com o registro do perfil

voltameétrico do eletrdlito suporte, seguido das analises das solu¢des de trabalho.

4.2.3.1 Eletrélise da Bergenina em Potencial Controlado

Com o objetivo de determinar o nimero de elétrons envolvidos na oxidacao
da bergenina em meio protico e obter o produto eletrogerado, eletrolises em
potencial controlado também foram realizadas em solucdo etandlica tamponada
(10% v/v), tampdo acetato, pH 4,5. Para este procedimento, iniciou-se a preé-
eletrolise dessa solugdo em E,, = +0,95 V, até a corrente atingir aproximadamente
1% do valor inicial para garantir a remoc¢ao de impurezas. Em seguida, a bergenina
(0,025 g - 1,9 mmol LY foi dissolvida em um volume de etanol previamente
reservado e adicionado a solucdo preé-eletrolisada, procedendo-se, assim, a
eletrolise em E,p, = 40,90 V até a corrente atingir valores residuais, sendo todo o

processo acompanhado por VC e espectroscopia no UV-Vis.
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Ao ser atingida a corrente residual, anotou-se a carga final, e a carga residual
(Qres) foi calculada, multiplicando o tempo de eletrdlise (t) pela corrente residual (lres),

como mostra a equacéo a seguir:

Qres = lres X t

A carga residual calculada foi subtraida da carga total, obtendo-se entdo a
carga liquida referente a oxidagdo da bergenina. A partir dessa carga liquida foi
calculado o nimero de elétrons a partir da equacgéo abaixo:

n = Qiig x MM

mxF

onde n € o nimero de elétrons, Qjq € a carga liquida em Coulombs (C), MM € a
massa molecular (g mol™) da bergenina, m é a sua massa (g) e F é a constante de
Faraday (96485 C mol™).

Apbs o término da eletrolise, retirou-se o compartimento anddico para assim
evitar possiveis contaminag¢des do produto e tentou-se realizar sua extracdo em funil
de separacao, porém nao se obteve sucesso. Neste momento, varias tentativas de
extracdo foram realizadas utilizando solventes com diferentes graus de polaridade,
mas nao se obteve éxito. Portanto, a eletrélise foi util para determinar o nimero de
elétrons envolvidos na oxidagdo da bergenina em meio protico (pH 4,5), o que

contribuiu para propor 0 mecanismo oxidativo da mesma.

4.3 Estudos de Interacdo da Bergenina com Ciclodextrinas

4.3.1 Estudo de Transferéncia de Fase por Voltametria Ciclica

Para avaliagdo qualitativa da interagdo da bergenina com a-CD, B-CD e
HP-y-CD, realizou-se o estudo de transferéncia de fase, onde a amostra na fase
sélida é submetida a agitacao até que se incorpore a solucdo, na fase liquida. Para
esse estudo, inicialmente, foi adicionada a massa correspondente a concentracéao de

0,5 mmol L™ de bergenina em tampéo acetato pH 4,5, e com o auxilio de uma barra
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magnética, promoveu-se a agitacdo continua durante 15 minutos, sendo o
comportamento registrado, via voltametria ciclica (+0,2 a +1,5 V) a 50 mV s,

Logo apds esse procedimento, foram adicionadas as massas de a-CD
correspondentes as concentracdes de 0,05, 0,5 e 5 mmol L™?, sendo a solucdo
agitada e desaerada, a cada adicdo de a-CD, por 15 minutos, para entdo ser
realizada a medida eletroquimica. Este processo também foi realizado para 3-CD e
HP-y-CD.

As possiveis interacfes esperadas entre bergenina e ciclodextrinas foram
avaliadas a partir da comparacdo dos parametros eletroquimicos Epa e Ipa
(potencial e corrente de pico) da bergenina na auséncia e na presenca das
ciclodextrinas, obtidos em cada analise. Entretanto, realizou-se a limpeza da
superficie do eletrodo de CV apos cada varredura, como descrito no item 4.2.1, a fim
de manter a mesma area eletroativa, ja que compostos fendlicos, geralmete,

promovem a passivacao da superficie do eletrodo apds oxidacao.
4.3.2 Preparo do Complexo Bergenina:3-CD por Co-evaporacao

A bergenina e a B-CD nas razdes equimolares 1:1 e 1:2 foram adicionadas
em erlenmeyers protegidos da luz contendo 25 mL de agua, sendo deixados sob
agitagdo mecanica a 170 rpm a 25 °C por 24 h no shaker Marconi MA-420 Incubator
(S&o Paulo, Brasil). Ap6s a agitacéo, a solucdo foi filtrada (Minisart® 0,20 um) e
obtido por rota-evaporagéo sob pressao reduzida, em um Rotavapor Bichi (Buchi,

Germany), e Seco a Vacuo.
4.3.3 Caracterizacdo Fisico-quimica do Complexo Bergenina:-CD

A avaliacdo da formacdo do complexo hospede-hospedeiro ndo é trivial e
requer a combinacédo de diferentes técnicas analiticas como: espectroscopia UV-Vis,
espectroscopia no infravermelho, Ressonédncia Magnética Nuclear (RMN),
Ressonancia do Spin do Elétron (ESR), técnicas voltamétricas e potenciométricas,
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) e outras. De uma forma geral, as
técnicas utilizadas para caracterizacdo dos complexos formados com ciclodextrinas

sao, geralmente, baseadas na deteccdo da variacdo de uma propriedade fisica ou
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guimica adequada da molécula hospede como consequéncia da formacdo do
complexo de inclusdo (MURA, 2014).

Para caracterizacdo fisico-quimica do complexo bergenina:-CD, nas
propor¢cbes 1:1 e 1:2, obtido por co-evaporagdo, foram utilizados as seguintes
técnicas: espectroscopia no infravermelho, Ressonancia Magnética Nuclear de

Hidrogénio (RMN-H") e Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC).

v Os espectros no infravermelho da bergenina, B-CD e complexos bergenina:3-CD
1:1 e 1:2 foram registrados a temperatura ambiente, na regido espectral entre 4000
e 500 cm™ no IR Prestige-21, Fourier Transform Spectrometer (Shimadzu, Kyoto,
Japan). As amostras foram preparadas como pequenas pastilhas através da mistura
de cada uma delas com KBr (1:100) em um almofariz de &gata. Estas foram

pressionadas a vacuo, sendo o disco de KBr usado como suporte.

v Para a andlise de Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN-H') da
bergenina, B-CD e complexos bergenina:3-CD 1:1 e 1:2, obtidos por co-evaporacgéao,
prepararam-se solugdes em D,0. Os espectros foram registrados em espectrometro

Bruker Avance 400, operando a frequéncia de 400 MHz, em temperatura ambiente.

v As andlises de DSC foram realizadas para a bergenina, a B-CD e para os
complexos bergenina:-CD 1:1 e 1:2 em um calorimetro DSC-60 (variacdo de 25 —
500 °C) (Shimadzu, Kyoto, Japan). A escala de temperatura foi calibrada utilizando
p6é de a-alumina. As amostras (~ 8,0 mg) foram colocadas em recipientes de
aluminio padronizados e as medi¢cfes foram realizadas a uma taxa de aquecimento
de 5 °C min *, de 25 a 400 °C, numa atmosfera dinamica de nitrogénio (taxa de fluxo
Y4 20 mL/min).

4.4 Estudos Tedricos para Bergenina e para o Complexo Bergenina:B-CD

Estudos tedricos, através de simulagcdes computacionais, tém sido utilizados
como ferramenta para determinar as energias de ligacdo e estruturas de equilibrio
de moléculas héspedes em ciclodextrinas. Geralmente, tais estudos encontram-se
associados com técnicas experimentais, especialmente a espectrometria de RMN
(HOLT, 2010).
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O estudo tedrico foi desenvolvido empregando-se o método semiempirico
PM6 (STEWART, 2007), determinacdo de parametros energéticos relativos e
determinacdo de mapas de densidade de spin. Para o calculo da coordenada
intrinseca de reacao foi usado o método semiempirico AM1 (DEWAR; THIEL, 1977).
As espécies moleculares foram tratadas como neutras e com multiplicidade de spin
simpleto (espécies ndo radicalares) ou dupleto (quando a andlise envolvia
diretamente uma espécie radicalar). Todo estudo teorico foi desenvolvido usando o
pacote Gaussian 09 (FRISCH et al., 2009).

Os estudos teoricos foram realizados em colaboragdo com o Dr. Davi
Alexsandro Cardoso Ferreira e pela doutoranda Sara Figueirédo de Alcantara Morais

da Universidade de Brasilia — DF.

4.5 Monitoramento da Inibicdo da Lipoperoxidacdo pela Bergenina e
Complexo Bergenina:B-CD

O monitoramento da inibicdo da lipoperoxidacdo por métodos fluorimétricos
baseia-se na perda do sinal de fluorescéncia emitida por uma sonda ancorada a um
lipossomo, como resultado da sua interacdo com espécies reativas, bem como na

retencao do sinal na presenca de antioxidantes (Figura 19) (NAGUIB, 1998).

Figura 19 — Sonda fluorescente Cl1-Bodipy ancorada a um lipossoma. Reacgdo de
geracao de radicais durante o0 ensaio de peroxidacao lipidica.
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Fonte: FERREIRA, 2013.
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As vesiculas unilamelares de fosfatidilcolina de soja (1 mmol L™) foram
preparadas por extrusdo (100 nm de diametro do poro da membrana, a 25 °C) em
10 mL de tamp&o fosfato (50 mmol L™, pH 7,4) com a incorporacdo adicional de
0,1 mmol L™ de sonda fluorescente C11 BODIPY 839! como descrito por Oliveira e
cols (2009).

As mensuracdes de fluorescéncia foram realizadas a 37 °C, usando um
espectrofluorimetro RF-5301 PC (Shimadzu, Jap&do). Em uma cubeta de quartzo
com capacidade para 1 mL, foram misturadas sob agitacdo com barra magnética, as
aliquotas da suspensdo da vesicula unilamelar, do tampéao fosfato, e da amostra
(100 pmol L™ bergenina ou complexos bergenina:B-CD 1:1 e 1:2) ou Trolox como
controle positivo. Solugdo aquosa de B-CD e solucdo tampéao foram utilizadas como
controle negativo. A reacéo foi iniciada com a adicdo de 100 pL de 2,2’-azobis(2-
metilpropionamida) di-hidrocloreto (AAPH, 100 pmol L™) que sofre termélise a 37 °C.
O decaimento da fluorescéncia (Aexcitagdo = 580 nm, iemissdao = 600 nm) foi

monitorado continuamente durante 30 min e 0s ensaios realizados em triplicata.
4.6 Ensaio de Viabilidade Celular

O efeito citotoxico da bergenina, B-CD e complexos bergenina:3-CD nas
propor¢des 1:1 e 1:2 foi investigado frente a linhagem de macroéfagos (J774) através
do ensaio do MTT (brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazodlio),
conforme descrito por Mosmann (1983). Este estudo foi realizado em colaboracéao
com o Prof. Emiliano de Oliveira Barreto e a doutoranda Jamille Nunes de Souza
Ferro do Laboratorio de Biologia Celular da Universidade Federal de Alagoas.

O ensaio consiste em uma analise colorimétrica baseada na converséo do sal
MTT para formazana (Figura 20), pela atividade da enzima succinil desidrogenase
presente na mitocondria de células viaveis. Desta maneira, a quantidade de
formazana é diretamente proporcional ao nimero de células viaveis.

Para o estudo, macréfagos foram, inicialmente, distribuidos em placas de 96
pocos (1,5 x 10° células/poco) e incubados overnight a 37 °C. Em seguida, as
células aderentes foram tratadas com bergenina, 3-CD e complexos bergenina:3-CD
nas proporcées 1:1 e 1:2 em diferentes concentragées (1, 10, 25, 50 ou 100 pg mL™
ou em meio de cultura (RPMI-1640 suplementado com 10% de soro bovino fetal), e
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foram posteriormente cultivados durante 24 h a 37 °C. Em seguida, o meio foi
substituido por novo meio RPMI contendo 5 mg mL™ de MTT. Apés 4 h de
incubacdo a 37 °C, o sobrenadante foi removido e 150 pL de dimetilsufoxido foi
adicionada em cada poc¢o. Apds 15 minutos de incubagdo a temperatura ambiente, a
absorvéncia do produto formazana foi medida espectrofotometricamente a 540 nm
em Thermoplate TP-reader. Quatro cavidades individuais foram avaliadas por
tratamento e a atividade de reducéo do MTT foi determinada como percentagem de
células controle ([absorvéncia de células tratadas/absorvéncia de células néo
tratadas] x 100).

Figura 20 — Conversao do MTT para formazana pela succinil desidrogenase.

MTT Formazan

Fonte: Adaptado de Mosmann, 1983.

4.7 Interagdo com DNA

4.7.1 Estudos de Interacdo com ssDNA via Eletroquimica

Para o preparo da solucdo de ssDNA, foram pesados 3 mg de dsDNA que
foram desnaturados pela adicdo de 1 mL de &cido cloridrico (1 mol L) e
aguecimento durante 1 h a 100 °C até solubilizacdo. Em seguida, adicionou-se 1 mL
de solucdo de NaOH (1 mol L™), para neutralizacdo do meio, completando-se o
volume para 10 mL com tampé&o acetato, pH 4,5.

Para avaliacdo da interacdo das substancias com ssDNA, inicialmente
realizou-se uma varredura anddica de potencial (+0,2 a +1,5 V) em VPD com

amplitude de 0,05 V e velocidade de 5 mV s™ da solugcdo de ssDNA para conhecer o
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perfil voltamétrico da solucdo de ssDNA, onde verificou-se a presenca de dois picos
de alta intensidade de corrente referentes a oxidacdo de residuos das bases
guanina e adenina. Devido a forte adsorcdo na superficie do eletrodo de carbono
vitreo apdés a oxidacdo das bases puricas, foi necessario realizar o polimento
adequado do eletrodo ap6s cada verredura.

A influéncia de diferentes concentracées do analito (10, 50 e 100 umol L™) na
solucdo de ssDNA foi observada a partir de possiveis alteracbes nas correntes de
pico e nos potenciais de oxidacao das bases guanina e adenina. Para isso, solu¢des
estoque de bergenina, B-CD e complexo bergenina:3-CD nas proporcoes 1:1 e 1:2
foram preparadas a partir da dissolucdo da massa do analito equivalente a
1 mmol L, em etanol. Em seguida, as solugdes trabalho foram preparadas a partir
de aliguotas da solugcdo estoque, resultando em uma solugdo com 10% v/v de

etanol, na cela eletroquimica.
4.7.2 Estudos em biossensor de dsDNA

Os estudos em biossensor de dsDNA requerem quatro etapas: preparo do gel
de dsDNA, condicionamento e modificacdo do eletrodo e, por fim, analise da
interacdo do analito com o dsDNA. Para o preparo do gel de dsDNA pesou-se 12
mg de DNA em eppendorf e, em seguida, adicionou-se 1 mL de tampéao acetato (pH
4,5). Para completa formacao do gel, este foi submetido a refrigeracdo por 24 h, ja
que o uso do ultrassom pode comprometer a integridade da fita dupla do DNA.

Para a etapa de condicionamento, a superficie do eletrodo de carbono vitreo
foi previamente limpa, conforme descrito no item 4.2.1. Apos a limpeza, o eletrodo foi
submetido ao condicionamento através da técnica de VPD a partir de 5 ciclos,
varrendo-se na faixa de 0 a +1,5 V a 5 mV s com amplitude de 0,05 V, em tamp&o
acetato pH 4,5, conforme recomendacao da literatura (OLIVEIRA-BRETT et al.,
2002). Os ciclos sucessivos foram necessarios para obter organizacdo da dupla
camada elétrica e, consequente estabilizacdo da superficie eletrodica. Dessa forma,
essa superficie encontra-se polarizada positivamente, favorecendo a ocorréncia de
interacdes eletrostaticas com os grupamentos fosfato do DNA.

Apoés condicionamento, 10 uL do gel de dsDNA foram adicionados na
superficie do eletrodo de carbono vitreo que, posteriormente, foi seco em atmosfera

de gas inerte (Argdnio). Em seguida, realizou-se uma varredura numa solucao
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etandlica tamponada 10% (v/v) a fim de se obter o branco. Para andlise da interacao
das substancias com o dsDNA, preparou-se uma solucédo de trabalho a 100 pmol L™,
obtida a partir de simples diluicdo de solucdo estoque (1 mmol L?) etandlica,
mantendo em cela 10% (v/v). O biossensor de DNA foi mantido em contato com a
solugao trabalho durante 15 minutos e, em seguida a eletrooxidagao foi realizada em
varredura Unica, seguindo as condicdes descritas para a analise do branco.

Quando o dsDNA imobilizado na superficie do eletrodo entra em contato com
substancias que podem alterar sua conformacao, é possivel verificar a exposicao
das bases pduricas, a partir de alteracdes no perfil voltamétrico, com aumento ou
surgimento de picos. Quando a interacdo com o dsDNA é inexistente, ndo ha
evidéncia dos picos de oxidacdo das bases, o que indica conservacdo da

conformagcao original do DNA.

4.7.3 Estudo da Interacdo da Bergenina e do Complexo Bergenina:3-CD com DNA

por Espectroscopia UV-Vis

As solucbes-estoque (1 mmol L?*) da bergenina, B-CD e complexo
bergenina:3-CD nas proporcdes 1:1 e 1:2 foram preparadas por dissolu¢do do p6é em
etanol. A partir desta solucdo, uma série de diluicGes foi realizada a fim de se obter
concentracdes variaveis do ligante (0,8 — 6,4 ymol L™).

A solucao estoque de dsDNA de timo de vitelo foi preparada pela dissolucéo
de 12 mg de dsDNA em 1 mL de tamp&o acetato (pH 4,5, 0,2 mol L™) e mantida sob
refrigeragdo a 8 °C por 24 h. Uma aliquota de 40 pL foi, entdo, dissolvida em 10 mL
de solugéio tampao Tris-HCI (pH 7,4, 0,1 mol L™) e mantida sob refrigeracdo a 8 °C
por 24 h, sendo agitada em intervalos frequentes para garantir a homogeneidade da
solugéo.

A pureza do dsDNA foi verificada pelo monitoramento entre a razado da
absorvéncia obtida a 260 nm e 280 nm. A solucéo estoque de dsDNA originou uma
razdo entre (Az0)/(Azg0) de 1,82, indicando que o DNA se encontrava
suficientemente livre de impurezas de origem protéica (SHAH et al., 2010;
AGARWAL et al., 2013).

A concentracéo final de dsDNA na solucéo foi determinada por medidas da
absorcdo no UV a 260 nm, usando um coeficiente de extingdo molar de e&zeo=

6600 L mol™ cm™ por nucleotideo, através da aplicacdo da lei de Lambert-Beer
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(Ao = &260 | Dt, onde A, € a absorvéncia da solucédo de DNA, | € o caminho Optico e
Dt, a concentracdo de DNA) (OLIVEIRA et al., 2014). A concentracéo obtida de DNA
em solucao foi de 85 pymol L™ para os estudos de interacdo com a bergenina, e de
98 pumol L™ para os estudos de interacdo com a B-CD e o complexo bergenina:B-CD

nas proporcoes 1:1 e 1:2.
4.7.3.1 Medidas de Absorcao no UV-Vis

Todas as medidas foram realizadas em pH 7,4, utilizando tampé&o Tris-HCI.
Os espectros de absorcdo no UV-Vis do DNA e das misturas de solugdes de DNA
com bergenina, B-CD e complexo bergenina:B-CD nas propor¢cdes 1:1 e 1:2 foram
mensurados em temperatura ambiente (25 °C) no espectrofotdmetro Agilent/Hewlett
Packard HP 8453 (Waldbornn, Alemanha) usando uma cubeta de quartzo com
caminho o6ptico de 1,0 cm no intervalo de 190 a 440 nm.

A interacdo da bergenina na forma livre e complexada com B-CD nas
propor¢des 1:1 e 1:2 com dsDNA foi monitorada pelo método de titulacdo por
absor¢cdo no espectro UV-Vis (AGARWAL et al., 2013; OLIVEIRA et al., 2014) em
que a concentracdo de DNA foi mantida fixa (85 ou 98 pmol L™, a depender do
analito) e tratada com diferentes concentracdes do ligante (0,8 — 6,4 pmol L) em
tampao Tris-HCI (pH 7,4, 0,1 mol L™, 10% v/v de etanol).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Para facilitar a compreensdo dos resultados obtidos nos experimentos
envolvendo a bergenina e os derivados nitrobenzilicos em estudo, esta secdo sera
dividida em duas partes: parte | e parte Il. Na parte |, serdo abordados os resultados
e discussado relacionados a bergenina, enquanto na parte Il serdo abordados

agueles referentes aos derivados nitrobenzilicos.
5.1 Partel

Nesta secdo, serdo abordados os resultados dos estudos eletroquimicos
realizados em meio aprético e prético para bergenina. Em seguida, serédo relatados
os resultados envolvendo interagdo com ciclodextrinas por voltametria ciclica (estudo
de transferéncia de fase), bem como o preparo e a caracterizacdo do complexo
bergenina:-CD nas propor¢coes 1:1 e 1:2. Estudos teéricos, ensaios de
lipoperoxidagéo, interacdo com DNA (via eletroquimica e espectrofotometria UV-Vis)
e ensaios de viabilidade celular (ensaio do MTT) também serdo descritos para
bergenina na forma livre e complexada com B-CD, visando verificar a influéncia

desta interacéao.
5.1.1 Estudos Eletroquimicos
5.1.1.1 Meio Apraético

O estudo voltamétrico da bergenina em meio aprético (DMF/TBABF,
0,1 mol L) apresentou uma Unica onda anddica em torno de Ep, +1,30 V, de
natureza irreversivel (Figura 21a), provavelmente relacionada a oxidagdo de
hidroxilas fendlicas presente em sua estrutura. O deslocamento do potencial de pico
anodico para valores mais positivos em funcédo da velocidade de varredura (Figura
21b e Tabela 14) e a auséncia de onda catddica correspondente corroboram a
natureza irreversivel do sistema. Os gréficos de Ip, versus v e Ip, versus v'?
comprovam que o transporte de massa até a superficie do eletrodo é caracterizado
por um processo difusional (Figura 21c e 21d), ou seja, a movimentacao da espécie

guimica ocorre de modo espontaneo devido ao gradiente de concentracdo. Na
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Figura 21e também € possivel verificar que o potencial de pico anodico (Epa)

apresenta pequena variagao em fungéo do log v.

Figura 21 — (a) VC da bergenina a 0,1 V s™; (b) VC da bergenina em funcéo da
velocidade de varredura; (c) grafico de Ipa vs. v; (d) grafico de Ipa vs. v*%; (e) gréafico
de Epa vs. log v. [Bergenina] = 1,0 mmol L™ em DMF/TBABF4 (0,1 mol L™); eletrodo de

CV.
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Tabela 14 — Parametros eletroquimicos obtidos a partir da VC da bergenina em meio
aprotico. Estudo em funcéo da velocidade de varredura. Epa vs.Ag|AgCI|CI (sat.).

172

v (Vs E (V) Ipa (HA) v log v
0,050 1,297 28,213 0,224 -1,301
0,075 1,318 33,453 0,274 -1,125
0,100 1,323 38,656 0,316 -1,000
0,200 1,349 53,131 0,447 -0,699
0,300 1,371 63,964 0,548 -0,522
0,400 1,385 73,242 0,632 -0,398
0,500 1,393 81,176 0,707 -0,301
0,750 1,420 97,412 0,866 -0,125
1,000 1,433 111,297 1,000 0,000

Fonte: AUTORA, 2015.

As analises voltamétricas da bergenina em meio aproético, através das

técnicas de VPD e VOQ corroboraram os dados de VC, visto que apenas uma onda

anodica foi observada nos voltamogramas de pulso diferencial e onda quadrada, e a

auséncia de pico reverso em VOQ confirma a irreversibilidade do sistema (Figura

22).

Figura 22 — (@) VPD e (b) VOQ da bergenina em meio aprético. [Bergenina] =
1,0 mmol L™ em DMF/TBABF, (0,1 mol L™); eletrodo de CV.
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De acordo com a equacdo a seguir, foi possivel estimar o nimero de elétrons
(n) envolvidos na oxidacdo da bergenina em meio aprético, utilizando a largura de
pico a meia altura (Wi, = 0,111) obtido por VPD, como descrito em Wang (2006),
onde R é a constante dos gases (R = 8,314 J mol™K™), T é a temperatura em Kelvin
(298 K) e F é a constante de Faraday (F = 96485 Cmol™).

Wi, = 3,52 RT
nF

Assim, o numero de elétrons (n) obtido para oxidacdo da bergenina em meio
aprotico foi proximo a um (0,814). Portanto, com base nessa informacao é possivel
sugerir que o mecanismo oxidativo da bergenina em meio aprético envolve a perda
de um elétron e um préton na posicao 5 (menor pKa) com posterior deslocalizagdo
eletrbnica no anel fendlico e geracdo do cation radical em posicéo 4, favorecendo a
reacdo de dimerizacéo do tipo C-C (Figura 23), ou seja, trata-se de um mecanismo
eletroquimico-quimico (EC).

Wang e cols (2005) descreveram sobre a elucidagéo estrutural do derivado
dimérico da bergenina obtido a partir da decomposi¢cdo organica da cultura de
micélio do fungo Pleurotus ostreatus, sendo o processo de biotransformacgéo
justificado pela reacdo do tipo desidro-oxidacdo catalisada por oxidase com
formacéao do bifenil. Assim, 0 mecanismo oxidativo proposto para bergenina em meio
aprético pode ser subsidiado por esta informagédo, entretanto, ndo é suficiente para
confirmar o produto eletrogerado sugerido, sendo necessario o isolamento e

caracterizacao estrutural do produto da eletrolise em meio apraotico.
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Figura 23 — Proposta mecanistica para oxidac&do da bergenina em meio aprético.
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Fonte: AUTORA, 2015.
5.1.1.2 Meio Prético

O comportamento voltamétrico da bergenina em meio prético foi avaliado em
solucao etandlica (10% v/v) tamponada em diferentes valores de pH (acetato pH 4,5,
fosfato pH 7,0 e carbonato pH 10,0) com forca iénica de 0,2 mol L™ com o objetivo
de verificar a influéncia do pH no processo redox da bergenina.

De acordo com a Figura 24, foi possivel constatar que o processo oxidativo da
bergenina sofre influéncia do pH, visto que o perfil voltamétrico obtido em pH 4,5
apresentou uma onda anddica bem definida em Ep, = +0,71 V, diferentemente do
observado em pH 7,0 e 10,0 que apresentaram duas ondas anddicas de baixa
intensidade de corrente em potenciais menos positivos. No entanto, independente

do pH do meio, a natureza do processo manteve-se irreversivel, visto que ndo se
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obteve sua respectiva onda catodica, bem como a diminuicdo da intensidade da
corrente de pico (Ip,) observada com a segunda varredura, sendo esta indicativo da
presenca de um processo adsortivo na superficie do eletrodo de carbono vitreo,

caracteristico de compostos fendlicos.

Figura 24 — Voltamogramas ciclicos da bergenina em diferentes solucdes etanélicas
(10% v/v) tamponadas. (a) Tampé&o acetato, pH 4,5; (b) Tampéo fosfato, pH 7,0;
Tampé&o carbonato, pH 10,0. [Bergenina] = 2,0 mmol L}; eletrodo de CV; v=10,05V s™.
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Fonte: AUTORA, 2015.

Apos verificar a influéncia do pH sobre o perfil voltamétrico da bergenina em
meio protico, a solucdo de tampédo acetato (pH 4,5) foi escolhida para prosseguir
com os estudos de velocidade de varredura e transferéncia de fase na presenca de
ciclodextrinas, visto que a onda anddica obtida durante a oxidacdo da bergenina
apresentou-se bem definida (Figura 25a), o que favorece a analise dos dados dos

ensaios relatados.
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Figura 25 — (a) e (b) Voltamogramas ciclicos da bergenina em func&o da velocidade de
varredura; ((c) gréfico de Ipa vs. v; (d) grafico de Ipa vs. v?; (e) grafico de Epa vs. log

v. [Bergenina] = 2,0 mmolL™ em solucéo etandlica (10%) tamponada, pH 4,5; eletrodo

de CV.
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Fonte: AUTORA, 2015.

No estudo da velocidade de varredura da bergenina em solucdo etandlica
tamponada (pH 4,5) (Figura 25, Tabela 15) foi possivel verificar a presenca de
apenas uma onda anddica bem definida, de natureza irreversivel, conforme descrito

para andlise voltamétrica na velocidade de 0,05 V s™ (Figura 25a). O deslocamento
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de Ep, para valores mais positivos com o aumento da velocidade de varredura
(Figura 25a e b, Tabela 14) e a auséncia de onda catddica correspondente,
independente da variacdo da velocidade (0,01 V s* a 1 V s, corroboram a
irreversibilidade do sistema.

Os graficos de Ip, versus v e Ip, versus v*?

(Figuar 25c e d) mostram que o
transporte de massa até a superficie do eletrodo é caracterizado por um processo
misto, havendo competicdo entre o processo difusional e o adsortivo, pois até a
velocidade de 0,5 V s™ o sistema apresenta-se com tendéncia linear, caracteristico
de processo difusional, enquanto com o aumento da velocidade de varredura (a
partir de 0,6 V s™), abservou-se a perda de linearidade nos gréficos, indicativo de
processo adsortivo. Na Figura 25e também é possivel verificar que o potencial de

pico anddico (Epa) apresenta pequena variagéo em fungéo do log v.

Tabela 15 — Parametros eletroquimicos obtidos a partir da VC da bergenina em
solucdo etandlica (10%) tamponada, pH 4,5. Estudo em funcdo da velocidade de
varredura. Epa vs. Ag|AgCI|CI" (sat.).

v(VsY) E (V) Ipa (UA) v log v
0,010 0,718 3,202 0,100 -2,000
0,020 0,718 5,191 0,141 -1,699
0,035 0,718 6,161 0,187 -1,456
0,050 0,713 7,897 0,224 -1,301
0,075 0,713 11,087 0,274 -1,125
0,100 0,718 11,459 0,316 -1,000
0,200 0,727 17,428 0,447 -0,699
0,300 0,731 23,886 0,548 -0,522
0,400 0,722 28,152 0,632 -0,398
0,500 0,731 35,394 0,707 -0,301
0,750 0,731 38,975 0,866 -0,125
1,000 0,731 51,361 1,000 0,000

Fonte: AUTORA, 2015.

As técnicas de VPD e VOQ também foram aplicadas para a bergenina em
solucao etandlica (10% v/v) tamponada (pH 4,5), a fim de confirmar a presenca de
uma Unica onda anddica, conforme observado na Figura 26, e a irreversibilidade do

sistema devido a auséncia de pico reverso no voltamograma de onda quadrada.
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Figura 26 — Voltamogramas de pulso diferencial (a) e de onda quadrada (b) da
bergenina em meio prético. [Bergenina] = 2,0 mmolL™ em solucdo etandlica (10%)
tamponada, pH 4,5; eletrodo de CV.
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Fonte: AUTORA, 2015.

5.1.1.2.1 Eletrolise em potencial controlado

Com o objetivo de elucidar o mecanismo de oxidagdo eletroquimica da
bergenina e identificar o produto eletrogerado, eletrélises em potencial controlado
foram realizadas em solucéo etandlica (10% v/v) tamponada (pH 4,5) e a conducéao
da reacdo acompanhada por VC e espectroscopia no UV-Vis.

A eletrélise em potencial controlado da bergenina (0,025 g - 1,9 mmol L™) foi
realizada em E,, +0,90 V, registrando-se o numero de coulombs envolvidos, o valor
da corrente residual e o tempo do processo. A reacdo ocorreu envolvendo um
consumo de 2 elétrons/mol, de acordo com os calculos realizados a partir da
equacao de Faraday, no tempo total de 3 horas (Figura 27a). No final da eletrélise foi
observada a mudanca de coloracdo da solucdo, que passou de incolor a marrom
claro.

Com o acompanhamento da eletrdlise por voltametria ciclica (Figura 27b) foi
possivel observar um leve deslocamento de potencial para valores menos positivos
e um decaimento da corrente de pico (Ip,) basicamente a metade quando a carga
(Q) foi relativa a 1 elétron. Entretanto, a corrente de pico para carga correspondente
a 2 elétrons decai completamente, indicando que toda bergenina foi oxidada.

O espectro no UV-Vis obtido para bergenina em tampao acetato, pH 4,5,
apresentou trés bandas de absorcdo (Figura 27c) correspondentes as transi¢cdes

eletrbnicas T—1* do anel aromatico substituido presente em sua estrutura. Ja os
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espectros no UV-Vis (Figura 27c, Tabela 16) obtidos durante a eletrélise revelaram
um decréscimo gradativo das bandas de absor¢cdo em 213 (banda 1), 271 (banda II)
e 314 nm (banda lll) (efeito hipocrémico) até quase completo desaparecimento,
sendo observado deslocamento hipsocromico para banda | e deslocamento
batocrémico para as bandas Il e lll.

Entretanto, conforme descrito no item 4.2.3.1, a extracdo do produto da
eletrdlise ndo teve sucesso, impedindo seu isolamento e, consequentemente, sua
identificacdo através dos métodos de caracterizacdo fisico-quimica, como
infravermelho e RMN-H. Assim, esta etapa foi considerada limitante para validar o

mecanismo oxidativo proposto para bergenina em meio protico (pH 4,5) (Figura 28).

Figura 27 - (a) Eletrolise da bergenina com E,, = +0,90 V; (b) Voltamogramas ciclicos
antes e apds eletrélise, v=0,10 V s*; eletrodo de CV; (c) Espectro no UV-Vis durante a
eletrdlise.
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Fonte: AUTORA, 2015.
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Tabela 16 — Bandas de absorc¢do no UV-Vis observadas para bergenina e seu produto
de eletrélise em meio prético (tampéao acetato, pH 4,5).

Condicéo Bandal Banda ll Banda lll
Antes da eletrdlise 213 211 205
Qlle 271 272 278
Ql2e 314 317 319

Fonte: AUTORA, 2015.

Com base nos valores de pKa descritos por Zhou e cols (2008) para as
hidroxilas fendlicas da bergenina nas posicdes 5 e 7, respectivamente, 5,46 e 5,74, e
no numero de elétrons obtidos por eletrdlise (dois elétrons) em meio prético, foi
possivel sugerir o produto de oxidacdo da bergenina, conforme mostrado na Figura
28. Contudo, os espectros obtidos no UV-Vis ndo apresentaram bandas de absorcéo
referente ao sistema de duplas conjugadas, indicando, provavelmente, instabilidade

do produto eletrogerado.

Figura 28 - Provavel mecanismo de oxidagcdo da bergenina em meio prético, tampdao
acetato, pH 4,5.

Fonte: AUTORA, 2015.

Diferentes sensores tém sido descritos na literatura para quantificacdo de
bergenina em formulagdes farmacéuticas e fluidos biolégicos. Chen e cols (2007)
realizaram o estudo eletroquimico da bergenina utilizando um eletrodo de carbono
vitreo modificado com poli-4-(2-piridilazo)-resorcinol, obtido por eletropolimerizacéo,

e sua determinacdo em comprimidos e urina através de VPD. Os estudos foram
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realizados em tampéao fosfato (pH 6,0) e o mecanismo proposto para bergenina
envolveu a perda de 2 elétrons e 2 prétons, corroborando os dados da eletrélise
obtidos no presente trabalho. Li e cols (2013) propuseram um sensor eletroquimico
para deteccdo de bergenina em comprimidos utilizando um eletrodo de carbono
vitreo modificado com grafeno e poli-(L-lisina) através de voltametria de pulso linear.
O mecanismo eletro-oxidativo proposto para bergenina confirma o anterior.

Ja Zhuang e cols (2008) aplicaram as técnicas de VC e VPD para verificar as
propriedades eletrocataliticas da bergenina em eletrodo de pasta de carbono
modificado com nanotubos de carbono de paredes mdultiplas (MWCNT), e realizar
sua determinacdo em comprimidos. Tais estudos demonstraram uma corrente
maxima em pH 7,0 e que a adicdo de MWCNT na superficie do eletrodo de pasta de
carbono resulta no aumento da intensidade de corrente de pico anddico da
bergenina, sendo 0 mecanismo oxidativo proposto envolvendo 1 elétron e 1 préton.

Desta forma, vale ressaltar a importancia do isolamento do produto de
oxidacdo eletroquimica da bergenina obtido por eletrélise, visando correlaciona-lo
com estudos que envolvem atividade biolégica e seu metabolismo in vitro e in vivo,
ja que se trata de um composto fendlico que apresenta diversas propriedades
terapéuticas (BAJRACHARYA, 2015). Portanto, o mecanismo oxidativo da
bergenina pode constituir uma referéncia para sua acao farmacoldgica em estudos
clinicos.

Embora a bergenina seja utilizada na medicina chinesa para o tratamento e
prevencdo de doencas por décadas, nenhum produto do metabolismo da bergenina
havia sido descrito até 2012. Apenas estudos cinéticos haviam sido reportados na
literatura.

A deteccao da bergenina em plasma (SHI et al., 2006; QIN et al., 2007), urina,
fezes e tecidos de ratos (SHI et al., 2009) foi realizada pelo método de cromatografia
liguida de alta eficiéncia (CLAE) em fase reversa. Os parametros farmacocinéticos
obtidos nestes estudos indicaram que a bergenina apresentou uma ampla
distribuicdo e baixas velocidades de eliminagcdo em ratos, apdés administracao
intravenosa. Wang e cols (2009) realizaram a determinacéo da bergenina em plasma
humano apd6s administracdo oral através do método de CLAE acoplada a
espectroscopia de massa (CLAE-EM/EM), sendo os dados farmacocinéticos

descritos pela primeira vez em humanos.
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Como o estudo do metabolismo da bergenina pode proporcionar uma Visao
para novas terapias clinicas e desenvolvimento de novos farmacos, Song e cols
(2013) propuseram o perfil metabolito da bergenina em fluidos corporais e fezes de
ratos através da cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria
de massa com analisador quadrupolo por tempo de v6o (CLAE/Q-TOF-EM/EM) ap6s
administracdo intragastrica (gavagem) de dose Unica de 250 mg/kg. Os resultados
apontaram que as principais vias metabolicas da bergenina em ratos podem ser
glicuronidacado, sulfatacdo, hidrélise e metilconjugacdo, com formacdo de trés
metabdlitos majoritarios (Figura 29) que tiveram suas estruturas confirmadas por
EM-EM. Posteriormente, este mesmo grupo identificou e caracterizou a UDP-
glicuronosiltransferase humana UGT1A1 como a isoforma responsavel pela
glicuronidacao da bergenina em fragdes microssomais de figado humano (SONG et
al., 2014).

Figura 29 — Vias metabdlicas in vivo propostas para bergenina em ratos.

glu

H;CO H;CO

HO HO

Fonte: Adaptado de Song et al., 2013.
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Como reacdes de oxidacao, reducdo e hidrélise acontecem no metabolismo
de fase I, ndo € possivel determinar uma correlacao direta entre o produto da eletro-
oxidacdo da bergenina sugerido (Figura 28) e o produto do metabolismo da
bergenina proposto pela literatura (Figura 29). E importante ressaltar que o0s
processos metabdlicos sdo complexos, representados, por exemplo, pela atividade
de diferentes enzimas que catalisam rea¢cdes especificas. Neste contexto, é salutar
afirmar que reacfes de glicuronidacdo catalisada por UDP-glicuronosiltransferases
sdo responsaveis por mais de 35% de todo metabolismo de fase Il de farmacos
(SONG et al., 2014), sendo os produtos mais polares que os farmacos originais,

sendo excretados mais rapidamente no liquido biliar e urina.

5.1.2 Estudos de Interacdo com Ciclodextrinas

5.1.2.1 Estudo de Trasferéncia de Fase por Voltametria Ciclica

Devido a baixa solubilidade da bergenina em meio aquoso, estudos de
interacdo com ciclodextrinas foram realizados em tampdo acetato (pH 4,5,
0,2 mol L™) através de VC. A Figura 30 mostra o comportamento voltamétrico da
bergenina na presenca de diferentes tipos de CDs (a-CD, B-CD e HP-y-CD) nas
propor¢des 10:1, 1:1 e 1:10 (bergenina:CD). O estudo de transferéncia de fase tem
como objetivo avaliar a influéncia da CD sobre o perfil voltamétrico da bergenina a
partir de alteracBes na corrente de pico (Ip,) e deslocamento de potencial (Epa).

Em meio proético (tampao acetato pH 4,5), a bergenina apresentou potencial
de oxidacdo em torno de +0,75 V vs. Ag|AgCI|CI" e intensidade de corrente em torno
de 14,5 pA nas condi¢cBes experimentais ja descritas. Ao analisar a influéncia da
a-CD no perfil voltamétrico da bergenina (Figura 30a), observaram-se aumento
gradativo na Ip, e deslocamento de potencial para valores menos positivos em
funcdo do aumento da concentragcdo de a-CD, indicando aumento da solubilidade e
maior facilidade de oxidacéao.

Os voltamogramas obtidos para a bergenina na presenga de B-CD (Figura
30b), apresentaram aumento na intensidade de corrente e discreto deslocamento de
Epa para valores mais positivos, sendo o maior aumento de Ip, observado para

proporcao 1:10. Ja na presenca de HP-y-CD (Figura 30c) o perfil voltamétrico da
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bergenina foi semelhante aquele em presenga de a-CD, sendo observado o menor
aumento da intensidade de corrente quando comparado aos demais tipos de CD
estudados, podendo ser justificado pela cavidade interna da HP-y-CD apresentar

maior diametro, o que pode diminuir a interagdo com a bergenina.

Figura 30 — Voltamogramas ciclicos da bergenina (massa equivamente a 0,5 mmol L™)
em tampdo acetato pH 4,5 na presenca de massas equivalente a 0,05 mmol L™,
0,5 mmol L* e 5 mmol L™* de a-CD (a), B-CD (b) e HP-y-CD (c); eletrodo de CV,
v =0,10 Vs™. Insercéo: Ip, vs. [CD].
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Fonte: AUTORA, 2015.

De modo geral, os estudos de transferéncia de fase da bergenina na
presenca de CDs evidenciaram aumento de Ip, associado a um discreto
deslocamento de Ep,, sugerindo interagdo da bergenina com as CDs, com
consequente aumento da solubilidade da bergenina em meio aquoso.

A pequena variacado do Ep, para potenciais mais positivos, ou ndo, também
sugere que os centros redox (hidroxilas fendlicas) da bergenina continuam livres

apos a interagem com a ciclodextrina. Este fato é de suma importancia, ja que a
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bergenina apresenta diversas propriedades terapéuticas, e que o desenvolvimento
de formulacdes farmacéuticas, envolvendo CDs, € uma ferramenta amplamente
utilizada pela industria farmacéutica, pois afeta as propriedades fisico-quimicas da
molécula hospede, aumentando sua solubilidade e taxa de dissolugdo em meio
aquoso e, consequentemente, sua biodisponibilidade (PINHO et al., 2014; POOR et
al., 2015).

Portanto, os resultados obtidos por VC para interacdo da bergenina com os
diferentes tipos de CD contribuiram para escolha do tipo de CD a ser utilizada para
preparar o complexo bergenina:CD. A B-CD foi escolhida dar continuidade aos
estudos, sendo o complexo bergenina:B-CD preparado nas propor¢cdes 1:1 e 1:2
através do método de co-evaporacdo. A opcao pela B-CD baseou-se no maior aumento
de Ip, observado durante o estudo de transferéncia de fase quando comparado com

a lp, obtida para bergenina na forma livre.

5.1.2.2 Caracterizagdo fisico-quimica do complexo bergenina:3-CD

Os complexos bergenina:B-CD obtidos nas proporgbes 1:1 e 1:2 foram
caracterizados com aplicacdo das técnicas de FT-IR, DSC e RMN-H’, visto que
esses estao entre os procedimentos mais realizados para identificacdo da formacéo
de complexos envolvendo CDs (MURA, 2014b).

v FT-IR

Os espectros de FT-IR foram obtidos para bergenina, B-CD e complexos
bergenina:3-CD nas propor¢cdes 1:1 e 1:2 (Figura 31). O espectro da bergenina
apresentou bandas de absorgéo em: 3413 e 3235 cm™ referentes ao estiramento de
O-H (Ar-OH); 2984 cm™ correspondente ao estiramento C-H aromatico, CH, e CHs,
1702 cm™ relacionada ao estiramento C=0, 1615, 1529 e 1460 cm™ referentes ao
estiramento da ligagcdo C=C do anel aromatico; 1358, 1228 cm™ correspondentes a
deformacdo angular das ligagdes C-H, CH,, CHs; 1090 e 1060 cm™ relacionadas ao
estiramento da ligagdo C-O. Os resultados obtidos estdo em conformidade com a
literatura (MAGALHAES et al., 2007; CHEN et al., 2008; KUMAR et al., 2012).
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O espectro de FT-IR obtido para a B-CD mostrou banda de absor¢do em:
3402 cm™ correspondente ao estiramento O-H; 2932 cm™ referente ao estiramento
C-H; 1417 cm™ correspondente & deformacéo angular CH, e 1159, 1083 cm™
relacionada ao estiramento de C-O, conforme descrito na literatura (FERREIRA et
al., 2013).

A interacdo entre a bergenina e a cavidade hidrofébica da B-CD pode ser
sugerida a partir de alteracbes nas bandas de absorcédo obtidas para o complexo
bergenina:3-CD nas proporgbes 1:1 e 1:2. As maiores alteragbes ocorreram na
regido entre 1750 a 750 cm™, visto que algumas bandas do espectro da bergenina
apresentaram sua intensidade alterada (1702, 1615, 1529, 1460, 1358 e 1228 cm™)
quando complexada com B-CD, indicando sua presenca. Outra alteracdo relevante
obtida nos espectros dos complexos, independente da proporgdo, foi o
deslocamento da banda correspondente ao estiramento C-O.

Figura 31 — Espectros FT-IR da bergenina (---), B-CD (---) e do complexo bergenina:f-
CD nas proporcdes 1:1 (---) e 1:2 (---) obtidos por co-evaporacao.
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99

v RMN-H*

O espectro de RMN-H! da bergenina apresentou deslocamentos quimicos
semelhantes aos encontrados na literatura, conforme apresentado na Tabela 17 e
Figura 33a. H4 diferencas em termos dos solventes empregados. O espectro da
bergenina mostrou a presenca de singleto caracteristico de hidrogénio aromatico em
0 7,02 e singleto correspondente ao grupo metoxila em & 3,73, além dos sinais
tipicos do C-glicosideo (6 3,65, 3,45, 3,67, 3,88 e 4,08).

Tabela 17 — Deslocamentos quimicos dos espectros de RMN-H* da bergenina.

16
CH,OH

Posicao oy Experimental &y Literatura Oy Literatura

(D,0, 400 MHz) (DMSO-d6, 400 MHz)" (CD30D, 500 MHz)?

4 7,02 (s) 6,98 (s) 7,09 (s)

9 4,93 (d) 4,98 (d, J=19,4 Hz) 4,94 (d)

11 3,65 (m) 3,57 (ddd, J=9,5, 7,6 e 2,0 Hz) 3,68 (m)

12 3,45 (m) 3,20 (m) 3,43 (dd, J=9,5 e 8,5 Hz)

13 3,67 (dd) 3,65 () 3,81 (dd, J=9,5 e 8,5 Hz)

14 4,08 (dd) 3,99 (dd, J=10,4 € 9,5 H2) 4,07 (dd, J=9,5 e 10 Hz)

15 3,73 (s) 3,77 (s) 3,91 (s)

16 3,88 (sinais 3,85 (dd, J=11,7 e 2,0 Hz, 16a) 4,03 (dd, J=10,7 e 2,5 Hz)
mascarados pelo 3,44 (m, 16b) 3,68 (M)

solvente)

[1] Magalhé&es et al., 2007; [2] Nunomura et al., 2009.

Fonte: AUTORA, 2015.

Conforme descrito na literatura, a aplicacdo de RMN na interpretagcdo da
guimica de CDs é tdo importante que nenhuma outra técnica espectroscopica é
capaz de fornecer a riqueza de informacdes sobre o produto da interacdo de

sistemas supramoleculares. Assim, a variagdo no deslocamento quimico (Ad) dos
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atomos de hidrogénio da CD é a experiéncia mais simples utilizada como indicativo
da complexacédo entre moléculas ligantes e a CD, sendo a varia¢do do deslocamento
guimico dos hidrogénios H3 e H5, localizados no interior de sua cavidade, um dos
parametros utilizados na identificacdo do tipo de interacédo existente, seja inclusao
total (A H3 < H5) ou parcial (Ad H3 > H5) (PESSINE et al., 2012).

Como evidenciado na Figura 32, foi possivel observar que os espectros de
RMN-H* obtidos para o complexo bergenina:B-CD nas proporcées 1:1 e 1:2 ndo
apresentaram deslocamentos quimicos significativos quando comparados entre si.
JA ao comparar os deslocamentos quimicos obtidos para os hidrogénios da
bergenina na forma livre e complexada, constatou-se deslocamento dos sinais
caracteristicos da bergenina em H4 e H14 em & 7,02 e 4,08, para regiao mais
desprotegida, em & 7,20 e 4,20, respectivamente.

Ao comparar a variacdo dos deslocamentos quimicos dos hidrogénios H3 e
H5 da B-CD na forma livre e complexada com bergenina (Tabela 18) nas proporcdes
1:1 e 1:2, observou-se que a Ad H3 < H5, indicando uma possivel inclusdo total da
bergenina na cavidade interna da [(B-CD. Entretanto, para confirmar o tipo de

interacdo, estudos bidimensionais (ROESY) necessitardo ser conduzidos.

Tabela 18 — Deslocamentos quimicos dos hidrogénios H3 e H5 da B-CD e suas
variacoes (Ad = &compiexada — Oiivie) €M presenca de bergenina.

B-CD Bergenina:B-CD (1:1) Bergenina:B-CD (1:2)
: 5 5 AS 5 AS
3 3,84 3,78 -0,06 3,79 -0,05
5 3,71 3,68 -0,03 3,76 -0,05

Fonte: AUTORA, 2015.
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Figura 32 — Espectros de RMN-H* da bergenina (a), B-CD (b) e do complexo bergenina:B-CD nas propor¢des 1:1 (c) e 1:2 (d) obtidos

por co-evaporacdao e solubilizados em D,0.
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Figura 32 — Espectros de RMN-H* da bergenina (a), B-CD (b) e do complexo bergenina:B-CD nas proporcdes 1:1 (c) e 1:2 (d)
obtidos por co-evaporacéo e solubilizados em D,0.
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Figura 32 — Espectros de RMN-H* da bergenina (a), B-CD (b) e do complexo bergenina:B-CD nas proporcdes 1:1 (c) e 1:2 (d)
obtidos por co-evaporacéo e solubilizados em D,0.
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Figura 32 — Espectros de RMN-H' da bergenina (a), B-CD (b) e do complexo bergenina:B-CD nas proporgdes 1:1 (c) e 1:2 (d)

obtidos por co-evaporacéo e solubilizados em D,0.
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v DSC

As curvas térmicas da bergenina, B-CD e complexos bergenina:3-CD nas
propor¢cbes 1:1 e 1:2 sao mostradas na Figura 33. A curva DSC da bergenina
apresentou picos endotérmicos em 130,74 °C, 150,29 °C e outro mais acentuado,
proximo de 237,86 °C, que corresponde ao seu ponto de fusdo. Qin e cols ( 2010)
verificaram a presenca de picos em 143,0 °C, 153,5 °C e 240,7 °C no termograma
da bergenina, sendo este ultimo um pico agudo e correspondente a transicdo da
fase sélida para liquida. Nasser e cols (2009) encontraram o ponto de fusdo da
bergenina a uma temperatura proxima de 235 °C, e Madusolumuo e Okoye (1995)
proxima de 238 °C. A comparacao dos resultados obtidos com os dados da literatura

permitiu estabelecer a formac¢éo do complexo.

Figura 33 — Termogramas de DSC da bergenina, -CD e complexo bergenina:B-CD nas
proporgdes 1:1 e 1:2 obtidos por co-evaporacao.

Bergenina
-CD

96,59 P

347,02
Bergenina:-CD 1:1
324,82
97,43 Bergenina:-CD 1:2
3271
0 100 200 300 400 500

Temperatura (°C)

Fonte: AUTORA, 2015.

No termograma da B-CD verificou-se um sinal endotérmico em torno de

96,59 °C, correspondente a perda de agua por evaporacdo (T < 100 °C). Outros
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sinais agudos endotérmicos foram observados, préoximos a 297,29 °C, que
correspondem ao ponto de fusdo da B-CD, seguido dos efeitos endo-exo que séo
relacionados a degradacdo térmica em 347 °C. Estes resultados estdo de acordo
com os dados da literatura (FERREIRA et al., 2013).

A curva DSC do complexo bergenina:3-CD 1:1 mostrou superposi¢cdo das
curvas individuais de bergenina e B-CD. O pico endotérmico de fusdo da bergenina
guase desapareceu, no entanto, foi detectado um pequeno pico endotérmico em
265,9 °C, o que confirmou a presenca da bergenina no complexo. Ja o pico
correspondente ao ponto de fusao da B-CD diminuiu de 297,29 °C para 281,39 °C.

Para o termograma que representa o complexo bergenina:3-CD 1:2,
observou-se deslocamento de picos, mas os sinais da B-CD prevalecem, em
comparacdo com o complexo bergenina:3-CD na propor¢cdo 1:1, possivelmente
devido a sua maior propor¢cdo. O sinal endotérmico da p-CD que corresponde a
perda de agua por evaporacao sofreu um deslocamento de 96,59 °C para 97,43 °C.
O sinal equivalente ao ponto de fusdo da (B-CD se deslocou de 297,29 °C para
302,73 °C, adquirindo um perfil mais agudo, semelhante ao da bergenina. Observou-
se também um deslocamento do pico equivalente aos efeitos endo-exo relacionados
a degradacdo térmica para 327,13 °C, sofrendo uma diminuicdo de
aproximadamente 20 °C.

Com base nos dados de caracterizacdo supracitados, foi possivel verificar a
interacdo da bergenina com a cavidade da B-CD em diferentes propor¢des de 3-CD
(1:1 e 1:2). Portanto, a seguir estdo dispostos os resultados obtidos em estudos
tedricos que podem contribuir para justificar o mecanismo oxidativo proposto para
bergenina e sua interagdo com [B-CD. Também serdo reportados ensaios de
lipoperoxidagéo, viabilidade celular (MTT) e estudos envolvendo DNA através do
sensor eletroquimico e espectroscopia UV-Vis, visando avaliar a acdo da bergenina

livre e complexada com 3-CD nas proporgdes 1:1 e 1:2.

5.1.2.3 Estudos Teoricos

Apesar das CDs apresentarem ampla aplicabilidade e serem estudadas em
diferentes areas, a caracterizacdo dos complexos formados constitui ainda uma
etapa limitante. A fraca interacdo entre hospede e hospedeiro representa uma

caracteristica intrinseca do sistema molecular, a qual dificulta a utilizacdo de
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algumas técnicas analiticas aplicadas a solugcdo. Nesse contexto, a quimica
computacional vem contribuindo de forma significativa para a determinacdo da
interacdo entre a molécula ligante e ciclodextrinas (BRITTO et al., 2004). Desta
forma, estudos tedricos baseados no fundamento da quimica quéantica tém sido
utilizados como uma poderosa ferramenta de predicdo das energias de ligacdo e
estruturas de equilibrio para os complexos de inclusdo (FILIPPA et al., 2008;
COSCARELLO et al., 2009; SOUSA et al., 2008).

Desta forma, estudos tedricos foram conduzidos a fim de determinar
parametros energéticos e mapas de densidade de spin da bergenina e do complexo
bergenina:3-CD através do programa Gaussian 09. Partindo das geometrias
optimizadas e com o auxilio dos mapas de densidade de spin obtidos para a
bergenina na forma cationica (BCat), bergenina radical em funcdo da hidroxila ligada
ao C5 (BR5), bergenina radical em funcédo da hidroxila ligada ao C7 (BR7), BR5
complexada com B-CD (BR5-B-CD) e BR7 complexada com [B-CD (BR7-B-CD)
(Tabela 19), foi possivel obter informacdes que corroboraram com 0 mecanismo de
oxidacao da bergenina e sua interagcdo com (3-CD.

Conforme mostrado na Figura 34, observa-se que as regides com coloragéo
azul indicam onde ha maior probabilidade de se encontrar elétrons
desemparelhados, ao passo que valores positivos de densidade de spin (Tabela 19)
indicam a presenca de elétrons desemparelhados e, portanto, quando ha maior
equidistribuicdo da densidade de spin, mais estavel sera o sistema. Também
pode-se observar que para a bergenina na forma cationica (Bcat) a densidade de
spin esté distribuida entre os atomos C5, C6 e C7, mostrando que o grupo H* podera
ser retirado preferencialmente das hidroxilas ligadas ao C5 e C7 para levar a
formacéao da bergenina radical 5 (BR5) ou bergenina radical (BR7), respectivamente.

Na analise termodinamica entre os sistemas BR5 e BR7, observa-se que a
bergenina radical 5 (BR5) é mais estavel, com energia 5,07 kcal mol™ inferior a BR7,
sendo essa estabilidade explicada por sua estrutura eletrénica. Através da Figura
34b e 34c e da Tabela 19, notou-se que embora as densidades de spin tenham se
tornado mais localizadas no C4, C6 e C8, para ambos os radicais formados, ha uma
distribuicdo mais homogénea dessa densidade de spin na espécie BR5, formada a
partir da hidroxila ligada ao C5, o que justifica sua maior estabilidade termodinamica.
Além disso, a presenca de um atomo de oxigénio etéreo em posicao para relativa a

hidroxila ligada ao C7 torna mais dificil a saida de H* da hidroxila nessa posi¢éo para
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formacdo da espécie BR7 e ainda confere uma estabilizacdo ao radical formado a

partir da hidroxila ligada ao C5, devido a deslocalizacdo de densidade eletrénica,

provavelmente devido a ligacao de hidrogénio intermolecular.

Tabela 19 — Valores de densidade de spin da bergenina radical antes e depois da
complexacdo com a ciclodextrina.

POSICAO
c2
C3
C4
C5
C6
c7
cs8
02
05
06
07

BCat BR5 BR7
-0,022362 0,020793 0,025338
0,294800 -0,300132 -0,372327
-0,270164 0,386205 0,460775
0,220555 -0,110617 -0,377223
0,217239 0,536596 0,525435
0,204874 -0,321914 -0,120668
-0,282983 0,423193 0,508247
0,023473 -0,024232 -0,027145
0,121876 0,221073 -0,054062
0,383495 0,246233 0,228070
0,141292 -0,049611 0,231847

BR5-B-CD
0,016160
-0,263904
0,341658
-0,095646
0,534550
-0,259544
0,334702
-0,017519
0,233045
0,256608
-0,056599

BR7-B-CD
0,023103
-0,358824
0,417164
-0,355732
0,546617
-0,116772
0,505445
-0,024176
0,233200
0,222471
-0,064980

Fonte: AUTORA, 2015.
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Figura 34 — Densidade de spin e estrutura das espécies (a)/(d) BCat, (b)/(e) BR5 e (c)/(f)
BR7.

(@) (b)

Fonte: AUTORA, 2015.

Apds a determinacdo dos mapas de densidade de spin, que conduziu ao
radical teoricamente mais estavel, o BR5, determinaram-se os mapas de densidade
de spin para o complexo formado pela bergenina (ja na forma radicalar) dentro da
cavidade da B-CD (Figura 35). Como as espécies oxidadas ja haviam sido
observadas fora do ambiente de cavidade oferecido pela B-CD, a oxidagédo sobre a
hidroxila em C5 é realmente favorecida devido & maior equidistribuicdo da densidade
de spin neste radical. Esse resultado corrobora os dados experimentais que

mostram que o radical é formado a partir da hidroxila ligada ao C5.
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Figura 35 — Densidade de spin do complexo (a) Bcat-B-CD, (b) BR5-8-CD e (c) BR7-B-
CD.

(b)

Fonte: AUTORA, 2015.

Os estudos realizados também apontaram que para que 0 processo de
oxidagdo ocorra, necessariamente, a bergenina precisa sair da cavidade da
ciclodextrina, conforme observado na coordenada de reacgao (Figura 36). O primeiro
passo é naturalmente mais estavel por se tratar de um complexo do tipo bergenina-
B-CD que, além de ainda ndo se encontrar na forma radical, € estabilizado por
ligacdes de hidrogénio. Como se pode observar na coordenada de reacao (Figura
36), a saida da bergenina justifica a oxidacdo das hidroxilas ligadas aos C5 e C7,

sendo a posicdo 5 mais favorecida cinética e termodinamicamente. Observa-se
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ainda que apos oxidagdao, a bergenina é estabilizada ao entrar na cavidade da B-CD,
0 que explica a maior atividade antioxidante desse sistema (BR5-p-CD).
Portanto, a bergenina sai da cavidade da B-CD, sofre a oxidac&o, se torna
mais instavel e entdo retorna para a B-CD para ser estabilizada, fazendo com que a
atividade antioxidante do sistema aumente, pois ha estabilizacdo da bergenina
radical apés a reacdo de oxidacdo. Desta forma, a possibilidade de saida da
cavidade da B-CD para sofrer oxidacao reflete grande importancia em sistemas de

drugs delivery e, consequentemente, em seu perfil biolégico de acéo.

Figura 36 — Coordenada de reacédo da oxidacdo da bergenina a bergenina radical e sua

complexagao com -CD.
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Fonte: AUTORA, 2015.

Através da coordenada intrinseca de reacgéo (Figura 37), usando a 4gua como
solvente explicito para captura do H* da espécie BCat das hidroxilas ligadas ao C5 e
ao C7 para formacdo das espécies BR5 ou BR7, respectivamente, foi possivel

observar o favorecimento da formacido do radical a partir da retirada de H* da

hidroxila ligada ao C5.



112

Figura 37 — Coordenada intrinseca de reacdo da formacdo da bergenina radical
usando a agua como solvente explicito.
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Fonte: AUTORA, 2015.

Conforme descrito na literatura, estudos termodinamicos e de modelagem
molecular para complexos entre compostos fendélicos, como acido caféico e o acido
clorogénico, e B-CD, contribuiram para comprovar que a interagdo entre 0os atomos
gue formam o complexo é energeticamente favoravel, sendo Util para caracterizacédo
do mecanismo molecular da complexacdo (GORNAS et al., 2009). Nuchuchua e cols
(2009) também descreveram sobre estudos tedricos que permitiram prever e explicar
a formacdo do complexo e a orientacdo do eugenol na cavidade de diferentes tipos
de CDs, sendo a porcao aromatica do eugenol incorporada parciamente a cavidade
hidrofébica da a-CD, enquanto que para a B-CD e HP-B-CD, a por¢cdo aromatica
pode translocar completamente dentro da cavidade, sendo a estabilidade dos
complexos regida por ligacéo de hidrogénio intermolecular.

Estudos computacionais também foram descritos na literatura para verificar a
formacéo de derivados radicalares formados a partir da bergenina utilizando "H, "OH,
‘CHj3, e 'CCl3; como radicais inicializadores. Os calculos te6ricos mostraram que o
ataque de radicais € favorecida na porcdo aromatica, onde o LUMO (orbital
molecular desocupado de mais baixa energia) esta localizado, sendo o grupo
metoxila (-OCHs) a posi¢cdo mais favoravel para o ataque de radicais. A estabilidade

termodindmica do produto secundéario (R-CHs) formado também foi avaliada,
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contribuindo para justificar a preferéncia do ataque radicalar na posicdo metoxila
guando comparado as hidroxilas fendlicas, concluindo que a porcdo aroméatica €
responsavel pela atividade antioxidante proporcionada pela bergenina (ABREU DE,
et al., 2008).

Os dados obtidos com os estudos tedricos, realizados no presente trabalho,
demonstraram que a oxidac¢&o da bergenina envolve, primeiramente, a saida do H* e
do elétron localizado na hidroxila C5, o que corrobora com o mecanismo eletro-
oxidativo proposto durante os estudos eletroquimicos em meio aprotico e protico.

A interacdo da bergenina com [(B-CD relatada em funcdo dos estudos de
densidade do spin e energias envolvidas na coordenada de reacdo demonstraram
gue a formacdo do cation radical ocorre fora da cavidade hidrofébica da B-CD, sendo
esta caracteristica importante para ser correlacionada com os resultados dos

estudos envolvendo bergenina, livre e complexada com B-CD, frente a inibicdo da

lipoperoxidacao, citotoxicidade e interagdo com DNA, que serdo descritos a seguir.

5.1.2.4 Capacidade antioxidante em sistemas biomiméticos de membrana

O estresse oxidativo em tecidos e membranas estd associado a doencas
como Alzheimer, aterosclerose, diabetes, hepatites e outras. Contudo, compostos
com propriedades antioxidantes s&o utéis no tratamento das mesmas, visto que 0s
danos oxidativos s&o minimizados, conforme descrito no item 2.2.1. Neste contexto,
o efeito protetor de antioxidantes contra a peroxidagdo lipidica tem sido
extensivamente estudado (NIKI, 2012).

A protecdo contra a peroxidacdo lipidica foi avaliada durante 30 minutos
usando um modelo de membrana lipidica (lipossomas unilamelares de lecitina de

soja) com sonda fluorescente Ci;Bodipy®®V/>**

e 0 AAPH como gerador de radical
peroxila. A indugdo da peroxidacgdo lipidica lipossomal foi observada na auséncia de
antioxidantes (controle negativo, tampéo fostato pH 7,4 e -CD) e na presenca do
Trolox (controle positivo), antioxidante com habilidade inibidora da peroxidacéo
lipidica bem conhecida. A B-CD ndo apresentou nenhum carater protetor, por isso
seu perfil foi comparavel ao controle negativo.

De acordo com a Figura 38, os ensaios de peroxidacao lipidica mostraram
gue a bergenina e o complexo bergenina:B-CD nas proporc¢des 1:1 e 1:2 apresentam

efeitos protetores na membrana, porém nao tdo expressivos quanto o Trolox. Abreu
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e cols (2008) relataram sobre a atividade antioxidante da bergenina extraida da
casca de Sacoglottis uchi Huber (Humireaceae) a partir dos ensaios de [-caroteno,

DPPH e sistema de Fenton, corroborando com seu efeito protetor.

Figura 38 - Protecdo contra a peroxidacdo lipidica (%) proporcionada pela bergenina
(#) (100 pmol L) e complexo bergenina:B-CD 1:1 (:) e 1:2 (m) (100 pmol L™). Tampé&o
fosfato pH 7,4 (A) e B-CD (V) (100 pmol L) como controle negativo, e Trolox (¢) como
controle positivo (100 pmol L™).
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Fonte: AUTORA, 2015.

O efeito lipoprotetor da bergenina sobre a oxidacdo de 6leos vegetais foi
descrito por Maduka e Okoye (2002). Eles propuseram que este composto fendlico
inibe a propagacdo da peroxidacao lipidica a partir da reducdo da velocidade de
formacao de produtos intermediérios (hidroperdxido, malondialdeido e malonaldeido)
da peroxidacéo lipidica, responsaveis pela oxidacdo de Oleos vegetais estocados.
Posteriormente, Maduka e cols (2002) relataram a influéncia da bergenina sobre os
efeitos da peroxidacdo lipidica em ratos induzia por 2,4-dinitrofenilhidrazina (2,4-
DNPH). O efeito lipoprotetor da bergenina frente aos danos oxidativos foi avaliado
em funcdo dos niveis de glicose no cérebro, figado e globulos vermelhos, e
demonstraram que a bergenina inibe a deplecdo dos niveis de glicose, observada
para acdo do 2,4-DNPH, sugerindo protecao a peroxidacao lipidica.

De acordo com os dados obtidos, sugere-se que o aumento do efeito protetor

verificado para o complexo bergenina:3-CD na propor¢éo 1:1, em comparagdo com
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a bergenina livre, ocorre devido ao aumento da solubilidade no meio tamponado,
melhorando assim sua capacidade protetora. Resultado semelhante foi observado
para mangiferina (polifenol), que tem seu efeito protetor acentuado quando
encapsulada com 3-CD na mesma propor¢do (FERREIRA et al., 2013). Porém, os
resultados supracitados diferem do relatado na literatura para carotenoides, que
mostrou que a complexacdo do substrato com CD pode diminuir a habilidade
antioxidante (POLYAKOV et al., 2004). Ja a diminuicdo da capacidade protetora do
complexo bergenina:B3-CD na propor¢ao 1:2 pode ser atribuida ao excesso de B-CD
gue pode diminuir a acdo antioxidante da bergenina por impedimento estérico.

5.1.2.5 Ensaio de Viabilidade Celular

O ensaio MTT fornece um screening para a citotoxicidade (MOSMANN,1983),
e, portanto, o presente trabalho avaliou a viabilidade celular através de testes in vitro
da reducdo do MTT, apos tratamento das células de linhagens de macrofagos
(J774) com bergenina, B-CD e complexo bergenina:3-CD nas propor¢des 1:1 e 1:2
em diferentes concentracdes (1, 10, 25, 50 e 100 pg/mL) apds exposicdo de 24h. Foi
utilizado Tween e DMSO a 0,037% a 3% como controle positivo e como controle
negativo, respectivamente.

Para a analise estatistica dos dados obtidos, utilizou-se o programa
GraphPad Prisma 6.0 onde aplicou-se o teste de comparacdo multipla de médias de
Newman-Keuls. Nenhuma diferenca significativa (p < 0,05) foi observada entre as
variaveis nas concentragoes de 1 e 100 pug/mL.

De acordo com a Figura 39, € possivel verificar que as amostras analisadas
ndo apresentaram uma tendéncia Unica de toxicidade em funcdo das diferentes
concentragdes de bergenina livre e complexada. A atividade proliferativa também foi
observada nas concentragcbes de 10 e 50 ug/mL para bergenina, e na concentragao
de 25 pg/mL para o complexo bergenina:3-CD na proporcédo 1:2. LIANG e cols
(2014) verificaram que a bergenina ndo exibiu efeito citotoxico aparente frente a
eritrécitos normais e células HeLa e HepG2 em concentracdes de até 5000 pg mL™.

Diferencas significativas foram encontradas ao comparar as médias entre
duas variaveis nas concentracfes de 10, 25 e 50 pg/mL, conforme mostrado na
Tabela 20, sendo apontadas diferencas fortemente significativas entre as variaveis

na concentracdo de 25 pg mL™, sugerindo que estudos posteriores devam ser
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realizados nesta concentracdo, a fim de avaliar a atividade citotdxica da bergenina

livre e complexada com B-CD em func¢éo da variacdo do tempo de exposicao.

Figura 39 — Efeito da bergenina, 3-CD e complexo bergenina:B-CD nas proporc¢des 1:1
e 1:2 na viabilidade de linhagem de macréfagos J774 usando o ensaio MTT. Os dados
foram expressos como % de células viaveis comparados ao grupo de células viaveis e
mostrados como média + desvio-padrédo. Os valores do controle de viabilidade estdo
representados pela linha pontilhada.
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Fonte: AUTORA, 2015.

Tabela 20 — Diferenga significativa obtida entre as médias das variaveis 1 e 2 (p<0,05).

Concentragao (g mL™) Variavel 1 Variavel 2 Diferenca significativa

Bergenina B-CD **

10 Bergenina Complexo 1:1 *
B-CD Complexo 1:1 *
Bergenina B-CD Fkkk
Bergenina Complexo 1:2 Fkkk
25 B-CD Complexo 1:1 Fkkx
B-CD Complexo 1:2 Fkkk
Complexo 1:1 Complexo 1:2 Fkkk

Bergenina Complexo 1:1 *k

50 B-CD Complexo 1:1 o
Complexo 1:1 Complexo 1:2 ok

Fonte: AUTORA, 2015.

Desta forma, a influéncia da bergenina complexada com B-CD néao pbéde ser
avaliada frente a atividade citotoxica ou proliferativa, pois a f-CD por si s6 também

apresentou atividade varidvel em funcdo da concentracdo estudada, ou seja, as
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amostras analisadas nao apresentaram uma relacdo direta de concentracdo e

toxicidade, demonstrando que a viabilidade celular foi conservada.

5.1.2.6 Estudos de interagdo com DNA

Muitos compostos bioativos exercem seus efeitos primarios por interacao
reversivel com DNA e, portanto, distinguir o tipo de interacdo n&o-covalente
envolvida é fundamental para compreensdo dos mecanismos biologicos (SUN et al.,
2014). Neste contexto, devido as diversas propridades terapéuticas descritas para
bergenina, estudos eletroguimicos e espectroscopicos envolvendo DNA séo

descritos a segquir.

5.1.2.6.1 Estudos em sensor eletroquimico

Os estudos eletroquimicos envolvendo eletrodos modificados com DNA tém
sido reportados na literatura para a determinacéo eletroanalitica de farmacos e para
0 estudo da interacdo dos mesmos com o DNA, visando avaliar danos celulares.
Como descrito no item 2.1.2, os biossensores integram acidos nucléicos como
elemento de reconhecimento biolégico e um eletrodo como transdutor do sinal
eletroquimico, geralmente de carbono vitreo, sendo a resposta obtida em funcéo da
ligagdo do analito com os &cidos nucléicos (LABUDA et al.,, 2010). Estudos
envolvendo o DNA fita simples (ssDNA) em solucdo também refletem importancia na
proposta de um possivel mecanismo de agao biologico de compostos bioativos.

Neste contexto, a investigacao eletroquimica da interacao da bergenina com o
DNA foi realizada a partir do uso de ssDNA em solucdo e dsDNA (dupla fita) em
superficie de eletrodo de carbono vitreo.

Conforme mostrado na Figura 40, o voltamograma de pulso diferencial obtido
para 0 ssDNA em meio aquoso etandlico tamponado (tampéo acetato, pH 4,5),
apresentou duas ondas anddicas bem definidas e de alta intensidade de corrente,
referentes a oxidacdo das bases puricas, guanina e adenina, em +0,86 V e +1,18 V
vs Ag|AgCI|CI (sat.), respectivamente.

Na presenca de bergenina (Figura 40a), observou-se um decréscimo da

intensidade da corrente de pico de oxidacdo das bases, indicando uma possivel
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interagdo entre este derivado fendlico e o DNA. A variacdo da concentracdo de
bergenina (10, 50 e 100 pmol L™) em presenca de ssDNA provocou um aumento, ja
esperado, da corrente de pico anddico da bergenina em +0,74 V e comprovou uma
interacdo positiva do ligante com as bases, guanina e adenina, visto que o aumento
da concentracdo do ligante intensificou o decaimento da intensidade da corrente de
pico das mesmas. Resultado semelhante também foi obtido ao expor a solucdo de
ssDNA a concentragdes crescentes de B-CD (10, 50 e 100 umol L™), que como nao

apresenta grupamentos eletroativos nenhum pico anddico foi observado.

Figura 40 — Voltamogramas de pulso diferencial em diferentes concentracdes de
bergenina (a), B-CD (b) e complexo bergenina:B-CD nas proporc¢des 1:1 (c) e 1:2 (d) em
solucéao etandlica (10% v/v) de ssDNA em tampdao acetato pH 4,5 apds exposicado de
15 minutos. Eletrodo de CV; v=5mV s™.
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Fonte: AUTORA, 2015.

Ao analisar a interacdo da bergenina na forma complexada com (3-CD nas

proporcdes 1:1 e 1:2 (Figura 40c e 40d), resultados relevantes foram obtidos, visto
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gue em ambas as condi¢des a interagdo com ssDNA mostrou-se minima, quando
comparada a bergenina e B-CD isoladas. A presenca de pico anodico referente a
oxidacdo da bergenina comprovou a eficiéncia do método de co-evaporacao pelo
gual os complexos foram obtidos. O aumento na intensidade de corrente de pico
anodico da bergenina também revela como a interagdo com [-CD influencia
positivamente na solubilidade da bergenina em meio aquoso, visto que corrente de
pico é proporcional a concentracdo do analito em solucao.

Outra analise pertinente refere-se ao aumento da intensidade de corrente
anbdica das bases guanina e adenina que, apesar de discreto, pode ser justificado
pela influéncia da [(-CD também na solubilidade do ssDNA, pois como o complexo
1:2 apresenta maior propor¢cao de B-CD, este aumento foi verificado com maior
nitidez (Figura 40c e 40d).

Assim, ao plotar os voltamogramas de pulso diferencial dos analitos em
estudo (Figura 41) na concentracdo méaxima avaliada (100 pmol L™), foi possivel
verificar uma interacdo positiva da bergenina e B-CD com ssDNA, visto que o
decaimento da intensidade de corrente de pico anodica das bases, guanina e
adenina, foi acentuado, enquanto a variagdo desta intensidade para bergenina na
forma complexada com B-CD nas propor¢des 1:1 e 1:2 foi muito discreta. Vale
também ressaltar a influéncia da B-CD na solubilidade da bergenina em solucdo
aguosa, pois a intensidade de corrente de pico anddico foi maior quando
complexada na proporcao 1:1, indicando que o excesso de -CD em solucdo pode
dificultar o processo oxidativo da bergenina.

Para os estudos em biossensor de dsDNA o eletrodo modificado foi mantido
em contato em solucdo etandlica (10% v/v) tamponada (tampé&o acetato, pH 4,5)
durante 15 minutos e o perfil registrado por voltametria de pulso diferencial,
resultando no perfil esperado para o dsDNA, que inclui picos oxidativos de baixa
intensidade de corrente em +1,0 e +1,25 V, referente as bases guanina e adenina
(Figura 42). O voltamograma obtido para bergenina em eletrodo de carbono vitreo
modificado com dsDNA apresentou um pico anddico em torno de +0,7 V, referente a
sua oxidacao, que sofre deslocamento para potenciais menos positivos em funcéo
do aumento da concentracdo (10, 50 e 100 pmol L™), contudo, n&o ocorreu

exposicao das bases (Figura 42).
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Figura 41 — Comparagéo dos voltamogramas de pulso diferencial da bergenina, 3-CD
e complexo bergenina:B-CD nas propor¢fes 1:1 (c) e 1:2 (d) em solucdo etandlica
(10% v/v) de ssDNA em tampdéo acetato pH 4,5 ap0s exposi¢do de 15 minutos na
concentragio de 100 ymol L™*. CV; v=5mV s™.
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Fonte: AUTORA, 2015.

Figura 42 - Voltamogramas de pulso diferencial da bergenina em diferentes
concentracfes ap6s 15 minutos de exposicdo ao biossensor de dsDNA (eletrodo de
CV modificado com gel de dsDNA). Solucé&o etandlica (10% v/v) tamponada (tampéo
acetato pH 4,5); v=5mVs™
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Fonte: AUTORA, 2015.

Perfil semelhante também foi observado nos voltamogramas de pulso
diferencial obtidos para B-CD e bergenina na forma complexada com B-CD na

concentracdo de 100 pmol L™ (Figura 43). Desta forma, os estudos envolvendo
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ssDNA demonstraram que a bergenina interage com o DNA, implicando que este
composto fendlico, provavelmente, apresenta um mecanismo de acdo biologico
relacionado a interacdo com DNA. Ja os estudos em biossensor de dsDNA,
demonstraram que a auséncia de interacdo com o DNA, permite descartar sua agéo
como intercalante, ja que apresenta estrutura planar, e a interacdo com ssSDNA

sugere alquilacédo de bases nao pareadas.

Figura 43 - Voltamogramas de pulso diferencial da bergenina (a), B-CD (b) e complexo
bergenina:B-CD nas proporc¢des 1:1 (c) e 1:2 (d) na concentracéo de 100 ymol L™ ap6s
15 minutos de exposicdo ao biossensor de dsDNA (eletrodo de CV modificado com
gel de ds[l)NA). Solucéo etandlica (10% v/v) tamponada (tampao acetato pH 4,5);
v=5mVs.
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Fonte: AUTORA, 2015.
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5.1.2.6.2 Estudos por espectroscopia no UV-Vis

A espectroscopia de absorcdo no UV-Vis tem sido utilizada para a analise da
interacdo de compostos bioativos e DNA a partir do monitoramento das propriedades
de absorcdo do analito de interesse ou do proprio DNA. Quando a interagdo entre
estes ocorre, mudancas na intensidade da absorvéncia (efeito hipercrémico ou
hipocrébmico) e deslocamento da banda de absorcdo maxima (deslocamento
batocromico ou hipsocrémico) podem ser observadas (SHAHABADI; HEIDARI,
2012; SIRAJUDDIN et al., 2013). Neste contexto, a investigacdo da interacdo da
bergenina na forma livre e complexada com B-CD nas propor¢des 1:1 e 1:2 com
DNA foi realizada, a fim de detectar a forca de ligacdo e, assim predizer o modo de
ligagdo entre eles, bem como verificar a influéncia da B-CD no processo de
interacao.

Os estudos espectrofotométricos do efeito da bergenina em dsDNA (calf
thymus) foram realizados, e entdo comparados aos dados da investigacdo
eletroquimica. Para este experimento, a concentracdo de DNA foi fixada
(85 pmol L) em solucdo tampdo Tris-HCIl contendo 10% (v/v) de etanol e,
posteriormente  tratada com  diferentes concentracbes de  bergenina
(0,8 - 3,2 umol L™) (Figura 44). A Figura 44b apresenta o espectro UV-Vis obtido
para bergenina livre, dsDNA livre e do complexo formado entre bergenina e DNA
mostrando que a absorvéncia da bergenina livre € muito inferior a intensidade de
absorvéncia apresentada pelo dsDNA livre, implicando que o aumento de
intensidade de absorvéncia refere-se a consequéncia da interacdo com DNA, e nédo
sobreposicao de valores de absorvéncia.

O espectro UV-Vis da bergenina nas condicdes acima citadas mostrou
comprimentos de onda maximo (Amax) em 217, 273 e 316 nm (Figura 44a e b). Os
valores encontrados estdo em concordancia com a literatura (Amaxmetanol 215, 274 e
315 nm) (LATIP et al., 2011). Com o aumento da concentracdo de bergenina
observou-se um efeito hipercromico na banda em 260 nm (Figura 44a), sendo
atribuido a exposicédo das bases a irradiacdo (JANJUA et al., 2009; HEGDE et al.,
2012).

A constante de ligacdo (Kps) do complexo bergenina-DNA foi obtida pela
aplicacdo da equacao de Benesi-Hildebrand para banda de 260 nm, conforme
descrito por Agarwal e cols (2013):
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l 1 1

- +
AA Dy KpsAeps[S]  D;Aeps

Assumindo que | é o caminho Optico (1 cm), D, é a concentracdo de DNA
total, Aeps € a absortividade molar da interacdo do complexo, [S] é a concentracdo
do analito e, K¢ é a constante de estabilidade para a formacdo do complexo.

Uma relacédo linear dos dados experimentais foi obtida em fungéo do grafico
de 1/AA versus 1/[bergenina] (Figura 44c) foi obtida, sendo possivel estimar a

constante de ligacdo entre bergenina e dsDNA (Kps = 4,97 x 10° M™).

Figura 44 — Espectro de absorcdo UV-Vis de dsDNA (84,8 pmol L") em solucéo
etandlica (10% v/v) tamponada (Tris-HCI) na auséncia e na presenca de concentracdes
crescentes de bergenina (0,8 — 3,2 umol L") (a e b). Grafico de 1/AA versus
1/[bergenina] (c).
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Fonte: AUTORA, 2015.
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As constantes de ligagdo da B-CD (Figura 45) e do complexo bergenina:3-CD
nas proporcdes 1:1 (Figura 46) e 1:2 (Figura 47) com dsDNA também foram obtidas
em condicao similar a bergenina (solucéo etandlica (10% v/v) tamponada (Tris-HCI)),
ou seja, a concentragcdo do DNA foi mantida constante e concentragdes crescente
de cada analito foram analisadas, sendo a faixa de concentragao utilizada em cada

caso, descritas na Tabela 21.

Figura 45 — Espectro de absorgdo UV-Vis de dsDNA (98 pymol L™) em solucéo etandlica
(10% v/v) tamponada (Tris-HCIl) na auséncia e na presenca de concentracdes
crescentes de B-CD (1,6 — 4,8 ymol L™) (a e b). Grafico de 1/AA versus 1/[-CD] (c).
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Fonte: AUTORA, 2015.
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Figura 46 — Espectro de absorcéo UV-Vis de dsDNA (98 umol L) em solucéo etandlica
(10% vlv) tamponada (Tris-HCI) na auséncia e na presenca de concentracdes
crescentes do complexo bergenina:B-CD 1:1 (2,0 — 4,4 ymol L) (a e b). Grafico de
1/AA versus 1/[bergenina:B-CD 1:1] (c).
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Fonte: AUTORA, 2015.
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Figura 47 — Espectro de absorg&o UV-Vis de dsDNA (98 umol L) em solucéo etandlica
(10% v/v) tamponada (Tris-HCIl) na auséncia e na presenca de concentracdes
crescentes do complexo bergenina:B-CD 1:2 (2,8 — 6,4 ymol L") (a e b). Grafico de
1/AA versus 1/[bergenina:B-CD 1:2] (c).
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Fonte: AUTORA, 2015.

A constante de ligacdo obtida para bergenina (4,97 x 10° M) em funcéo da
interacdo com dsDNA sugere uma interagcdo fraca. J& o valor da constante obtida
para o complexo bergenina:3-CD nas propor¢gfes 1:1 e 1:2 encontraram-se na
ordem de 10% sugerindo que a interacdo com o DNA ocorre entre as fendas da
estrutura do DNA (SHAHABADI; HEIDARI, 2014). A constante de ligacdo da B-CD
com dsDNA foi obtida na ordem de 10°, caracterizando-se como interacéo forte, o
que corrobora com os resultados obtidos, qualitativamente, por VPD utilizando
SSDNA.
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Tabela 21 - Constante de ligagcdo (Kps) obtida para a interacdo do complexo
bergenina:B-CD nas proporc¢des 1:1 e 1:2 com dsDNA.

Composto Dy [ amostra] Equacdo dareta r Kl,{
(umol L™ (umol L™ (M)
Bergenina 85 0,8a3,2 y = 0,24470 + 49,2290x  0,99983 4,97 x 10°
B-CD 98 16a4,8 y = 14,2181 + 25,8427x  0,99287 5,50 x 10°
Complexo 1:1 98 20a44 y=1,7935 + 105,5651x  0,99446 1,69 x 10"
Complexo 1:2 98 28a64 y =3,4667 + 54,1596x 0,99977 6,40 x 10*

Fonte: AUTORA, 2015.

E importante destacar que quanto maior a constante de ligagéo (Kps), maior é
a energia associada as interacdes supramoleculares. Neste caso, 0s estudos
envolvendo bergenina na forma livre e complexada com B-CD, até entdo realizados,
apontam um panorama da sua importancia como biocomposto, e reforca a
importancia da CD como molécula hospedeira que permite a formacéo de complexos
supramoleculares capazes de influenciar as propriedades fisico-quimicas de

substancias bioativas.
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5.2 Partell

Nesta secdo serdo descritos os resultados obtidos durante os ensaios
eletroquimicos dos dez derivados nitrobenzilicos em estudo (ENM, ENF, EANBEN,
ANBNa , EANB, AANB , ATN, , ANOH, ANB, e ANF) (Figura 1; Tabela 11) em meio
aprotico, a fim de propor seus mecanismos de reducdo e correlacionar 0s
parametros eletroquimicos obtidos com os ensaios de atividade bioldgica ja descritos
na literatura (LOPES et al., 2011, 2015).

5.2.1 Estudos eletroquimicos em meio aproético

A determinacdo de potenciais de reducdo, especialmente aqueles
relacionados a primeira captura de elétrons (Ep.), fornece dados importantes para
avaliar uma variedade de propriedades termodinamicas de cations organicos ou
anions radicais, bem como, auxiliar na compreensdo de processos quimicos e
bioldgicos (ALVAREZ-GRIERA et al., 2009).

E importante salientar que para um processo de reducdo, substituintes
eletrorretiradores diminuem a energia do LUMO (Lowest Unoccupied Molecular
Orbital) facilitando assim a transferéncia de elétrons do eletrodo para o grupamento
eletroativo. J& substituintes eletrodoadores aumentam a energia do LUMO,
dificultando a transferéncia para esse orbital. Por outro lado, a oxidagdo envolve o
HOMO (Highest Occupied Molecular Orbital) e os substituintes influenciam a reacéo
eletrddica na direcdo oposta, uma vez que os substituintes eletrodoadores facilitam o
processo de oxidacdo por aumentar a densidade eletrénica no orbital, enquanto os
eletrorretiradores a dificultam (DE ABREU et al., 1999, 2002).

O comportamento eletroquimico dos derivados nitrobenzilicos estudados
apresentou-se muito complexo, como observado nos voltamogramas ciclicos obtidos
em meio aprético (DMF/TBABF,4 0,1 mol L™) mostrados na Figura 48. Em todos 0s
casos, 0 grupo nitro é o primeiro a sofrer reducdo, embora as etapas subsequentes

possam variar de acordo com 0s substituintes na posicéo benzilica.
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Figura 48 — Voltamogramas ciclicos em meio aprético (DMF/TBABF, 0,1 mol L™) dos
derivados nitrobenzilicos. Eletrodo de CV. v=100 mV s™.
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Figura 48 — Voltamogramas ciclicos em meio aprético (DMF/TBABF, 0,1 mol L™) dos
derivados nitrobenzilicos. Eletrodo de CV. v=100 mV s™.
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Fonte: AUTORA, 2015.

Para facilitar a compreensdo do mecanismo de reducdo dos derivados
nitrobenzilicos em estudo, estes foram divididos em grupos em funcdo da proposta
mecanistica sugerida, como mostra a Tabela 22.

O comportamento voltamétrico obtido para o composto ENM (Figura 48a),
anico integrante do grupo 1, apresentou grande complexidade, ao passo que
esperava-se obter um perfil eletroquimico tipico de reducdo de grupo nitro em meio
aprotico, constituido de duas ondas catdédicas, sendo a primeira de natureza
reversivel e a segunda, irreversivel, como mostra o mecanismo descrito na Figura
49. Contudo, é importante ressaltar a reversibilidade da primeira etapa de reducao
do grupo nitro com Epla em -0,95 V e verificar a presenca de produtos de reducao

estendida a partir do anion radical gerado na primeira etapa de reducéo (Figura 50).
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Tabela 22 — Compostos nitrobenzilicos estudados em funcdo dos mecanismos de
reducdo propostos.

Composto R R, Figura 48 Grupo Mecanismo sugerido
ENM OCH; H a 1 Miscelanio
EANBEN OCH; Br c
EANB NH(CH,)OH Br e 2 TED*
AANB NH(CH,)OH Cl f
ATN OH H g ~
ANOH OH OH h 3 Autoprotonagao
ANB OH Br i ~
4 TED*
ENE OCH, F b e autoprotonagao
ANF OH F i
ANBNa O'Na’ Br d 5 Atipico

*TED: Transferéncia de elétrons dissociativa.

Fonte: AUTORA, 2015.

Figura 49 — Mecanismo tipico de reducado de nitrocompostos em meio aprético.

1e.
——
p————

ArNO, ArNO,

ANO, 2255 A'NHOH + H,0

Fonte: AUTORA, 2015.

Figura 50 - Voltamogramas ciclicos e mecanismo de reducdo proposto para o
composto ENM em meio aprdtico.
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Ila (-0,668 V) IVa (0,087 V) — 1" varredura
—— 2° varredura
0+ 0-
—_~ —
< <
~ Ic (1,021 V) = 40
404
= Ic (-1,541 V) o
llic (-1,778 V) 801 AINO, <55 ANO;
-804 " ArNoz —> Produtos de reducéo
IVe (-2,384 V) o estendida
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Fonte: AUTORA, 2015.
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Os compostos EANBEN, EANB e AANB fizeram parte do grupo 2 por
apresentar em R; um substituinte (éter ou amina) e em R, um substituinte
halogenado (-Br ou -ClI). O perfil voltamétrico dos compostos do grupo 2 (Figura 51)
aponta a presenca de uma onda de carater irreversivel, em potencial mais positivo
que o composto ENM (-1,021 V), destacando-se a importancia do grupo haleto no
processo de reducéo.

O mecanismo, portanto, € padrdo para uma reacao de transferéncia de
elétrons dissociativa, conforme Figura 52. Neste caso, ocorre reducdo
monoeletrénica do grupo nitro, com transferéncia do elétron para a posicdo
benzilica, contendo o substituinte haleto (-Br ou -Cl), seguindo-se a quebra da
ligacdo carbono-halogénio (C-X), liberando o haleto, com geracdo de um radical
benzilico. Esse pode sofrer uma série de reacdes, explicando a complexidade do

perfil voltamétrico.
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Figura 51 — Voltamogramas ciclicos dos compostos EANBEN (a e b), EANB (c e d) e

AANB (e e f) pertencentes ao grupo 2 em meio aproético.
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Figura 52 — Esquema mecanistico de transferéncia de elétrons dissociativa proposto
para os haletos benzilicos do grupo 2.

Okc _OCHg O\c _OCHs okc _OCHj
+19 k + X@
—
EO
NO, NO, NO,
CH, GH CH3
J\J:W
L]
X L X l
K =ClI, Br
Okc _OCHs
NO, 0O,N
H3CO\ //o
//C CHZ—CHZ C\ +
o) OCHj3 NO,
CHs

Fonte: Adaptado de Alvarez-Griera et al., 2009.

A Figura 53 mostra os voltamogramas obtidos para os compostos ATN e
ANOH (grupo 3). Estes possuem substituinte hidroxila (-OH) em R; (ATN e ANOH) e
apresentaram mecanismo redox relacionado a autoprotonacdo (Figura 54),
mecanismo tipico ja descrito na literatura para derivados nitrobenzilicos com

substituinte acido carboxilico em posicdo meta.
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Figura 53 — Voltamogramas ciclicos dos compostos ATN (a e b) e ANOH (c e d)
pertencentes ao grupo 3 em meio aproético.
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Fonte: AUTORA, 2015.
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Figura 54 — Mecanismo tipico de autoprotonagdo observado para os compostos do

grupo 3 (ATN e ANOH).
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Fonte: AUTORA, 2015.
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Os compostos ANB e ANF constituiram o grupo 4, pois apresentaram padroes
de substituicdo inerentes ao processo de transferéncia de elétrons dissociativa e de
autoprotonacéo. O perfil voltamétrico dos compostos citados (Figura 55) revela a
influéncia do mecanismo de autoprotonacdo na reducdo do grupo nitro e no
processo de transferéncia de elétrons dissociativa, o que faz o composto ANB ser o0
mais facilmente redutivel (-0,604 V) da série.

E importante ressaltar que o composto ENF também foi inserido neste grupo
a fim de compara-lo com seu derivado &cido carboxilico. Entretanto, o pefrfil
voltamétrico dos compostos ENF e ANF (Figura 55) apresentaram baixa tendéncia
de eliminacdo, sendo o primeiro aquele que exibiu perfil voltamétrico parecido com
de transferéncia de elétrons dissociativa.

O composto ANBNa é o unico representante do grupo 5 (Figura 56). Ele
apresentou um perfil voltamétrico atipico, pois se esperava obter um voltamograma
caracteristico de grupo nitro em meio aprético, constituido de duas ondas catddicas,
sendo a primeira de natureza reversivel e a segunda, irreversivel. Contudo, o perfil
eletroquimico obtido em DMF apontou quatro ondas de reducéo, sendo a primeira e
a quarta onda catédica de natureza irreversivel e a segunda e a tarceira,

reverssiveis.
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Figura 55 — Voltamogramas ciclicos dos compostos ANB (a e b), ENF (c e d) e ANF (e
e f) pertencentes ao grupo 4 em meio aprotico.
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Figura 56 — Voltamogramas ciclicos do composto ANBNa (grupo 5) em meio aprotico.
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Fonte: AUTORA, 2015.

5.2.2 Correlagdo dos parametros eletroquimicos obtidos com atividade bioldgica

O perfil voltamétrico apresentado para os derivados nitrobenzilicos, em meio
aprotico, segue padrdes relacionados a reacdes de auto-protonacdo e de
transferéncia de elétrons dissociativa, sendo a ordem de facilidade de reducao
encontrada: ANB > EANBEN > EANB > AANB > ANOH > ATN = ENF > ANBNa >
ENM > ANF.

Ao correlacionar a ordem de facilidade de reducdo dos derivados
nitrobenzilicos estudados com as atividades biolégicas descritas na literatura (Tabela
23), foi possivel observar que aqueles que apresentaram maior facilidade de
reducdo (ANB, EANBEN, EANB e AANB) demostraram atividade leishmanicida e
antitumoral mais promissora quando comparados aos que apresentaram potenciais
de redugé@o mais negativos.

Conforme descrito por Lopes e cols (2011), dos compostos estudados, trés
(EANBEN, EANB e AANB) exerceram significativa atividade leishmanicida in vitro
contra as formas promastigotas de Leishmania (L.) amazonensis. Estudos de
citotoxicidade in vitro também demonstraram que o0 composto AANB, o mais
promissor agente leishmanicida da série, ndo afetou a proliferacdo de linfocitos em
PBMC, indicando baixa toxicidade para as células humanas.

Lopes e cols (2015) descreveram a atividade antitumoral de sete derivados

nitrobenzilicos em estudo foi reportada frente a trés linhagens de células humanas
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cancerosas: HL-60 (leucemia promielocitica humana), Jurkat (leucemia de células T
humana) e MCF-7 (carcinoma mamario), onde verificou-se que 0s agentes mais
promissores foram os compostos EANBEN, EANB, AANB e ANB, que apresentaram
0s menores valores de Epg, ou seja, maior facilidade de reducdo. Outra
caracteristica observada, é que tais compostos possuem na posi¢cdo benzilica um
grupo fortemente abandonador (brometo ou cloreto), indicando que o mecanismo de
acao destes compostos pode estar relacionado com suas propriedades alquilantes.
Contudo, entre os compostos avaliados, o AANB apresentou efeito antitumoral
significativo in vivo em estudos envolvendo tumor sélido de Ehrlich em ratos,
conforme descrito em Lopes e cols (2015).

Assim, ao correlacionar os dados de atividade biolégica propostos na
literatura com o potencial de primeira onda catodica dos compostos supracitados,
verificou-se uma correlagcdo positiva entre aqueles que apresentaram maior
facilidade de reducao (potencial de reducdo menos negativo) e a atividade biolégica
(atividade leishmanicida e antitumoral) ja descrita na literatura.

Assim, destaca-se a importancia da eletroquimica como ferramenta Gtil para o
desenvolvimento da quimica medicinal, visto que esta técnica pode atuar
direcionando a sintese de biocompostos mais promissores, ja que o potencial redox
€ uma variavel importante que se relaciona com sistemas biol6gicos.

Estudos de ressonéancia do spin do elétron também foram realizados para os
compostos supracitados, entretanto, devido a instabilidade dos radicais
eletrogerados e dificuldade de realizacdo de experimentos em alta velocidade de
varredura, os parametros cinéticos ndo puderam ser obtidos. Estudos em meio
prético também foram iniciados, porém a superficie do eletrodo de carbono vitreo foi
alterada, provavelmente devido a ocorréncia do processo denominado grafting,
fazendo-se reconsiderar a reatividade de radicais livres eletrogerados capazes de
formar ligagdo covalente em superficie de carbono vitreo (MORITA et al., 2011;
POIZOT et al., 2012). O processo de grafting esta relacionado com o mecanismo de
transferéncia eletrénica dissociativa, onde os sistemas quimicos estao susceptiveis a
sofrer quebra da ligacao sigma C-halogénio (ANTONELLO; MARAN, 2005; MARAN,;
WORKENTIN, 2002; BEL et al., 2005).
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Tabela 23 — Potenciais de reducdo da primeira onda catddica (Eplc) dos derivados nitrobenzilicos estudados em meio aprotico
(DMF/TBABF, 0,1 mol L™); eletrodo de CV; v =

(Clso pmol L™*+DP) ja descritas por Lopes e cols (2011; 2015).

“ans®

100 mV s' e correlacdo com suas atividades leishmanicida e citotdxica

Composto R, R, Figura46 -Ep (V) -Epia(V) Atividade Proliferacao HL-60 Jurkat MCF-7 VERO
-------------------------------- |eiShmaniCida PBMC*
ENM : OCHjs H Poa 1,021 0,95 _ _ >100 >100 >100 >100
ENF & OCHj F :b 0,874 --- . . _ _ . .
EANBEN OCHgs; Br (o 0,717 --- 39,345 44,1+13 20,2+39 17,7+35 39,6114 17,4+49
ANBNa O'Na’ Br d 0,918 --- o o o L L o
EANB NH(CH,)OH Br e 077 --- 23,1+0,5 53,9413 15,2+43,5 60,4+27 31,4+10,4 29,1+0,5
AANB NH(CH,)OH Cl f 0,735 --- 59,516 959,5+98 4,7+0,8 18,0£10 70,0£12,9 25,3+2,3
ATN UH'H g 1,021 — . >100 >100 >100 >100
ANOH OH OH h 0,847 --- >100 ND >100 >100 >100 >100
ANB 5’"""”'6!4"”"'"Er’ e 0,604 . >100 3442496 |77,4+12,9 T71,7+44 28,5%4,1 >100
ANF OH F j 1,044 - . . _ _ — —
T e i - - - - - - - -
Anfotericina B _ _ _ _ _ 0,910,01 _ _ _ _ _
Etoposidio _ _ _ _ _ _ _ 83+1,0 3,8+1,6 >100 >100
(—): ndo realizado. - - -: ndo obtido. *PBMC = células mononucleares de sangue periférico.

Fonte: AUTORA, 2015.
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6 CONCLUSAO

Os resultados eletroquimicos obtidos para bergenina, em carbono vitreo,
permitiram concluir que seu mecanismo oxidativo, em meio aprotico, envolve a perda
de 1e/1H", com provavel formacédo dimérica. J4 em meio protico, 2e/2H * estéo
envolvidos no processo. Os dados tedricos contribuiram para esclarecer que os
mecanismos oxidativos proposto envolvem as hidroxilas fendlicas.

Os estudos envolvendo a complexacao da bergenina com (-CD promoveram
0 aumento da solubilidade em meio aguoso, o que refletiu no ganho de atividade
antioxidante, verificada através dos ensaios de lipoperoxidacdo. A interacdo com [3-
CD também influenciou o0s resultados obtidos para viabilidade celular em
macrofagos, bem como nos estudos envolvendo ssDNA, demonstrando que a
bergenina interage com as bases nitrogenadas guanina e adenina do DNA, podendo
esta interacéo estar relacionada ao mecanismo de acao bioldgico da bergenina.

Contudo, via investigacdo em ssDNA, o efeito da interacdo com [B-CD
provocou a diminuicdo da interagdo com as bases guanina e adenina, indicando
reducdo dos danos ao DNA. J& os estudos em biossensor de dsDNA, demonstraram
gue a auséncia de interacdo com dsDNA descarta seu mecanismo como
intercalante, visto que, na presenca da bergenina livre e complexada, ndo ocorreu
exposicao das bases do dsDNA. A investigacao da interacdo com dsDNA através da
espectrofotometria UV-Vis resultou numa constante de ligagdo entre DNA e
bergenina na forma livre e complexada na ordem de 10° e 10* M?, respectivamente.
O valor de Kps (4,97 x 10° M) sugere interacéo fraca da bergenina com dsDNA,
corroborando os ensaios em biossensor de dsDNA.

Ja os resultados obtidos para os derivados nitrobenzilicos revelaram um pefrfil
voltamétrico de grande complexidade, em meio aprotico, envolvendo padrdes
relacionados a reacfes de autoprotonacdo e de transferéncia de elétrons
dissociativa. A ordem de facilidade de reducdo encontrada foi ANB > EANBEN >
EANB > AANB > ANOH > ATN = ENF > ANBNa > ENM > ANF, sendo verificada
uma correlagdo positiva dos quatro compostos com maior potencial de reducao
(menos positivos) com os dados de atividade leishmanicida e antitumoral ja descritos
na literatura, o que justifica a investigacdo eletroquimica de compostos bioativos

como ferramenta em quimica medicinal.
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7 PERSPECTIVAS

v  Elucidar a estrutura do produto da eletrolise da bergenina em potencial
controlado;

v' Determinar a constante de formagdo do complexo bergenina:3-CD via
espectrofotometria UV-Vis;

v' Determinar a constante de ligacdo da bergenina na forma livre e complexada
com B-CD com o dsDNA por espectrofluorimetria;

v Realizar andlises de RNM bidimensionais a fim de comprovar a interacao entre
bergenina e 3-CD.

v Verificar a interacdo dos nitrocompostos mais promissores (EANBEN, EANB,

AANB E ANB) com DNA via eletroquimica e espectrofotometria UV-Vis.
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