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RESUMO

No presente trabalho, foram realizados estudos eletroquimicos de
compostos que apresentam expressiva atividade antiproliferativa, conhecidos
como adutos de Baylis-Hillman. As técnicas utilizadas foram: voltametria ciclica,
de pulso diferencial e de onda quadrada e eletrdlise a potencial controlado.

Os estudos eletroquimicos revelaram um comportamento padrdo para o
composto nitroaromatico 2-[p-nitrofenil(hidroxi)] acrilato de metila (2). Em meio
aprético (DMF + TBAP, 0,1 mol L™), o composto 2 apresentou trés ondas de
reducdo, sendo as duas primeiras referentes a redugcdo do grupo nitro e, assim
como no composto padrdo ndo nitrado, 2-[fenil(hidroxi)] acrilato de metila (1), a
onda adicional, em potencial mais negativo, relaciona-se a reducdo do grupo
acrilato. Em meio protico, tampéo fosfato pH 6,9, uma Gnica onda catddica relativa
a formacéo da hidroxilamina é observada. Nos estudos em meio aquoso alcalino
(EtOH + fosfato, DMF + fosfato ou EtOH + bicarbonato de sédio + NaOH, pH ~ 9),
observou-se a formacgdo de intermediario radicalar estavel, o anion radical nitro.
Eletrélises em potencial controlado, em meio proético neutro, levaram a formacgéo e
isolamento de um dimero, ap6s reducéo do grupo nitro, em processo de 4e/4 H'.

Estudos eletroquimicos realizados em biossensor de dsDNA, sugerem que
um dos alvos para acgéo biologica de 2 € o DNA. A lesdo ao DNA, refletida pela
presenca de picos diagndsticos de oxidacdo das bases guanina e adenina,
mensuraveis eletroquimicamente, € observada apenas apo0s reducdo do grupo
nitro (farmacoforo) a intermediarios reativos, reforcando a necessidade de
biorredugdo do grupo para posterior atividade biolégica. Os estudos
eletroquimicos e espectrofotométricos, em presenca de GSH e GSSG, revelaram
que os produtos de reducdo do grupo nitro interagem com os endobioéticos, de
maneira diferente. Para o meio fosfato + NaOH, pH 9,4, a adicdo de GSH
promoveu 0 aumento na intensidade de corrente para 0 primeiro processo
eletrodico, bem como a perda de reversibilidade. Ja a segunda onda de reducéo,
relativa a formagdo da hidroxilamina, ndo foi observada no voltamograma. De
acordo com as funcgbes &cidas da GSH, aliada ao ineficiente efeito tamponante
desse meio, a glutationa atua como doador de protons, favorecendo a formacéao
do derivado nitroso. Por outro lado, em tampé&o bicarbonato + NaOH, onde se tem
um eficiente efeito tamponante e a glutationa se encontra na forma desprotonada,
as alteracdes voltamétricas sdo mais discretas, com aumento da reversibilidade do
processo referente & formacdo do anion radical nitro. Em potenciais mais
negativos, a onda relativa a geracao da hidroxilamina desaparece, 0 que evidencia
a interacdo de GSH com os produtos de reducao estendida do grupo nitro. A
possibilidade de catalise, em presenca de oxigénio, ndo foi evidenciada para 2.

Os resultados obtidos fornecem subsidios Uteis para a compreensdo do
mecanismo de acao antitumoral de 2, que pode ser considerado um agente
biorredutivo, com funcédo adicional sequestradora de glutationa.



ABSTRACT

The present work presents electrochemical studies of Baylis-Hillman
adducts, that show significant anti-tumoral activity. Electrochemical techniques
used were Cyclic Voltammetry, Differential Pulse Voltammetry, Square Wave
Voltammetry and Controlled Potential Electrolysis.

The reduction behaviour of methyl 2-[p-nitrophenyl(hydroxy) methyl] acrylate
(2) in aprotic medium (DMF + TBAP, 0.1 mol L™) was typical of nitroaromatics, with
three reduction waves, the first two related to the reduction of the nitro function.
The third wave refers to the reduction of the acrylate group, similarly to the
observed behavior of the pattern compound, the 2-[phenyl(hydroxy)methyl]
acrylate (1).

In protic medium (phosphate buffer, pH 6.9), compound 2 shows one
reduction wave related to the generation of the derived hydroxylamine. In alkaline
buffer (EtOH + phosphate, DMF + phosphate or EtOH + bicarbonate + NaOH, pH
~9), the electron transfer led to the formation of the stable nitro radical anion.
Controlled potential electrolysis, in neutral protic medium, in 4 e/4H" process,
furnished a dimer, after the nitro group reduction.

Electrochemical studies performed on a dsDNA biosensor suggest that one
of the targets for the biological action of 2 is the DNA. The DNA damage, verified
by the presence of the oxidation peaks of the nucleobases guanine and adenine, is
observed only, after the nitro group reduction (pharmacophore) to reactive
intermediates, which reinforce the importance of the bioreduction for the biological
action.

The electrochemical and spectrophotometric studies, in the presence of
GSH and GSSG, revealed that the reduction products of the nitro group interact
with the endobiotics, in a different way. For phosphate + NaOH, pH 9.4, the
addition of GSH to the solution of 2, led to the increase of current intensity for the
first reduction wave that turns irreversible. The second reduction wave, relative to
the hydroxylamine production, is no more observed in the voltammogram. Due to
the acid nature of GSH, together with the inefficient buffering effect of the medium,
glutathione acts as a protons donor, leading to a stable nitroso derivative. On the
other hand, in bicarbonate + NaOH buffer, the pH is kept and glutathione is present
in its dissociated form. Voltammetric changes are minimum, with a slight increase
in the reversibility of the process concerning formation of nitro anion radical. At
more negative potentials, the wave related to the production of hydroxylamine
disappears, showing that GSH interacts with products of posterior reduction of the
nitro group.

The possible catalysis in the presence of O, was not evidenced.

These electrochemical results help in the understanding of the anticancer
activity of 2 that can be considered a hypoxia targeted bioreductive agent with a
glutathione depleting function.
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1. INTRODUCAO

Muitos dos processos fisiolégicos mais relevantes se baseiam em cadeias
oxirredutivas, que envolvem diversas reacdes catalisadas por enzimas. Uma série
de similaridades entre as reacdes bioldgicas e as eletroquimicas, no que se refere
aos processos de transferéncia de elétrons: natureza heterogénea (interface
eletrodo-solugéo, enzima-solugéo); sdo observadas. Ha necessidade de mimetizar
as condicdes biologicas. Isto tem gerado discussfes, pois o ambiente celular é
muito complexo e pode ser lipofilico ou hidrofilico. Nesse sentido, estudos
eletroquimicos devem ser realizados tanto em meio aprético, assemelhando-se
aos processos que ocorrem nos sistemas lipofilicos quanto em meio aquoso,
assemelhando-se entdo a maioria dos fluidos biolégicos. Ha, ainda, estudos em
meio misto e meio micelar. Os métodos eletroquimicos fornecem grande
guantidade de informacdes a respeito dos mecanismos de transferéncia de
elétrons, que ocorrem em meo biolégico [DE ABREU et al., 2002].

Os parametros eletroquimicos normalmente obtidos e empregados,
especialmente em voltametria ciclica, o método mais usado, sdo os potenciais de
oxidacao (Epa) e redugéo (Epc) ou Eredox (Epc + Epa)/2 (para sistemas reversiveis) ou
Epc — Eper2 ( para os processo ireversiveis), a magnitude da fungéo corrente (lp/ W2
x C) e a razéo entre as correntes de pico catodico e anddico lp/lpc. O potencial
Eredox OU parametro similar, E;/,, em polarografia, fornece uma medida quantitativa

da facilidade de reducdo de um oxidante ou aceptor de elétrons, A, onde quanto

mais anddico o potencial do par (A/A:), mais poderoso o oxidante. Similarmente,

para valores de potencial (E) mais catddicos de (A:/AZ'), melhor agente redutor
[DE ABREU et al., 2002].

Informacdes sobre parametros eletroquimicos constituem ferramentas das
mais relevantes em Quimica Medicinal [DE ABREU et al., 2002].

A despeito das amplas possibilidades do processo e da complexidade da
quimica da célula/tecido, é possivel racionalizar o papel da eletroquimica no
campo da Quimica Medicinal em um arcabouc¢o tedrico definido e ndo muito

extenso.

Antonio Albuquerque de Souza
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7

Um deles é relacionado ao duo Transferéncia de Elétrons-Estresse
Oxidativo (TE-EQO). O estresse oxidativo resulta do desequilibrio entre o sistema
pré e antioxidante, com predominio dos oxidantes, com dano consequiente aos
endobidticos. A geracdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) por cicladores
redox (agentes que sofrem reacdes redox reversivelmente) ocorre via
transferéncia de elétrons a classes de substancias que contém “eletr6foros”, como
guinonas (ou precursores fendlicos), complexos metalicos (ou complexantes),
nitrocompostos aromaticos (ou suas formas reduzidas) e iminas conjugadas (ou
ions iminio) [KOVACIC; OSUNA, 2000], entre outras, que ap0s sofrerem reacdes
redox, estdo aptas a transferir elétrons ao oxigénio, gerando o &anion-radical

superoxido e uma cascata de outras espéces reativas (Figura 1).

[ 2ANO, + NAD(P)H + 26 ——> 2ArNOs~ + NAD(P)" + H'
[l 2AINO;~ + Oy  — » AINO, + O~
Bl O + 2H* SOD. H,0, + 0,

[4] 02; + H202 —_—> OH.+ OH- + 02

5
Bl op,0 catalase 2H,0 + O,

Figura 1. Geracdo de espécies oxigenadas reativas ap0s redugdo do grupo nitro e

desintoxificacéo, pelo emprego de catalase e superdxido-dismutase (S.0.D.).

7

A alquilagdo apoOs processos biorredox é o segundo dos mecanismos
principais e descreve o efeito de compostos, que expressam seu modo de acgéo
farmacol6gica como agentes alquilantes, mas o fazem apos reducdo ou oxidacao
in vivo. A grande maioria dos agentes alquilantes empregados clinicamente sao
pré-farmacos e se comportam como armadilhas eletrofilicas para nucledfilos
moleculares ou endobiéticos, apos reducdo ou oxidacdo catalisada ou nao por
enzimas [RAJSKI; WILLIAMS, 1998]. Os dois mecanismos, TE-EO ou alquilacao

bio-redox, ndo sdo mutuamente exclusivos e podem ocorrer simultaneamente. A

2
Antonio Albuquerque de Souza
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predominancia de um sobre o outro depende do conteddo de oxigénio dos
sistemas biolégicos envolvidos.

Nesse contexto, um fator importante esta relacionado a concentracdo de
oxigénio na célula. Alguns tecidos, por exemplo, tumores sélidos, apresentam
regides com baixa concentracdo de oxigénio (hipoxia). A concentracdo de O
influencia profundamente o resultado das reacdes eletroquimicas bioldgicas
[GOULART et al., 2006].

Os farmacos ativados em situagcdes de hipoxia apresentam amplas
aplicagbes, principalmente, por suplantar a resisténcia de células tumorais
hipéxicas a radioterapia. As propriedades-chave de tais farmacos incluem
propriedades redox apropriadas para ativacdo por redutases bioldgicas
(tipicamente flavoproteinas) e para reacdo com oxigénio de tal modo que niveis
normais de oxigénio possam inibir ou reverter o processo de reducéo.

De modo geral, o cancer € a doenca-alvo para a maioria dos farmacos,
protétipos e pro-farmacos. E a area onde a maioria dos estudos de correlagio
entre parametros eletroquimicos e atividade bioldgica foi e é realizada.

1.1. NEOPLASIAS

A carcinogénese é um processo que envolve multiplas etapas. Uma célula
saudavel passa por um estado pré-canceroso até atingir o estagio de céancer.
Geralmente, o cancer é descrito como sendo uma doenca da diferenciacao celular
ou doenca de origem celular. Seu processo de desenvolvimento é caracterizado
pela acdo cumulativa de multiplos eventos ocorrendo em uma Unica célula e pode
ser descrito em trés estagios: iniciagdo, promo¢cdo e progressao (Figura 2).
Espécies reativas de oxigénio (ERO) podem atuar em todos estes estagios
[VALKO et al., 2006].

Antonio Albuquerque de Souza
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ERO Iniciagao Promocae  _  cajyla pré-neoplasica
Reversivel [ .}
‘\‘ Danoao DA Proliferagéio o Tl
; —_ e [ Y —— A -] )
Q — ) ——— A,/ Progressio
Célula Feparo ao DA, Ltpoptoze ——
narmal l Irreversivel

»

Promeso

/ L%Eg Célula neoplasica
o famor |
L - L . Tumor
hiaixo moderaco alto

Miveis de estresse oxidativo

Miveis de efetto carcinogénico

Figura 2. O modelo dos trés estagios da carcinogénese e o efeito nos niveis de carcinogénese vs
niveis de radicais livres em varios estagios dos processos carcinogénicos (A) [Adaptado de VALKO
et al., 2006].

Na iniciacdo, espécies reativas de oxigénio (ERO) sdo responsaveis pelo
dano oxidativo as bases do DNA, tendo como resultado uma alteracao celular
reversivel. Nesse processo, 0 dano oxidativo ao DNA resulta na formacdo do
aduto 8-oxoguanina, que pode ser o responsavel pela transformacao do tumor de
benigno para maligno.

A promocgédo corresponde ao estagio onde ocorre a proliferacdo das células
inicialmente alteradas e/ou inibigcdo da morte celular programada (apoptose).

O Jultimo estagio do processo carcinogénico, a progressao, envolve
mudancas celulares e moleculares que ocorrem a partir de um estagio preé-
neoplasico a neoplasico. Este estagio é irreversivel e caracterizado por um
acumulo adicional do dano genético, resultando na transicdo de célula benigna
para maligna, com consequente desenvolvimento do tumor [VALKO et al., 2006].

Os tumores solidos, que apresentam divisdo celular relativamente lenta, tais
como o carcinoma de pulméo, célon e mama, constituem mais de 90% de todos
os tipos de cancer do homem. Estes tipos de neoplasias, em geral, respondem

pouco aos agentes quimioterapicos existentes e o tratamento curativo, utilizando

4
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qualquer uma das modalidades terapéuticas ou mesmo a combinacdo das
diversas modalidades, é extremamente dificil [KENNEDY et al. 1980].

O abastecimento sanguineo do tumor é realizado, inicialmente, através da
vascularizagdo existente na regido. Durante o crescimento do tumor, vasos
sanguineos pré-existentes sdo obstruidos ou comprimidos. Posteriormente, novos
vasos sanguineos comegam a surgir (neovascularizacdo) e estes se ramificam
excessivamente, sdo tortuosos e seguem em diregbes imprevisiveis.
Adicionalmente, algumas areas do tumor sdo bem irrigadas, outras tém pouca ou
nenhuma vascularizagédo, o que faz com que o aporte de oxigénio e nutrientes
para algumas regides do tumor seja muito menos eficiente do que nos tecidos
normais. As células localizadas proximas aos vasos sanguineos (periferia do
tumor) sado células bem oxigenadas. As células localizadas no centro do tumor e,
portanto, distantes de vascularizacdo, sdo ceélulas anodxicas e necroticas.
Finalmente, as células localizadas entre estas duas regides sdo conhecidas como
células em hipoxia, pois estdo localizadas em uma regido de baixa concentracao
de oxigénio (Figura 3), [OLIVEIRA; ALVES, 2002].

1
celulas tumorais

@ celulas oxigenadas
¢e> celulas em hipoxia

a» celulas em necrose

Figura 3. Seccao transversal de um tumor sélido, mostrando a diminuicdo da concentracdo de
oxigénio em relacao a distancia capilar [Adaptado de OLIVEIRA; ALVES, 2002].
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7

A presenca de regides em hipdxia em tumores é a maior limitacdo da
eficiéncia da radioterapia e de muitos agentes quimioterapicos [PARVEEN et al.,
1999]. A maior sensibilidade aos efeitos da radiacdo ionizante observada em
células com oxigenacao normal, deve-se ao fato dos radicais gerados na radiacao

reagirem rapidamente com o O, molecular, originando radicais altamente reativos,

tais como os radicais peroxila (ROO®), hidroxila (HO®), e superéxido (que causam

dano ao DNA da célula tumoral) [KOVACIC; OSUNA, 2000]. Deste modo, células
hipoxicas apresentam a capacidade de limitar a cura de tumores soélidos. Nesse
sentido, agentes que apresentam acao preferencial frente a células hipdxicas
constituem candidatos potenciais na terapia do cancer [HEIMBROOK et al., 1988].

As diferencas fisiolégicas na concentracdo de oxigénio entre células
tumorais normais e em hipoxia tém sido exploradas no desenvolvimento de pré-
farmacos biologicamente inativos que, ap0s biorreducdo seletiva em tecidos
hipéxicos, liberariam nova substancia, dessa feita, na forma ativa (farmaco)
[PARVEEN et al.,, 1999; EVERETT et al.,1999]. Farmacos biorredutiveis
apresentam toxidade seletiva frente a células hipoxicas, caracteristica esta de
interesse potencial na terapia do cancer devido a presenca dessas regides em
tumores solidos [MCCLELLAND, 1990].

A ativacdo de pré-farmacos biorredutiveis € decorrente de reducgdo
enzimatica. Como exemplo, pode-se destacar o sistema enzimatico responsavel
pela ativacao biorredutiva de nitrocomposto, as enzimas nitrorredutases, que séo
responsaveis pela ativacdo de pro-farmacos biorredutivies que possuem o grupo
nitro [JAFFAR et al., 2001].

1.2. COMPOSTOS NITROAROMATICOS

Os comopostos nitroaromaticos, especificamente 0s nitroimidazéis,
apresentam toxidade preferencial a tecidos tumorais hipoxicos. Entre o0s
compostos da classe que sdo amplamente estudados, pode-se citar como

Antonio Albuquerque de Souza
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exemplos o metronidazol (I) e o mesonidazol (Il), testados clinicamente como
radiossensibilizadores. Mesonidazol e metronidazol sado rapidamente reduzidos
por radicais gerados na radiagdo ou através dos sistemas enzimaticos
[HEIMBROOK et al., 1988].

As propriedades biol6gicas de nitroaromaticos estdo relacionadas a sua
afinidade por elétrons, ou mais precisamente, ao seu potencial de redugédo. A
toxicidade seletiva do grupo nitro frente a células hipoxicas se deve a formacéo de
intermediarios altamente reativos apds reducdo metabdlica, como o anion radical

nitro (RNO»22) e os derivados nitroso (RNO), hidroxilamina (RNHOH) e amina
(RNHy) [ZIEBA-MIZGALA et al., 2005].

NO, N
— [ Hno,
\ N—CH,CH,OH N
\% \CH2C|3HCH20CH3
CH OH
Metronidazol | Mesonidazoll I

A citotoxidade hipoxica seletiva do derivado hidroxilaminico € atribuida a
formacdo de metabdlitos capazes de se ligarem a macromoléculas, como
proteinas e o DNA. Estudos também apontam para uma alta reatividade do
derivado nitroso, onde a citotoxidade hipoxica esta relacionada a reacdo desse
derivado com a reducdo dos niveis de tidis intracelulares, como a glutationa
[KOVACIC; OSUNA, 2000]. Sugere-se que a redugcdo nos niveis de compostos
tidlicos possa induzir a morte celular via mecanismo ligado a apoptose e ao
aumento do estresse oxidativo (EO) [BREZDEN et al.,, 1994; BERUBE et al.,

1991].

De modo geral, os farmacos biorredutiveis ndo sdo tdo numerosos,

correspondendo entdo a trés classes principais, 0s nitroaromaticos (I e II),
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compostos que possuem a func¢do quinona (Ill) e N-oxidos (IV), todas detentores
de comprovada atividade anti-cancerigena seletiva a células hipoxicas apos
reducdo biolégica [NAUGHTON, 2001; MONGE et al. 1995].

Tirapazamina (1V)

Mitomicina C (I11)

Do ponto de vista biolégico, a ativacdo redutiva representa um elegante
caminho para farmacos que tém como alvo células com limitada concentragédo de
oxigénio. Entre os compostos que apresentam a mais extensa aplicacdo na clinica
se encontram 0s nitroaromaticos, que tém sido empregados no tratamento de
infecgcBes anaerdbicas, no tratamento do cancer como citotoxinas a células
hipéxicas e como radiossensibilizadores [SQUELLA et al., 2005; MILLER et al.,
2001], no tratamento de doengas causadas por protozoarios parasiticos, como a
doenca de Chagas [BOLLO et al., 2005; MAYA et al., 2002].

A ativacao de nitroaromaticos pode acontecer por uma reducdo enzimatica
direta seguida de reacdo com oxigénio, gerando espécies reativas de oxigénio ou,
alternativamente, em baixa concentracdo de oxigénio, por geracdo, apos extensa
reducdo, de espécies eletrofilicas (iminoquinometanos). Mais detalhadamente,
nitrocompostos apos sofrerem reducdo em condi¢Bes de hipoxia, com formacao
da hidroxilamina (4 elétrons) ou amina (6 elétrons), via intermediario nitroso (2 é ),
liberam um farmaco ativo que pode ser um intermediario alquilante (Figura 4),

capaz de se ligar ao DNA ou a outras biomoléculas [JAFFAR et al., 2001], como
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tidis [RADI & BELAL, 1997] e &cidos nucléicos, resultando assim em um efeito

téxico potencial.
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Figura 4. Liberacdo de espécies ativas apds reducdo em células hipdxicas de (a) um
nitroaromatico e (b) um nitroimidazol [Adaptado de JAFFAR et al., 2001].

7

A reducdo do grupo nitro é essencial para a maioria das atividades
biologicas (Figura 5) [TOCHER, 1997]. E valido ressaltar, de acordo com a Figura
5, que somente 0s organismos que possuem mecanismo redox com suficiente
potencial de reducdo para reduzir o grupo nitro, produzirdo espécies
biologicamente ativas a partir desta classe de compostos [SQUELLA et al., 2005].
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Figura 5. Esquema da reducéo de nitrocompostos aromaticos. [Adaptado de Tocher, 1997].

A reducéo eletroquimica de nitroaromaticos tem sido amplamente estudada
em meio proético e aprotico. As técnicas eletroquimicas sdo usadas para estudar a
formagao, estabilidade e reatividade do produto da redugdo monoeletrGnica do
grupo nitro, o anion nitro radical, em diferentes meios. Estudos eletroquimicos tém
revelado que o mecanismo de reducdo é complexo e dependente do meio
reacional.

Os aspectos exclusivamente termodindmicos nao sdo, na maioria das
vezes, suficientes, para a compreensao da atividade farmacoldgica de farmacos.
Aspectos cinéticos revelam-se extremamente importantes na liberacdo de
farmacos ativos ou na geracdo do Estresse Oxidativo nos sitios-alvo. Moléculas
com baixa afinidade eletronica (potenciais de redugcdo mais negativos) sao
ativadas inadequadamente por enzimas, enquanto moléculas facilmente redutiveis
podem ser rapidamente metabolizadas ou excretadas ou ainda ativadas fora do
alvo [KELSON et al.,, 1998]. O potencial de redugdo do farmaco (que pode
controlar a velocidade de reacdo), o pK, do radical e a natureza cinética desse
altimo podem influenciar tanto a atividade quanto a seletividade do farmaco
[IYANAGI, MAKINO, MASON, 1974]. A equacdo abaixo correlaciona a

dependéncia entre os parametros cinéticos e os termodinamicos.
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Log (velocidade de reducdo) = constante + (dependéncia redox x Ep) (1)

1.3. GLUTATIONA E O AMBIENTE CELULAR REDOX

A producado de espécies reativas de oxigénio (ERO) e de nitrogénio (ERN)
é parte integrante dos processos metabolicos normais. E sabido que tais espécies
desempenham um papel duplo nos sistemas bioldgicos, podendo ser tanto
benéficas quanto danosas. Entre as importantes funcdes biologicas inerentes a
estas espécies, pode-se citar a fagocitose, fenbmeno no qual espécies radicalares
sdo produzidas para eliminar o agente agressor. No entanto, quando sua
producdo acarreta danos celulares, o proprio organismo dispde de um eficiente
sistema antioxidante que consegue controlar e restabelecer o equilibrio. O
mecanismo de defesa envolve o0s sistemas enzimaticos e ndo enziméticos da
célula. O sistema enzimatico é representado por enzimas antioxidantes como:
superéxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPX).
Como sistema nao enzimatico, destacam-se: glutationa (GSH), tocoferdis,
ascorbato, acido Urico e B-carotenos [VALKO et al., 2004; BUETTNER, 1993].

A glutationa, um tripepitideo (y-L-glutamil-L-cisteinil-glicina), é o maior tiol
ndo protéico envolvido no sistema de defesa antioxidante da célula [SAKHI et al.,
2006]. A sintese de GSH se da a partir de cisteina, glutamato e glicina, através de
processos catalisados pelas enzimas citosolicas y-glutamilcisteina sintetase e
glutationa sintetase [SIES, H., 1999].

Glutationa se encontra em abundancia no citosol, nacleo e mitocdndria,
sendo o maior antioxidante sollvel nesses compartimentos celulares. Em
condi¢cdes metabdlicas normais, o equilibrio existente entre as formas reduzida (V)
e oxidada da GSH, glutationa dissulfeto (VI), sendo a primeira presente em maior
concentragao, € responsavel pela manutencao do potencial redox nas células, na
desintoxicacdo de varios compostos citotoxicos, sequestradora de radicais e
antioxidante, entre outras atividades [FERNANDEZ-CHECA, 2003; MASELLA et
al., 2005; RUSSO et al.,, 1986]. Na sua forma reduzida, glutationa possui 4
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grupamentos acidos dissociaveis (2 grupos carboxilicos, 1 grupo tiol e um grupo
amonio) [PLANCHON et al., 2004], enquanto a forma oxidada mantém 6 deles (4

grupos carboxilicos e 2 grupos amoénio), com perda da funcéo tidlica.
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Em condi¢cbes redoxes normais, a maior porgdo de GSH se encontra na
forma reduzida. A GSH também esta ligada a varias proteinas e atua como
coenzima das varias enzimas envolvidas na defesa celular. Assim, glutationa pode
sequestrar radicais livres diretamente ou pode atuar como substrato para as
enzimas glutationa peroxidase (GPx) e glutationa S-transferase (GST) durante a
desintoxicacao de perdxido de hidrogénio (H20,), hidroperéxidos lipidicos (ROOH)
e compostos eletrofilicos [MASELLA et al., 2005]. Glutationa peroxidase € um dos
meios de controle do organismo dos niveis de peréxido de hidrogénio e
hidroperoxidos lipidicos utilizando GSH [MASELLA et al., 2005; ROVER JUNIOR
et al., 2000]. Nas reacdes catalisadas por glutationa peroxidase, GSH é direta ou
indiretamente oxidada ao dissulfeto (GSSG) [GRIFFITH, 1999]. Outra enzima que
apresenta acdo conjunta com a glutationa peroxidase é a glutationa redutase
(GR). Esta ultima ndo atua diretamente na remocdo de espécies radicalares,
porém é responsavel pela regeneracdo da glutationa a sua forma reduzida (GSH)
na presenca de nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (NADPH), tendo como
objetivo impedir a paralisacdo do ciclo metabdlico da glutationa (Figura 6) [ROVER
JUNIOR, 200].
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Figura 6. Interconversédo de glutationa nas suas formas reduzida (GSH) e oxidada (GSSG) pela
acdo das enzimas glutationa peroxidase (GSH-Px), glutationa oxidase (GO) e glutationa redutases
(GR) [ROVER JUNIOR et al., 2000].

A concentragdo total de GSH e GSSG, expressa em termos da razao
GSH/GSSG, determina o ambiente redox da célula [SCHAFER; BUETTNER,
2001]. Em condicdes fisiologicas, o estado redox intracelular de tids é altamente
reduzido. Desta forma, GSH apresenta papel central na manutencédo da
integridade funcional de um sistema fisiologicamente ativo [HADDAD; HARB,;
2005]. Agentes endodgenos e exdgenos, que induzem a formacdo de espécies
reativas de oxigénio e nitrogénio (ERON), podem afetar a homeostase redox por
regularem a atividade de enzimas antioxidantes, principalmente glutationa
peroxidase (GPx), e enzimas envolvidas na reciclagem e biossintese de glutationa
[HADDAD:; HARB; 2005].
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O estresse oxidativo resulta na formacao excessiva de GSSG em relacdo a
GSH, tendo como consequéncia uma mudanca no estado redox da célula,
tornando-o mais positivos. Mudangas no ambiente redox celular podem alterar a
transducéo de sinais, sintese de DNA e RNA, sintese de proteinas e ativagéo
enzimatica [SCHAFER; BUETTNER, 2001].

Estudos relatam que os niveis de glutationa (GSH) em células cancerosas
sdo maiores do que os correspondentes em células normais [RUSSO et al., 1986].
Altas concentragfes de tidis (ambiente redox mais reduzido) podem estimular a
proliferacdo de algumas células tumorais. No entanto, a morte celular é induzida
por um estado redox mais oxidado (tiis em sua forma oxidada). Assim, o
ambiente redox (concentracdo de tidis) da célula pode determinar a proliferacao,
diferenciacdo ou morte celular [SCHAFER; BUETTNER, 2001]. Dessa forma,
compostos que inibem ou estimulam a sintese de glutationa podem ser de
interesse especial na quimioterapia do cancer [GRIFFITH; MEISTER, 1979;
WILLIAMSON et al., 1982].

As propriedades citotéxicas de nitroaromaticos foram investigadas em
presenca de aminotidis, como glutationa e cisteamina. Esses estudos sugeriram
que os ti6is podem atuar na protecdo contra radicais, como um agente oxidante,
ou um agente redutor, ou das trés formas dependendo das condi¢cdes. Nesse
sentido, a reatividade de aminotidis frente a intermediarios de reducéo a partir de
nitroaromaticos gerados eletroquimicamente in situ, € estudada através da andlise
da resposta voltamétrica apdés adicdo de endo/xenobidticos [TOCHER;
EDWARDS, 1995].

A reducdo nos niveis de glutationa intracelular, apos interacdo com o0s
produtos de reducdo de nitroimidazois, foi relatada, sendo este efeito
seletivamente observado em células hipdxicas. Uma caracteristica interessante é
gue a glutationa apresenta alta afinidade por intermediarios gerados apés reducao
de nitrocompostos, onde as reacdes entre estes resultam na formagao de adutos
covalentes com GSH [MCCLELLAND, 1990].

Esclarecer o mecanismo de interacdo entre o anion radical nitro (RNOy),

produto da reducdo monoeletrénica de nitroaroméaticos com aceptores biolégicos
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de elétrons, como tidis e acidos nucléicos é de crucial relevancia para elucidar o
mecanismo de acéo in vivo de nitrocompostos. O mecanismo que caracteriza a
interacdo com tidis € complexo e o efeito da adigdo de tiol sobre a estabilidade do
anion radical nitro depende do farmaco, da natureza do tiol, da concentracdo do
eletrélito suporte e da superficie eletrodica [NUNEZ-VERGARA et al., 1997;
JULIAO et al.,2006].

1.4. BIOSSENSOR DE dsDNA

Os acidos desoxirribonucléicos desempenham importante papel nos
processos bioldgicos. O DNA € a biomolécula responsavel pela determinacdo das
caracteristicas hereditérias, pois é transportador da informacdo genética, além de
instruir a sintese de proteinas e enzimas através dos processos de replicacéo e
transcricdo da informacéo genética celular [RAUF et al., 2005]. A molécula de
DNA consiste em duas cadeias antiparalelas de polinucleotideos formados por
unidades monoméricas de nucleotideos. Cada nucleotideo é formado por trés
tipos de componentes quimicos: um grupo fosfato, que corresponde a uma
pentose (desoxirribose), e quatro diferentes bases nitrogenadas. O esqueleto do
DNA é representado pelo polimero acucar-fosfato (desoxirribose-fosfato). As
bases puricas, adenina (A) e guanina (G), e as bases pirimidicas, citosina (C) e
timina (T), codificam a informacdo genética como uma funcdo de suas ordens
consecutivas na cadeia. A dupla hélice de DNA € resultante das ligacdes de
hidrogénio entre as bases nitrogenadas, A-T e G-C, presentes nas duas fitas de
nucleotideos que constituem a biomacromolécula (Figura 7) [DICULESCU et al.,
2005].
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Ligagdes de hidrogénio Base  Desoxirriboze
|

Figura 7. Representagdo esquematica da dupla fita de DNA. Ligacdes de hidrogénio entre as

nucleobases.

Muitos dos testes para a deteccao de cancer sédo frequentemente baseados
em sistemas para determinacdo de agentes que causam dano ao DNA. E
estabelecido que algum dano irreversivel ao DNA possa resultar em doencgas
hereditdrias, que apresentam consequéncias letais, mutagénicas ou
carcinogénicas para a célula. Devido a grande a variedade de compostos que
atuam por esse caminho, 0 sucesso na determinacdo de acbes mutagénicas
requer o desenvolvimento de métodos simples e sensitivos para determinacdo da
reatividade potencial desses agentes com macromoléculas bioldgicas. Entre os
agentes quimicos carcinogénicos que sdo reativos per si, agentes alquilantes
constituem um grupo com conhecida reatividade quimica [SEQUARIS; VALENTA,
1987]. Desta forma, um dos alvos biol6gicos mais relevantes para mecanismo de
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acdo de farmacos € o DNA. Muitos compostos se ligam e interagem com o DNA,
causando mudancgas na estrutura do DNA e sequéncia de bases, provocando
perturbacdes na replicagcédo do DNA [BRETT; CHIORCEA, 2003].

O estudo das interacdes de farmacos com o DNA é de crucial relevancia
para o desenvolvimento racional de farmacos. As interagdes de farmacos com o
DNA englobam trés possibilidades: a primeira destas se da através do controle de
fatores de transcri¢cdo e polimerases, onde farmacos interagem com proteinas que
se ligam ao DNA. A segunda ocorre através da ligacdo com RNA, que pode
ocorrer com o DNA de dupla fita, formando uma tripla hélice, ou por expor uma fita
simples de DNA, formando hibridos que podem interferir na atividade de
transcri¢cdo. A Ultima interacdo consiste na ligacdo direta de moléculas pequenas a
dupla hélice do DNA. No ultimo caso, as interacdes podem ser de natureza
eletrostatica devido as cargas negativas do acucar-fosfato (geralmente néo
especificas), intercalacao entre os pares de bases e ligagdes covalentes [RAUF et
al., 2005, HELI et al., 2005].

Diante da necessidade de se entender o mecanismo de acao biologica de
farmacos, como as interagdes do DNA com moléculas pequenas ou ions, analises
da sequUéncia de genes, bem como na determinacdo do dano oxidativo ao DNA,
foram desenvolvidos biossensores eletroquimicos de DNA [BRETT; CHIORCEA,
2003]. Um biossensor eletroquimico de DNA consiste em um dispositivo cujo
elemento de reconhecimento bioldégico é o DNA fita dupla (AsDNA) ou DNA fita
simples (ssDNA), imobilizado sobre um transdutor eletroquimico (eletrodo), que
permite mensurar processos onde ocorrem ligacdes especificas com o DNA
[MOUSTY, 2004; BRETT; CHIORCEA, 2003].

A oxidagéo eletroquimica do DNA em eletrodo de carbono vitreo usando
voltametria de pulso diferencial mostra dois picos de oxidagéo referente as bases
guanina e adenina (Figura 8). Uma maior dificuldade de oxidacdo das bases
referentes ao DNA fita dupla é observada em relagdo ao DNA fita simples
(ssDNA), o que se deve a maior flexibilidade dessa fita, onde as bases expostas
sdo passiveis de oxidacao (ssDNA) [DICULESCU et al., 2005].
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adenine

Figura 8. Voltamograma de pulso diferencial obtido com eletrodo de carbono vitreo modificado
com DNA (60 pg mL-1) em uma solucdo de tampéo acetato 0,1 M, pH 4,5: 1° voltamograma do
ssDNA (linha vermelha) e dsDNA (linha preta), 40° voltamograma do dsDNA (linha pontilhada)
[DICULESCU et al., 2005].

Estudos da interagdo de substancias com a dupla hélice de DNA,
utilizando-se um biossensor voltamétrico de DNA, foram realizados com farmacos
pertencentes a diferentes classes quimicas (quinonas, nitroaromaticos, acridinas).
As interacbes com a dupla hélice foram observadas através de diferentes
metodologias. Em alguns casos a interagdo com o DNA foi observada apenas
deixando o biossensor em contato com a solucdo do analito e, realizando-se
posterior varredura anddica, enquanto que, em outras situacdes, a interacdo foi
observada apos posterior ativagdo do farmaco, reducgdo, por exemplo, havendo
formacdo de intermediérios reativos [WANG et al., 1998; BRETT et al., 2002; DE
ABREU et al., 2002]. Assim, biossensores de DNA podem ser empregados tanto
para obtencdo de interagbes especificas de certos farmacos com algumas bases
de DNA, como também para elucidar o mecanismo de interacdo. Os testes
diagnésticos das possiveis interagdes de farmacos com o DNA séo feitos através
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da comparacgéo da resposta voltamétrica obtida com o farmaco em biossensor de
DNA e os picos individuais referentes a cada base (Figura 7). Um exemplo de
intercalacdo com o DNA € o estudo da reducdo da adriamicina intercalada na
dupla hélice, onde apds transferéncia de elétrons a partir da guanina para o grupo
quinona presente na molécula, o dano ao DNA resulta na formac¢do do aduto 8-
oxoguanina, mensurado eletroquimicamente [BRETT et al., 2002].

1.5. ADUTOS DE BAYLIS-HILLMAN

A reacéo de Baylis-Hillman, conhecida desde 1972, pode ser definida como
uma reacdo que resulta na formacdo de uma ligacdo carbono-carbono entre
carbonos eletrofilicos sp? (geralmente um aldeido) e a posicédo a de uma olefina
contendo um grupo retirador de elétrons, ativada por um catalisador, o 1,4-
diazabiciclo [2.2.2.] octano (DABCO) [COELHO; ALMEIDA, 1999]. A reacéo inicia
com a adicdo conjugada do DABCO (nucledfilo) ao acrilato de etila (Figura 9).
Esta resulta na formacdo do enolato que pode entdo atacar o acetaldeido em uma
reacdo alddlica. Esta ultima € acompanhada por eliminacfes levando entdo a
formacé&o de produtos a,B-insaturados [CLAYDEN, 2005].
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Figura 9. Reacéo de Baylis-Hillman [CLAYDEN, 2005].

Esta reacdo vem recebendo consideravel atencéo por parte dos quimicos
organicos, basicamente por apresentar caracteristicas fundamentais para a
eficiéncia de um método sintético: é regio, quimio e estereosseletiva; € econdmica,
requer condi¢des brandas e fornece moléculas polifuncionalizadas que, através de
sucessivas interconversbes de grupos funcionais, podem permitir o acesso a
importantes intermediarios sintéticos. A potencialidade desta reacdo é muito
grande, particularmente no que se refere ao controle estereoquimico, podendo
levar a formagcédo de pelo menos um centro estereogénico. Estes adutos podem
ser utilizados como precursores na sintese de uma variedade de compostos
biologicamente ativos e de ocorréncia natural [COELHO; ALMEIDA, 1999].

Um interesse particular na sintese desses compostos consiste na eletrofilia

apresentada por adutos de Baylis-Hillman, que s&o aceptores de Michael e,
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portanto, podem reagir com endobidticos de importancia biologica. Alguns
compostos séo capazes de adicbes conjugadas, conhecidas como adi¢gbes de
Michael, com alvos biologicos importantes. Um exemplo desse tipo de reacéo é a
adicdo conjugada a porcdao tidlica e grupos amino de enzimas, principalmente as
enzimas polimerases, envolvidas nos processo de divisdo celular (Figura 10)
[CAYDEN, 2005]. Alguns B-hidroxi-acrilatos, ou adutos de Baylis-Hillman, foram
estudados frente aos nucledfilos biologicos, com evidéncia de interacdo
significativa com glutationa do que com desoxirribonucleosideos [MCCARTHY et
al., 1994].

/ oy dcdo de ("" o
Enz—SH P AR Michael S OFt
] > Enz & e Eny S
. . O O~ 5
enzima etil acrilato . | B
aceptor de Michael enzima inativa

Figura 10. Reacao tipo adicdo de Michael a enzimas polimerases envolvidas nos processos de
divisédo celular [CLAYDEN, 2005].

Diante desse contexto, e das caracteristicas apresentadas pela reacao
descrita acima, foram sintetizados compostos com funcionalidade famacoférica
mista: acrilato + nitroaromatico. Os adutos de Baylis-Hillman (1 e 2), foram
sintetizados e testados frente a oito linhagens de células cancerosas humanas
[KOHN et al., 2006].

OH O OH

H OCHg; H OCHg3
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A atividade antiproliferativa desses compostos foi avaliada in vitro, de
acordo com o estabelecido pelo Instituto Nacional do Céancer (INC). Analises
foram realizadas em DMSO, nas concentragbes de 250, 25, 2,5 e 0,25 ug/mL,
obtendo-se resultados significativos para as linhagens de células usadas:
UACC62 (melanoma), MCF7 (mama), NCI460 (pulmdo), OVCAR (ovério), PC03
(prostata), HT29 (célon), 786-0 (renal) e NCI-ADR (células mamérias resistentes a

varios quimioterapicos) conforme representado na Tabela 1 [KOHN et al., 2006].

Tabela 1. Atividade citotoxica dos compostos 1 e 2 frente a células tumorais humanas [KOHN et
al., 2006].

Composto ICso (uM) para linhagens de células

UACC62 MCF7 NCIADR 786-0 NCI460 PC-03 OVCAR HT29

1 9,5 3,1 3,9 61 40 41 40 27

2 3,8 14 2 7,1 4,3 4,1 3,2 21

O {2-[p-Nitrofenil(hidroxi)metil]acrilato de metila} (2) apresentou
pronunciado efeito antiproliferativo frente a células tumorais humanas,
principalmente para linhagens resistentes (NCIADR) a varios quimioterdpicos
utilizados em clinica (Tabela 1) [KOHN et al., 2006].

A presenca de dois grupos farmacoféricos se reveste de interesse especial:
a cetona a,B-insaturada, por sofrer com facilidade adicdo de Michael e o grupo
nitro por gerar apos reducdo, anions radicais ou intermediérios que podem causar
danos ao DNA [DE ABREU et al., 2002].
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2. OBJETIVOS

% Realizar o estudo eletroquimico do 2-[p-Nitrofenil(hidroxi)metil]acrilato de
metila (2), tanto em meio prético quanto em meio aprotico, através das técnicas de

voltametria ciclica, pulso diferencial e onda quadrada.

% Estabelecer o mecanismo eletrodico de reducdo, em comparacdo com
aqueles obtidos a partir do composto-padrdo ndo nitrado, ©
2-Fenil(hidroxi)metil]acrilato de metila (1).

% Realizar eletrdlises em potencial controlado, como auxiliar na elucidacao do
mecanismo eletrédico, bem como isolamento e caracterizacdo dos produtos de

reducdo, em auséncia e presenca de endobidticos.

% Investigar a reatividade dos produtos de reducdo frente aos endobioticos,
DNA e glutationa, para obtencédo de informacdes relevantes para a compreensao
do mecanismo biologico de agéo.
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3. EXPERIMENTAL

3.1. PRODUTOS QUIMICOS E SOLVENTES

Os adutos de Baylis-Hillman (1 e 2) foram sintetizados e cordialmente
cedidos pela Profa. Dra. Wanda Pereira Almeida (Faculdade de Ciéncias
Médicas/UNICAMP, Campinas — SP) [KOHN, et al., 2006], em colabora¢do com o
Grupo de Eletroquimica do Instituto de Quimica da UFAL.

O solvente utilizado para os estudos em meio aprético, N,N-
dimetilformamida (DMF) (Acros Organics), foi destilado imediatamente antes de
sua utilizacdo. Como o DMF se decompbe quando destilado sob pressao
atmosférica, o caminho mais conveniente para sua purificacdo é a passagem por
uma coluna de alumina ativada; secagem com CuSO, anidro (remocdo de
aminas) e destilagéo sob presséao reduzida. A forma totalmente anidra do solvente
é de dificil obtencdo. A presenca de N-metilformamida deve ser evitada, pois esta
pode agir como doador de proton ou interferir no desenvolvimento da reacao
[LUND, 1991].

O eletrdlito suporte utilizado em meio aproético, sintetizado pelo grupo de
eletroquimica, perclorato de tetrabutilaménio, foi seco a pressdo reduzida e a
temperatura de 40°.

As glutationas reduzida e oxidada, utilizadas nos estudos eletroquimicos,
foram obtidas comercialmente, Acros Organics.

O dsDNA utilizado nos estudo em biossensor de DNA, consiste em um sal
de sédio Tipo |, altamente polimerizado de calf Thymus (Sigma, Saint Louis),
dessecado, estocado a 2-8° C, teor de sadio 6,2 % e dgua 13%.

Os estudos em meio proético foram realizados em meio aquoso tamponado,
em faixa de pH correspondente a meio 4cido, neutro e alcalino. Para o preparo
dos tampdes foi utilizado: fosfato de s6dio monobasico (NaH,PO, . H,0O) (Vetec);
fosfato de sédio dibasico (Na;HPO,4.7H,0) (Vetec); bicarbonato de sédio anidro
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(NaHCO3) (Merck); hidroxido de sédio (NaOH) (Merck); acido acético (HOAC)
(Synth) e acetato de sédio (NaOAc) (Synth).

3.2. INSTRUMENTOS

Os estudos eletroquimicos dos adutos de Baylis-Hillman (1 e 2) foram
realizados nos equipamentos Potenciostato/Galvanostato BAS 100B e Autolab
PGSTAT 20, sendo realizado tratamento posterior dos graficos através do
programa Origin 6.0.

Os espectros no UV-Vis foram obtidos em um espectrofotdmetro Shimadzu
MultiSpec-1501, numa faixa de comprimento de onda de 200 a 800 nm.

Os espectros de massa, ressonancia magnética nuclear de hidrogénio e
carbono foram realizados na Franca — Paris. Obtiveram-se espectros de RMN *H
em espectrometro Bruker (250,13 MHz). TMS foi o padréo interno e todas as
solucbes foram preparadas em CDCls. Os espectros de RMN '*C foram
registrados em espectréometros Bruker (62,90 MHz), tendo como padréo interno
CDCls.

3.3. PREPARO DAS SOLUCOES TAMPAO

Para o preparo da solucdo tampao fosfato pH 6,9 (0,1 mol L™, forca iénica =
0,157 mol L) foram misturadas 30,5 mL de solucdo 0,2 mol L™* de Na;HPO, e
19,5 mL de solucdo 0,2 mol L™ de NaH,PO4 em baldo de 100 mL preparadas com
agua padréo Milli-Q, completando-se o volume para 100 mL.

Solugdes tampéo fosfato pH 9,4 foram preparadas através da adicdo de
NaOH 10 % (v/v) & solucdo 0,2 mol L™ de NaH.PO4 e Na;HPO, até atingir o valor
desejado. Misturou-se 47,35 mL de soluc&o 0,2 mol L™ de Na;HPO, e 2,65 mL de
solucdo 0,2 mol L™* de NaH,PO, (0,1 mol L™?, forca i6nica = 0,200) e o pH foi

corrigido para 9,4 com a adicao de solugéo 10 % (v/v) de NaOH.
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Para o preparo da solugao tampéo bicarbonato, foi utilizada uma solucao de
NaHCOs (0,200 mol L) adicionando-se solugéo 10 % de NaOH até atingir o pH
9,3 (forca i6nica = 0,2 mol L™).

A solucdo tampao acetato (0,075 mol L™, forca iénica = 0,200 mol L™?) foi
preparada através da mistura das solucées de acido acético (HOAc) 1,0 mol L e
acetato de s6dio (NaOAc) 1,0 mol L?, preparadas com &gua padrdo Milli-Q,
obtendo-se um pH final de 4,5, faixa ideal para estudos em biossensor de DNA.

A solucao tampéo usada nos estudos em biossensor de DNA foi preparada
com agua padrao Milli-Q fervida, para eliminacdo da possivel presenca de
microorganismos que possam causar algum dano a molécula de DNA, sendo

todas as vidrarias utilizadas previamente lavadas com essa agua.

3.4. ESTUDOS ELETROQUIMICOS

Todos os estudos voltamétricos em meio aprético foram realizados
utilizando-se dimetilformamida como solvente e perclorato de tetrabutilamonio
como eletrélito suporte, enquanto que em meio protico, utilizou-se tampéo fosfato,
bicarbonato e acetato. Para eliminar o oxigénio presente na cela eletroquimica,

borbulhou-se, nitrogénio gasoso, por cerca de 5 a 10 minutos.

3.4.1. ELETRODOS E CELAS

Para os estudos voltamétricos, utilizou-se um sistema de trés eletrodos em
cela vidro 5 mL. Como eletrodo de trabalho foi utilizado carbono vitreo (BAS, 3 mm
de diametro, area 7,065 mm?), fio de platina, como eletrodo auxiliar, Ag/AgCI,CI
(0,100 mol L™), calomelano saturado (ECS), como eletrodos de referéncia,
respectivamente.

Eletrélises em potencial controlado foram realizadas em cela de vidro Pyrex

(100 mL), mantendo-se anodo e catodo separados em todo o experimento.
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Utilizou-se como eletrodo de trabalho feltro de carbono com dimensdes de 2,0 cm
x 2,5 cm x 0,5 cm. 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. O eletrodo de referéncia utilizado foi o
mesmo das voltametrias Ag/AgCl, CI" (0,200 mol L™).

3.4.2. TECNICAS ELETROQUIMICAS

As técnicas empregadas para os estudos eletroquimicos foram: voltametria
ciclica (VC), voltametria de pulso diferencial (VPD) e voltametria de onda
guadrada (VOQ).

Nos estudos em meio aprético, foi utilizada uma concentragédo de substrato
igual a 2,00 x 10 mol L*, enquanto que em meio prético, as anélises foram
realizadas nas concentracdes de 1,00 e 2,00 x 10 mol L™.

Os estudos em valores de pH correspondentes a meio neutro, foram
realizados em meio aquoso-etandlico tamponado, EtOH + tampéo fosfato (1:9) pH
6,9. Ja para os estudos em meio alcalino, pH 9,4 e 9,6, utilizaram-se meio aquoso
tamponado e meio misto tamponado. Os estudos em tampéo fosfato foram
realizados em uma mistura de EtOH + tampao fosfato (1:9) e DMF + tampéo
fosfato (1:9). Em meio bicarbonato, utilizou-se a mistura EtOH + tampao
bicarbonato (2:8).

3.4.3. ELETROLISE

Eletrélises em potencial controlado foram realizadas em meio neutro, pH 6,9,
em solucdo EtOH + tampao fosfato (2:8). O oxigénio foi removido por desaeragao
com nitrogénio durante 15 minutos. Em seguida, iniciou-se a pré-eletrélise dessa
solucdo em Eap = - 1,0 V, até a corrente atingir aproximadamente 1% do valor
inicial. O composto 2 (0,05 g — 2,64 x 10 mol L) foi dissolvido em um volume de

etanol previamente reservado e adicionado a solucdo pré-eletrolisada,
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procedendo-se, assim, a eletrélise em Eap = - 0,950 V até a corrente atingir
valores residuais. Todo o processo foi acompanhado por voltametria ciclica e
espectroscopia no UV-Vis.

Ao final do processo, ao ser atingida a corrente residual, anotou-se a carga
final. Assim, foi calculada a carga residual, multiplicando o tempo de eletrélise pela
corrente residual.

Qres = lres X t (2)

A carga residual calculada foi subtraida da carga total, obtendo-se entdo a
carga liquida referente a reducdo do substrato. A partir dessa carga liquida foi
calculado o numero de elétrons a partir da equacao abaixo:

n:Q"quM/me (3)

onde n é o numero de elétrons, Qi a carga liquida (Coulombs), MM a massa
molecular do substrato (g . mol™), m a massa do substrato (g) e F a constante de
Faraday (96.485 C.mol™).

Apés o término da eletrdlise, retirou-se o compartimento anédico para assim
evitar possiveis contaminacdes do produto, que foi reservado em geladeira. Foi
observada a formacao de um soélido pastoso no recipiente contendo o produto da
eletrolise, sendo entdo removida cuidadosamente a solu¢cdo contendo o produto.
Apds esse procedimento, a solucdo foi transferida para um funil de separacéo,
onde o produto foi extraido com cloroformio. A fase orgéanica, que continha o
produto da eletrolise, adicionou-se sulfato de sédio anidro como agente
dessecante, que foi filtrada posteriormente e o solvente evaporado. Obteve-se
uma massa de 35 mg de produto, um sdlido castanho escuro.

A elucidacao estrutural do produto de eletrélise foi feita através dos espectros
de massa e ressonancia magnética de *H e °C:

EM (m/z (%): 190 (100), 225 (40), 411 (40) M*: 444 (66) (Figura 10).

RMN *H (250,13 MHz, CDCls): § 8,2 (d, 1H, Arom.,Ju.4 = 8,59 Hz), 8,1 (d, 1H,
Arom., J = 8,48 Hz), 7,48-7,37 (m, 2H, Arom.), 6,29 e 5,8 (2s, 2H, CH;), 5,52 (d,
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2H, CH, Jun = 6,28 Hz),3,64 (s, 3H, CHs), 3,37 (sl, 1H, NH), 2,52 (s, 2H, OH)
(Figura 11).

RMN 3C (62,90 MHz, CDCls): 8 166,7 (CO), 72,94 (CH), 52011 (CH,), 29,7
(CH3) (Figura 12).
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Figura 11. Espectro de massa de massa do produto da reducéo de 2.
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Figura 12. Espectro de RMN H (CDCI3, 250,13 MHz) do produto de reducéo de 2.
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Figura 13. Espectro de RMN **C (CDCls, 62,90 MHz) do produto de reducéo de 2.
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3.5. ESTUDOS EM PRESENCA DE GLUTATIONA

Estudos em presenca de glutationa, nas formas reduzida e oxidada, foram
realizados através de voltametria ciclica nos seguintes meios tamponados: DMF +
fosfato + NaOH (1:9), pH 9,1; EtOH + tampao fosfato + NaOH (1:9), pH 9,4; EtOH
+ bicarbonato + NaOH (2:8), pH 9,6, respectivamente. Apds adi¢cdo de GSH e de
GSSG atraves da pesagem de massas das mesmas e adicdo direta a cela
eletroquimica, houve variacdo de pH em relagdo ao tampéao fosfato, onde a forca
ibnica nao foi suficiente para evitar o efeito dos grupos acidos da GSH (pKacoon
2.126, pKacoon 3.512, pKasy 8.736, pKanus+ 9.655) e GSSG (pKacoon 3.15,
pKacoon 4.03, pKanns+8.57, pKanus+ 9.54) [ISON et al., 2006]. Por outro lado, néo
houve alteracdo do pH em relacdo ao tampao bicarbonato. Para o meio EtOH +
tampé&o fosfato 0,1 mol L™ (1;9), o pH inicial 9,4 variou para 8,8 e 7,7 apds adicdo
de GSH, 1 x 10° mol L™ e 4 x 10 mol L™, respectivamente. Ja quando GSSG (1
mol L™) foi adicionada o pH variou para 7,6.

3.5.1. ELETROLISE EM POTENCIAL CONTROLADO

Em presenca de GSH, realizou-se eletrélise em cela de vidro Pyrex (80
mL), mantendo-se anodo e catodo separados em todo o experimento.

A solucéo etanol/tampéo fosfato + NaOH (2:8), pH 9,4, foi desaerada com
nitrogénio durante 15 minutos e se iniciou a pré-eletrolise da solugdo em Eap =
-1,0 V até a corrente atingir aproximadamente 1% do valor inicial. O composto 2
(0,02 g — 2,11 x 10° mol L) foi dissolvido em volume de etanol previamente
reservado e adicionado a solucédo pré-eletrolisada. GSH (0,038 g — 3,16 x 10 mol
L) foi dissolvida com aliquota da solucdo pré-eletrolisada e entdo adicionada a
cela, procedendo-se assim a eletrolise em Eap = -0,9 V até a corrente atingir
valores residuais. Todo o procedimento foi acompanhado por voltametria ciclica e
espectroscopia no UV-Vis.

No fim da eletrdlise, foi observada uma mudanca de coloragéo da solugéo,

gue passou de incolor a amarela clara. O compartimento anddico foi removido
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para assim evitar possiveis contaminagbes do produto, sendo a solucéo
transferida para um funil de separacéo para extragdo do produto com cloroférmio.

No entanto, ndo foi possivel o isolamento do mesmo, devido a alta polaridade.

3.6. ESTUDOS VOLTAMETRICOS DE 2 EM BIOSSENSOR DE dsDNA

O estudo eletroquimico do biossensor foi desenvolvido através da técnica
de voltametria de pulso diferencial (VPD), com o uso de eletrodo de carbono vitreo
(BAS, diametro de 3 mm) modificado com DNA, como eletrodo de trabalho, platina
e Ag|AgCl, CI" (0,1 mol L) em um tubo com capilar de Luggin com vycor na
extremidade, como eletrodo auxiliar e de referéncia, respectivamente.

Os experimentos foram realizados em solugdo tampéao acetato (NaOAc e
HOAc, 1,0 mol L) pH = 4,5.

3.6.1. PREPARACAO DO GEL DE dsDNA

Pesaram-se 18,75 mg de dsDNA, colocados em frasco ependdorf
juntamente com 0,5 mL de tampdao acetato (3 mg/80 uL). Guardou-se na geladeira

por 24 horas.

3.6.2. PREPARACAO DO BIOSSENSOR DE dsDNA

O eletrodo de carbono vitreo foi inserido em cela eletroquimica,
posicionado em posicao vertical no sentido contrario ao convencional (Figura 14),
adicionando-se entdo o tampao acetato e a varias varreduras numa faixa positiva
de potencial de 0 a + 1,4 V. Efetuado esse condicionamento, colocaram-se 50 pL
do gel na superficie limpa do eletrodo de carbono vitreo; em seguida deixou-se
secar por 24 horas em temperatura ambiente devidamente coberto por papel

aluminio.
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O biossensor foi imerso na solugéao tampéao acetato (pH = 4,5) e submetido
a vérias ciclagens na regido de potencial de 0 a + 1,4 V, até obtencéo de resposta

voltamétrica estavel.

Eletrodo de Eletrodo
Referéncia Auxiliar

' g Solugéo

[._ E (tampéo + analito)

= Gel de
DNA

Eletrodo de
Trabalho

Figura 14. Representacao da cela eletroquimica utilizada em biossensor de DNA.

Apbés ter sido preparado o biossensor de dsDNA, foram adicionados ao gel
depositado em superficie eletrddica, 20 uL de solu¢do do analito em concentracao
de 1 x 10° mol L™, permanecendo esta em contato com gel durante 24 horas até
completa secagem e penetracdo da substancia na matriz de DNA. Decorrido esse
tempo, adicionaram-se 10 mL de tamp&o acetato, pH 4,5, mantendo-se fixo o
potencial em -0,7 V durante 120 segundos para redugdo do grupo nitro, seguido
de varredura anodica de 0 a + 1,4 V. As mesmas condi¢cdes experimentais
aplicadas ao biossensor em presen¢ca do analito foram aplicadas a um outro
biossensor em auséncia do analito, denominado de branco. A este biossensor foi

adicionado apenas o eletrdlito suporte.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

De modo geral, o mecanismo de acdo de farmacos biorredutiveis, ou
agentes antineoplasicos, como ja discutido para compostos nitroaromaticos, é
dependente de biorreducdo [RAUF et al.,, 2005]. A elucidagdo do mecanismo
eletrodico, a caracterizacdo dos produtos de reducdo, a andlise das possiveis
interacOes desses produtos com GSH e DNA, sdo de alta relevancia para
entender o mecanismo de acéo farmacoldgica [NUNEZ-VERGARA et al., 2005].

Devido a natureza do ambiente celular, que pode ser lipofilico ou hidrofilico,
aliada as evidéncias que apontam para o envolvimento de espécies radicalares a
partir da reducdo do grupo nitro no mecanismo de a¢do bioldgico, bem como a
atuacdo desse grupo em regides hipoxicas de tumores, como radiossensibilizador
[DE ABREU et al., 2002; BARETY et al., 1983; JAFFAR et al., 2001], no presente
trabalho, estudos eletroquimicos de adutos de Baylis-Hillman foram realizados
buscando-se caracterizar o mecanismo redox envolvido, provaveis interacdes com
biomoléculas, na tentativa de correlacionar os parametros termodinamico-cinéticos
encontrados com atividades bioldgicas obtidas, apds ensaios realizados in vitro,
gue revelaram expressiva atividade antiproliferativa [KOHN et al., 2006]. Esses
estudos foram realizados nos meios prético e aprético, buscando-se similaridade
com as condi¢des bioldgicas.

No estudo das reacfes eletroquimicas, a técnica de voltametria ciclica é
uma das mais empregadas. Parametros eletroquimicos importantes (Epa, Epc OU
Eredox (Epc + Epa)/2, ou Epc — Epe2) € sua variagdo com a velocidade de varredura,
com a concentragcdo, entre outros, sao empregados para elucidacdo do
mecanismo eletrédico, incluindo a obtencdo de constantes cinéticas. Outras
técnicas, como voltametria de pulso diferencial e de onda quadrada, sdo também
extensivamente empregadas, principalmente para fins analiticos. A maior
vantagem inerente a essas duas técnicas consiste na maior sensibilidade
apresentada devido & compensacao da corrente capacitiva, assim como a rapidez
da analise.
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4.1. ESTUDOS EM MEIO APROTICO

Estudos eletroquimicos dos adutos de Baylis-Hillman 1 {2-[Fenil(hidroxi)
metil] acrilato de metila} e 2 {2-[p-Nitrofenil(Hidroxi) metil] acrilato de metila} foram
realizados em um eletrodo de carbono vitreo, em DMF/TBAP 0,1 mol L™, com a
utilizacdo das técnicas de voltametria ciclica, pulso diferencial e onda quadrada.

O aduto 1, que possui apenas o grupo acrilato (cetona o,p-insaturada)
como grupo eletroativo, foi estudado por voltametria ciclica. Esse estudo foi
realizado no intuito de se observar o potencial referente & reducdo do grupo
funcional acrilato, para que, posteriormente, através da comparagdo entre 0sS
voltamogramas obtidos tanto para o composto 1 quanto para 2, fosse possivel
uma melhor caracterizacao dos picos catddicos referentes aos grupos eletroativos

presentes.

4.1.1. VOLTAMETRIA CICLICA

Os voltamogramas ciclicos de 1 e 2 obtidos em meio aprotico sao
representados na Figura 15. E possivel observar no voltamograma do aduto 1
(Figura 15A) que o mecanismo eletrodico é caracterizado apenas por uma onda
catédica denominada Ic. J& para seu derivado que possui tanto a funcdo nitro
guanto o grupo acrilato, 0 mecanismo eletrodico € complexo, e os voltamogramas
ciclicos obtidos evidenciam a presenca de trés ondas de redugéo (Ic, lic e llic) e

duas ondas de oxidacéo (la e lla) de acordo com a Figura 15B.
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Figura 15. Voltametria ciclica em meio aprético DMF/TBAP 0,1 mol L™, carbono vitreo (area =

7,065 mm?), [1] =[2] = 2x 10®mol L. v=0,100 V s™. A: composto 1. B: composto 2.

A reducdo de 1 apresenta caracteristica de processo irreversivel (Ep —
Epi» = 0,152 V), ndo sendo observada em varredura reversa a presenca de onda
anddica correspondente ao processo catodico, onda Ic (Epc1=-2,24 V a 0,100 V st
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(Figura 15A). No espectro eletroquimico de 2, que possui as func¢des nitro e
acrilato como grupos eletroativos, é observado, para v = 0,100 V s, (Figura 15B),
que o primeiro processo de reducdo é caracterizado por um par de ondas
monoeletrénicas (Ic e la), de natureza difusional (Ip vs v*) e reversivel (Epc; ndo
varia em fungéo da velocidade de varredura, Ipa/lpc ~ 1) (Tabela 4) seguidas de
duas ondas catddicas (lic e llic), que de acordo com a feicdo das curvas

ciclovoltamétricas se mostram irreversiveis (Figuras 15B).

Tabela 2. Parametros voltametricos de 2. Efeito da velocidade de varredura. Eletrodo de Carbono
Vitreo, Ep vs. Ag|AgCI|CI" 0,1 mol L*Cr.

\% (V S-l) EpC]_/V Epc2/V Epc3/V Epa]_/V EpaZ/V Epl'Ep]_/Z/V Ipallipcl(uA)

0,02 -1,105 -1,850 -2,256 -1,008 @ ----- 0,070 0,84
0,035 -1,113  -1,898 -2,274 -1,002  ----- 0,075 0,84
0,050 -1,116  -1,925 -2,301 -0,997  ----- 0,080 0,84
0,075 -1,122  -1,937 -2,320 -0,988  ----- 0,080 0,84
0,100 -1,127  -1,925 -2,320 -1,000 -0,643 0,080 0,85
0,200 -1,110 -1,838 -2,260 -0,990 -0,640 0,080 0,86
0,300 -1,119 -1,853 -2,291 -0,996 -0,656 0,090 0,86
0,400 -1,130 -1,892 -2,320 -0,987 -0,622 0,100 0,86
0,500 -1,130 -1,802 -2,266 -0,999 -0,671 0,100 0,86
0,075 -1,138 -1,865 -2,322 -0,966 -0,640 0,110 0,86
1 -1,152  -1,907 -2,335 -0,993 -0,607 0,120 0,86

O processo de reducdo de 2, em meio aprotico, é caracteristico de
composto nitroaromatico [NUNEZ-VERGARA et al., 2005], com uma onda
adicional em potenciais mais negativos. No meio estudado, a reducdo do
nitroaromatico resulta na formacdo de intermediario radicalar estavel apos
transferéncia de um elétron, o anion radical nitro (Figura 16, etapa 1), que se
refere ao primeiro processo eletrédico, onda Ic (-1,122 V) e sua correspondente
anodica la (-1,000 V) (Figura 15B). O processo de reducéo do anion radical nitro,
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em meio aprético, se completa na onda lic (-1,925 V) (Figura 15B), em processo
que envolve o consumo de mais trés elétrons e quatro protons para formacgédo do
derivado hidroxilaminico ou outros produtos, a depender da estabilidade ou nédo da
hidroxilamina (Figura 16, etapa 2).

OH O OH O
(etapa 1)
OCHs +e OCHs
Oz 5 =0,
OH O OH O
A/O)\’H‘\OCHS +3e +4H" MOCHS (etapa 2)
_—
=0, HOH

Figura 16. Esquema representativo da provavel reducéo de 2 em DMF/TBAP.

Em baixas velocidades de varredura, os voltamogramas ciclicos de 2
revelaram a presenca de apenas uma onda anddica no ciclo reverso (Figura 17A),
referente ao par redox nitro/anion radical nitro. Porém, quando a velocidade de
varredura é igual ou superior a 0,100 V s*, o voltamograma apresenta uma
segunda onda anddica (lla) (-0,643 V) (Figura 17B). De acordo com os dados da
literatura, onde o comportamento de reducdo de nitroaromaticos é bastante
explorado [BOLLO et al., 2001], a onda anddica lla observada em valores de
potencial pouco negativos, refere-se a oxidacdo da hidroxilamina formada no
segundo processo eletrédico.

Em varreduras sucessivas, observa-se a 1,00 V s*, a presenca de uma
nova onda catddica (I'c) (Figura 17C). Por outro lado, 0 mesmo comportamento
nao é evidenciado em velocidades de varredura inferiores, conforme pode ser
observado na figura 17B. A presenca desse novo sistema redox, bem como a
presenca da segunda onda anddica apenas em altas velocidades de varredura,

sugere a instabilidade da hidroxilamina, que provavelmente pode sofrer reacbes
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posteriores a sua formacédo, por exemplo

derivado oximaquinonametideo (Figura 18).
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Figura 17. Voltamogramas ciclicos de 2 (2 x 10 mol L™) em meio aprético DMF+TBAP 0,1 molL™,

carbono vitreo (area = 7,065 mm?). A: v = 0,035 V s

varreduras sucessivas.
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Figura 18. Provavel mecanismo para a decomposi¢éo da hidroxilamina em meio aprético.
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Como mencionado anteriormente, a reducdo do composto 2 envolve trés
processos eletrédicos, sendo que o ultimo, onda llic, € observado em valores de
potencial mais negativos (-2,311 V). A reducao do derivado 1, que ndo possui 0
grupo nitro, revelou uma onda catédica na mesma faixa de potencial (Figura 13A).
Desta forma, a similaridade nos potenciais de redugdo sugere que este ultimo
processo seja relacionado a presenca do mesmo grupo eletroativo nas duas
moléculas, a cetona a,pB-insaturada.

O comportamento eletroquimico de compostos carbonilicos, como cetonas
o,pB-insaturadas é bastante complexo em funcdo das possibilidades reacionais
observadas quando essas estruturas sdo submetidas a redugéo eletroquimica. O
processo de reducdo pode envolver a saturacdo da ligacdo dupla, reducdo da
carbonila a alcool, ou os dois processos conjuntamente, diversos acoplamentos,
formacdo de oligbmeros e polimeros por sequenciamento de acoplamentos e
formacdo de compostos organometalicos, quando eletrodos metalicos sao
utilizados [LUND; BAIZER, 1990].

De acordo com as consideragdes a respeito da classe em questéo, pode-se
considerar que: quando um grupo eletroativo se encontra em conjugagcdo com
uma olefina, a molécula se torna, sob condi¢cbes comparaveis, mais facilmente
redutivel do que se ndo houvesse conjugacédo; a ligacdo dupla, na maioria dos
casos, sofre reducdo antes do grupo carbonilico [LUND; BAIZER, 1990].

Embora no estudo ora realizado, a caracterizacdo dos provaveis produtos
de reducgéo da cetona o,p-insaturada néo tenha sido realizada, de acordo com o
gue se conhece na literatura a respeito da classe enona, a onda catodica llic,
presente no espectro eletroquimico dos compostos estudados provavelmente se

refere a reducéo da ligagcéo dupla e consequiente saturacdo desta ligacao.
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4.1.2. VOLTAMETRIAS DE PULSO DIFERENCIAL E ONDA QUADRADA

O voltamograma de pulso diferencial de 2 também é representado por trés
ondas de reducdo. A onda Ic (—1,044 V), correspondente ao anion radical nitro, é
representada por um pico bem definido e agudo, de alta intensidade de corrente,
enquanto a segunda e terceira ondas, llc (-1,661 V) e llic (-2,122 V), apresentam

menores intensidades de corrente e sao alargados (Figura 19).

-30
v=0,005Vs" lc
25k a=0,050V

_20 -

-15 F

-10 F

Corrente / pA

0 1 1 1 1 1 ]
-3,0 -2,5 -2,0 -1,5 -1,0 -0,5 0,0

EN vs Ag |AgCl| CI* 0,1 molL™

Figura 19. Voltametria de pulso diferencial de 2 (2 x 10 mmol L'l) em meio aprotico DMF / TBAP
0,1 mol L™, carbono vitreo (area = 7,065 mm?), v= 0,005V s™ e a = 0,050 V.

Os estudos eletroquimicos realizados através da voltametria de onda
guadrada, assim como voltametria de pulso diferencial, foram Uteis no sentido de
complementar a elucidagdo do mecanismo de reducdo de 2, j& descrito
anteriormente.

Os resultados obtidos em voltametria de onda quadrada foram similares
aos observados em voltametria ciclica. De acordo com a contribuicdo das
correntes de pico direto e inverso na intensidade da corrente pico resultante
(Figura 20), a reversibilidade do primeiro processo de transferéncia de elétrons foi
confirmada. Através dessa técnica, a formacdo do intermediario estavel anion

radical nitro € observada em —1.057 V (Ic).
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7

O processo eletrédico é seguido por mais duas ondas catédicas pouco
definidas, denominadas llc e llilc, em potenciais de -1,817 V e -2,191 V,
respectivamente. Para estas duas Ultimas é observada a irreversibilidade do
processo, conforme auséncia de corrente pico inverso para os dois processos.

Esta observacgéo corrobora os resultados descritos na voltametria ciclica.

-300

resultante
---- direta
- --- inversa

-225 |

lllc
\ N\
-

-150 llc

-75

Corrente / pA

75 F \

150 1 1 1 1 1 ]
-3,0 -2,5 -2,0 -1,5 -1,0 -0,5 0,0

E/V vs Ag |AgCl| CI™* 0,1 molL™

Figura 20. Voltametria de onda quadrada de 2 (2 x 10 mol L'l) em meio aprético DMF / TBAP 0,1
mol L™, carbono vitreo (area = 7,065 mm?), f = 30 Hz.

4.2. ESTUDOS EM MEIO PROTICO

A reducdo eletroquimica de nitroarométicos em meio protico € um processo
complexo e fortemente dependente do pH. Em meio acido, observa-se tanto a
formacdo da hidroxilamina quanto do derivado aminado. Porém, apenas um pico
catédico, referente ao primeiro derivado, caracteriza o espectro eletroquimico
obtido em meio neutro. Por outro lado, a reducdo em valores de pH

correspondentes a meio alcalino, em consequéncia da baixa atividade de prétons,
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resulta na formacdo de intermediario anion radical mais estavel [SQUELLA,
NUNEZ-VERGARA, 2005], que n&o sofre reacdes de protonacdo acopladas.

4.2.1. ESTUDOS EM MEIO NEUTRO

4.2.1.1. VOLTAMETRIA CICLICA

Estudos eletroquimicos em meio prético foram realizados em meio aquoso-
etanolico tamponado (10%), pH ~ 6,9, para promover a completa solubiliza¢do do
composto.

No meio estudado, os voltamogramas ciclicos de 2 revelam um mecanismo
de reducéo tipico de nitroaroméatico em meio prético [ZUMAN et al., 1992]. O
voltamograma é constituido por uma onda catddica Ic (-0,741 V, v = 0,100 V s™?)
bem definida, de controle difusional (lpc1 VS v*) e irreversivel (Epc1 varia com log v)
(Figura 21 AB,D,E e F). Em varreduras sucessivas, foi possivel observar a
presenca de uma nova onda catodica (I'c) em — 0,210 V (Figura 21C).
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Figura 21. Voltametria ciclica de 2 (1 x 10 mol L'l) em meio protico tamponado (etanol + tampéao
fosfato: 1/9, 0,1 mol L™), carbong vitreo (area = 7,065 mm?). A: v = 0,035 V s™. B: v = 0,100 VV s™.

C: Varreduras sucessivas a v = 0,100 V 8. D: lye; VS v 2. E: lpe1 VS v. F: Epey VS log v.
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A reducdo de nitroaromaticos em meio aquoso tamponado, pH 7,0,
caracteriza-se por um pico catddico, processo envolvendo o consumo de quatro
elétrons e quatro protons, para formar a hidroxilamina que, em varredura anodica
€ oxidada ao derivado nitroso (Figura 22). Para varreduras sucessivas, um
segundo pico catodico relacionado a reducdo do nitroso também € observado
[LUND; BAIZER, 1990]. Desta forma, o pico de reducdo observado no
voltamograma de 2 (Figura 21A) refere-se a formacéo da hidroxilamina, enquanto
que o par redox (la/l'c) presente no voltamograma obtido em varreduras
sucessivas, corresponde a oxidacdo da hidroxilamina e posterior redugédo do

derivado nitroso.

R-NO, + 4é+ 4H" — » R-NHOH + H,O

R-NHOH R-NO + 2¢é + 2H"

Figura 22. Reducao do grupo nitro em meio protico.

De acordo com os relatos que sugerem o envolvimento dos derivados
nitroso e hidroxilamina no mecanismo de acédo de nitrocompostos, em regides
hipéxicas de tumores solidos [ZIEBA-MIZGALA et al., 2005], buscaram-se
evidéncias da formacédo destes derivados através dos estudos realizados. Para tal,
nos experimentos voltamétricos, manteve-se constante o potencial do eletrodo no

valor correspondente a formacdo da hidroxilamina durante um periodo

determinado.

Apds manter o potencial constante em —0,900 V, relativo a onda Ic, durante
120 segundos (Figura 23B e 23C), foi possivel observar um aumento nas
intensidades de corrente das ondas la e I'c, em relagédo a varredura de dois ciclos
convencional (Figura 23A). Este comportamento sugere que, apds esse
tratamento, a hidroxilamina é concentrada na superficie do eletrodo, com
consequente aumento na intensidade de corrente para 0 processo

nitroso/hidroxilamina.
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Figura 23. Voltametria ciclica de 2 (1 x 10 mol L'l) em meio protico tamponado (etanol+tampao

fosfato: 1/9, 0,1 mol L™ Varredura), carbono vitreo (area = 7,065 mmz). A: sucessiva a v= 0,100 V

s*. B e C: Eap.=—0,9 V, por 120 s.

4.2.1.2. VOLTAMETRIAS DE PULSO DIFERENCIAL E ONDA QUADRADA

Nos voltamogramas de

pulso diferencial (Figura 24A) e onda quadrada

(Figura 24B) de 2, foi observada também, apenas uma onda catddica referente a

reducdo do grupo nitro. Em

voltametria de pulso diferencial, a formagcdo do

derivado hidroxilaminico é observada em -0,695 V, enquanto que, em onda
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guadrada, o potencial referente a este processo corresponde a —0,690 V. Os
resultados obtidos a partir dessas duas técnicas, assim como em voltametria
ciclica ndo revelaram a presenca do pico referente a redugdo do grupo acrilato,
como observado em meio proético. Apesar da conjugacgdo, a reducdo do grupo
acrilato (cetona a,B-insaturada), € observada apenas em valores de potencial mais
negativos. Assim, como os estudos foram realizados numa faixa restrita de
potencial (0 a — 1,1 V), ndo foi possivel observar o pico catédico referente a
reducéo desse grupo funcional.

2100 ——30Hz
- - --30Hz forward
ol oLk oA T 30Hz backward
7k
g S5r °
Q 3} =
© 8
1k
1 L L L ! 20 I I I I I |
1,2 0,8 0,4 0,0 0.4 12 10 08 -06 -04 -02 0,0
-1 1
E/Vvs Ag |AGCI| CI™ 0,1 molL ENV vs Ag [AgCl| CI* 0,1 molL™
A B

Figura 24. Voltamogramas de 2 (1 x 10 mol L'l) em meio prético (etanol + tampao fosfato:1/9, 0,1

mol L™), carbono vitreo (4rea = 7,065 mm?). A: Pulso diferencial, v = 0,005 V s™. B: Onda
guadrada, f = 30 Hz.

Uma das vantagens da voltametria de onda quadrada é que a corrente
resultante é a diferenca das correntes direta e inversa, pois a varredura ocorre
simultaneamente no sentido da reducdo e oxidagdo. Assim, certo grau de
reversibilidade é observada para o processo de transferéncia de elétrons referente
a formacdo da hidroxilamina a partir de 2, conforme contribuicdo observada na
corrente da varredura inversa (Figura 24B).

O potencial do eletrodo foi mantido em -0,8 V durante 120 segundos

(Figura 25), para reducdo do grupo nitro, sendo observadas mudancas
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significativas nos voltamogramas ao se

reducao, quanto da oxidacao.
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Figura 25. Voltametria de onda quadrada de 2 (1,0 x 10 mol L-1) em meio prético tamponado
(etanol + tampéo fosfato: (1:9) 0,1 mol L-1), carbono vitreo (area = 7,065 mmz). A: Eap.=-0,8V/
Direcdo: Reducéo, f = 10 Hz. B: Eap.= -0,8 V / Dire¢do: Oxidacéo, f = 10 Hz. C: Eap.=-0,8 V/
Direcdo: Reducéo, f = 80 Hz. D: Eap.=-0,8 V / Direcdo: Oxidacéo, f = 80 Hz.

Em varreduras realizadas no sentido da redugdo, apdés manter fixo o

potencial do eletrodo, é possivel observar no voltamograma de onda quadrada,

um novo pico catédico (I'c) em —0,163 V, referente a redugcédo do produto formado

na primeira varredura (Ic) (Figura 25A). Ja para varreduras em direcdo anddica, o
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espectro eletroquimico evidencia a presenca de uma onda de anddica (la) em
—0,053 V. Um aumento na intensidade de corrente desses processos € observado
em maiores valores de frequéncia (Figura 25 C e D).

De acordo com os resultados obtidos a partir desses estudos, a formagéo
dos derivados nitroso e hidroxilaminico tornam-se evidentes. O pré-tratamento
submetido ao eletrodo permitiu que a hidroxilamina fosse concentrada na
superficie eletrodica. Desta forma, ao se realizar varredura no sentido negativo,
com base no fundamento da voltametria de onda quadrada, o novo pico catddico
('c) observado é relacionado a reducdo do nitroso, obtido simultaneamente a
formacédo da hidroxilamina (Figura 25A e C). Por outro lado, nos estudos no
sentido positivo, a onda la, refere-se a formacéo do nitroso a partir da oxidacao da

hidroxilamina (Figura 25B e D).

4.2.2. ESTUDO EM MEIO ALCALINO

Os voltamogramas ciclicos de 2, em valores de pH correspondente a meio
alcalino, mostram uma mudanca significativa no comportamento eletroquimico em
relacdo ao observado em meio neutro. Buscando-se investigar a estabilidade do
anion radical nitro em meio alcalino, bem como a reatividade desta espécie com
glutationa, estudos eletroquimicos foram realizados em dois meios tamponados,
fosfato e bicarbonato. O comportamento eletroquimico obtido nesses meios é
caracterizado por duas ondas catddicas, revelando um comportamento similar ao
j& descrito para nitroaromatico em meio alcalino [CARBAJO et al., 2000].

Em meio fosfato, pH 9,4, o espectro eletroquimico de 2 apresenta duas
ondas catddicas bem definidas, sendo observado certo grau de reversibilidade
para o primeiro processo eletrodico e irreversibilidade para a segunda onda de
reducdo (Figura 26A). Em varredura sucessiva, a presenca de um novo sistema
redox lla/lI'c (Figura 26B) é evidenciada.
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Figura 26. Voltamogramas ciclicos de 2 (2,0 x 10 mol L'l) em meio prético, DMF/tampé&o fosfato

+ NaOH (1:9), pH 9,4, 0,1 mol L-1. A: v=10,035V s™. B: varreduras sucessivas, v = 0,035 V s™.

Comportamento eletroquimico similar foi obtido em tamp&o bicarbonato, na

mesma faixa de pH. Para o primeiro processo de transferéncia de elétrons

também foi observada certa

reversibilidade (Figura 27A),

bem como a

irreversibilidade do segundo e a presenga do sistema quase reversivel llc/l'c em

varredura sucessiva (Figura 27B).
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Figura 27. Voltamogramas ciclicos de 2 (1,0 x 10" mol L'l) em meio prético, etanol/bicarbonato +

NaOH (1:9), pH 9,4. A: v = 0,100 V s™. B: varredura sucessiva, v = 0,100 V s™,

Antonio Albuquerque de Souza

50



Dissertacéo de Mestrado

Para ambos os meios, a reversibilidade do primeiro processo de
transferéncia de elétrons, onda catddica (Ic) e sua correspondente anddica (la),
sugerem a presenca do par redox nitro/anion radical nitro, enquanto que a
segunda onda catddica (lic) observada em valores de potencial mais negativo,
com caracteristicas de processo irreversivel, refere-se a formagcdo da
hidroxilamina. Em varreduras sucessivas, 0 sistema quase-reversivel (lla/l'c),
referente ao par RNO/RNHOH, evidencia que a hidroxilamina é estavel nos meios

estudados.

4.2.3. ELETROLISE EM POTENCIAL CONTROLADO

Com objetivo de elucidar o mecanismo de reducdo eletroquimica, bem
como identificar os produtos de reducgdo, eletrolises em potencial controlado de 2
foram realizadas em meio aquoso-etandlico tamponado, pH aparente 6,9.

A eletrélise a potencial controlado de 2 (0,05 g — 2,64 x 102 mol L) foi
realizada em Egp -0,950 V, registrando-se o nimero de coulombs envolvidos, o
valor da corrente residual e o tempo do processo. A reagdo ocorreu envolvendo
um consumo de 4,0 elétrons/mol, de acordo com os calculos realizados a partir da
equacao de Faraday, num tempo total de 4 horas (Figura 28A). No final da
eletrolise foi observada uma mudanca de coloragdo da solugdo, que passou de
incolor a marrom escura.

A reacao foi acompanhada por voltametria ciclica e espectroscopia no UV-
Vis (Figura 28 B-D). E possivel observar, apds o término da eletrolise, o completo
desaparecimento da onda catddica (Ic) e um aumento da intensidade de corrente

das ondas la e I'c seguidas de um leve deslocamento de potencial (Figura 28B-C).
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Figura 28. A: Eletrélise de 2 em Eap = - 0,950 V. B: Voltametria ciclica, antes e apés a eletrdlise, v
= 0,100 V s™. C: Voltametria ciclica do produto de eletrdlise, v = 0,100 V st . D: Espectro no UV-Vis
durante a eletrélise. E: espectro no UV-Vis, em EtOH + tampao fosfato (2:8), pH 6,9, do produto

isolado.
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Durante a eletrOlise € possivel observar, nos espectros no UV-Vis, um
decréscimo gradativo da banda de absorcdo em 275 nm até completo
desaparecimento, com concomitante aparecimento de uma nova banda em 239
nm (Figura 28D). Apos isolamento do produto de eletrdlise, através da evaporagao
do solvente, novos espectros no UV-Vis deste mostraram a presenca de uma
banda de absor¢cdo em 332 nm, enquanto 0s espectros de 2 nas mesmas
condi¢cles, apresentam uma banda em 275 nm (Figura 28E). O deslocamento
batocrémico fornece subsidios para sugerir reducéo do grupo nitro (eletroretirador)
a hidroxilaminico (eletrodoador).

A estrutura do produto de eletrdlise foi elucidada de acordo com os
espectros de EM, RMN *H e RMN *C. A partir dos dados obtidos, principalmente
através dos espectros de massa, a reducéo levou a formacédo do produto 3. Desta
forma, pode-se concluir que a hidroxilamina formada sofre reacdo quimica

posterior, levando a formacéo de um dimero (3) (Figura 29).

OH OH O
chO OCHS

N—N
OH OH

ArNO, + 4é + 4H" 5 ArNHOH

ArNHOH + ArNO 2 ArNHO®

ArN—OH

ArNHO®

2AIN—OH ——=  AN—NAr
OH OH

Figura 29. Provavel mecanismo para formagdo do dimero, apds reducdo do grupo nitro a
hidroxilamina.

53
Antonio Albuquerque de Souza



Dissertacéo de Mestrado

4.3. ESTUDO ELETROQUIMICO DE 2 EM BIOSSENSOR DE dsDNA

Como anteriormente abordado, um dos alvos bioldégicos mais relevantes
para atuacdo de nitroaromaticos € o DNA. O biossensor de dsDNA é ferramenta
valiosa na observacgéo qualitativa da interacdo DNA/farmaco, com ou sem reducao
preliminar.

Um biossensor eletroquimico de dsDNA foi preparado e submetido a pré-
tratamento, onde varreduras em voltametria de pulso diferencial foram realizadas
na faixa de potencial de 0 a + 1,4 V, no intuito de assegurar as interacdes
eletrostaticas entre as cargas negativas dos grupos fosfato ligados a desoxirribose
e o eletrodo polarizado positivamente. O mesmo tratamento ao qual foi submetido
o biossensor que foi utilizado para investigar possiveis interacdes entre o0 dsDNA e
2, foi também submetido a outro biossensor de dsDNA, denominado de branco,
com o objetivo de assegurar que quaisquer alteracdes observadas no espectro
eletroquimico do biossensor em presenca de 2 ndo fossem decorrentes de
possivel desnaturacdo da dupla hélice de DNA ou oxidacdo indesejada de suas
bases constituintes.

Em tampéo acetato, pH 4,5, o comportamento eletroquimico do biossensor
de dsDNA né&o apresentou qualquer evidéncia de oxidacdo das bases (Figura 30),
0 que esta relacionado ao fato das bases ndo estarem disponiveis para sofrerem
oxidagdo, em consequéncia da existéncia de ligagdes de hidrogénio entre estas
na dupla fita de DNA.
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N

Corrente / pA
w

0,0 0,4 0,8 1,2 1,6
E/V vs Ag |AgCl| CI* 0,1 molL™

Figura 30. Voltamograma de pulso diferencial do eletrodo de carbono vitreo limpo e modificado

com dsDNA, tampéo acetato, pH 4,5, apds ciclagem entre 0 e 1,4 V. v = 0,005 V st ea=0,050V.

Estudos eletroquimicos de 2 foram realizados em biossensor de dsDNA
através de duas metodologias. Na primeira, foram adicionados 25 uL de uma
solucdo de 2 (1 x 10 mol L), no biossensor de dsDNA, mantendo-se em contato
durante 24 horas. Decorrido esse tempo, fez-se uma varredura andédica na faixa
de 0 a + 1,4V para verificar qualquer interacao entre 2 e o dsDNA. De acordo com
0 observado na Figura 31A, ndo houve qualquer interacdo entre 2 e as bases do
dsDNA durante esse periodo.

No segundo caso, realizado um estudo eletroquimico prévio de 2, nas
mesmas condi¢cdes anteriores, que revelou um pico de reducdo em —0,660 V,
referente a formagéo da hidroxilamina, e auséncia de onda de oxidagdo na faixa
de potencial utilizada, efetuou-se uma pré-eletrdlise em —-0,7 V durante 120
segundos. Desta forma, o grupo nitro foi reduzido a hidroxilamina no proprio
biossensor de dsDNA. Apds esse tratamento, é observada em varredura realizada
no sentido da oxidacdo, a presenca de duas ondas de anddicas referentes a
oxidagao das nucleobases guanina e adenina (Figura 31B).
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- - - ECV ! - - ECV
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a4 dsDNA + 2 ! . dsDNA + 2 ap6s reducéo
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-
O 1 1 1 1 1 1 1 l L 1 1 1 1 1 1
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 12 14 0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 1,2 14
E/V vs Ag |AgCI| CI™ 0,1 molL™ E/V vs Ag|AgCI|CI 0,1 mol I
A B

Figura 31. Voltamograma de pulso diferencial de 2 em um biossensor de dsDNA, tampéo acetato,

pH 4,5. A: Voltamograma obtido antes da reducéo. B: Voltamograma obtido apés redugéo.

As duas ondas anddicas (+0,80 e +1,12 V) observadas no voltamograma de
pulso diferencial (Figura 28B) séo referentes a oxidacdo das nucleobases guanina
e adenina, expostas e, portanto passiveis de sofrer oxidacdo apdés interacéo de 2
com a dupla fita de DNA (dsDNA), devido a quebra das ligacdes de hidrogénio
entre as fitas da biomacromolécula [LA-SCALEA, 1998]. De acordo com o0s
resultados obtidos, é possivel concluir que 2 sé interage com o dsDNA apds
formacdo de intermediarios reativos, via eletrorreducéo in situ do grupo nitro. No
entanto, estudos mais detalhados da interacdo de 2 com o biossensor de dsDNA
ainda serdo realizados no intuito de se obter um diagndstico preciso das
interagcdes, caracterizando, se possivel, o intermediario formado na reducdo do

grupo nitro que é responsavel pela lesdo ao DNA.
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4.4, COMPORTAMENTO ELETROQUIMICO DE 2 EM PRESENCA DE
GLUTATIONA

Os estudos ciclo-voltamétricos de 2 em meio aquoso alcalino
demonstraram a presenca de uma onda de reducdo monoeletronica quase-
reversivel (Ic), referente ao anion radical nitro, e uma segunda onda catddica
irreversivel (llc), relacionada ao derivado hidroxilaminico, como ja mencionado
anteriormente. Estudos eletroquimicos de 2 em presenca de glutationa
evidenciaram claramente que o anion radical nitro interage tanto com glutationa na
sua forma reduzida quanto oxidada, envolvendo mecanismos diferentes.

Alguns estudos demonstraram a reatividade do produto de redugéo
monoeletrbnica a partir de nitrocompostos com glutationa. A estabilidade e
reatividade do anion radical em presenca de endobidticos foram analisadas
através das mudancas voltamétricas nas correntes de pico catdédico e anddico
[NUNEZ-VERGARA et al., 1996; NUNEZ-VERGARA et al., 1997]. A reatividade
observada para glutationa frente ao anion radical nitro é consequéncia das
caracteristicas acidas do grupamento tiol e/ou aménio (amina protonada) da GSH,
onde a forma ndo dissociada pode atuar como um doador de prétons, efeito
favoravel para que ocorram interagcdes [NUNEZ-VERGARA et al., 1996].

4.4.1. MEIO FOSFATO

Em presenca de glutationa reduzida, uma drastica mudanga no mecanismo
eletrodico de 2 é observada. Estudos foram realizados em presenca de dois co-
solventes, etanol ou DMF, sendo observada similaridade nas feigbes
voltamétricas. Apos adicdo de GSH, tem-se um aumento na intensidade de
corrente da primeira onda de reducédo (Ic), enquanto que um efeito contrario é
observado para a onda anddica correspondente (la) (Figura 32A e B). Para o
segundo processo de reducdo, a presenca de glutationa promoveu o

desaparecimento da onda llc e o aparecimento de uma nova onda anddica
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alargada (I'a) (Figura 32B), em valores de potencial mais positivos, sem
correspondente catddica, em varredura sucessiva.

A adicdo de GSH promoveu variacao do pH do meio, sendo observado que
0 mesmo variou cerca de uma unidade (de 8,77 para 7,85), apds adicdo do
endobidtico. Em presenca de 2, o pH do meio DMF/tampéo fosfato, anteriormente
pH 9,1, também sofreu variacdo, sendo observado um valor final de 8,77. Em
excesso de GSSG, nao foi verificado o pH final do meio.

w
(5]
|

30

—1[2] 2mM [——[21=2mM
—-—-[GSH] 2mM lla |y - - -[GSH =2mM lla ra
207 - - -[GSH] 4mM - —-—-[GSH] =4 mM -
la < w0} [
6. .
E‘-lo- @ 10}
37 ~\J 8
N 30 S~
-40 4 \‘\j .
\ )
lic Ic' -
-55 T T T T T 1 -50 L L L L L !
-1,6 1,3 -1,0 0,7 -0,4 -0,1 0,2 -1,6 -1,3 -1,0 -0,7 -0,4 -0,1 0,2
E vs Ag|AgCI|CI 0.1 mol L™ E vs Ag|AgcCl|CI™ 0,1 mol L™
A B

Figura 32. Voltametria ciclica de 2 em presenca de GSH. A: meio prético (etanol + tampao fosfato

+ NaOH (1:9) v=0,035 V s™. B: meio protico (DMF/tampao fosfato + NaOH (1:9), v = 0,035 V st

Em varreduras sucessivas, 0 voltamograma obtido em presenca de GSH
revela a auséncia de sistema quase reversivel referente ao par

nitroso/hidroxilamina observado na auséncia do endobiético (Figura 33).
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20

—[2]=2mM
[GSH] = 4 mM

Corrente / pA

-40 1 1 1 1 ]
-1,7 -1,2 -0,7 -0,2 0,3 0,8

E vs Ag|AgCl|CI™* 0,1 mol L™

Figura 33. Voltamogramas Ciclicos da reducédo de 2 em presenca de GSH, varreduras sucessivas,

meio proético (DMF + tampao fosfato+NaOH (1:9). Eletrodo de carbono vitreo, v = 0,035 V st

Os estudos realizados em presenca de glutationa oxidada (GSSG) (Figura
34A) demonstram um efeito aparentemente similar ao observado para GSH,
havendo um efeito bem mais acentuado no aumento da intensidade de corrente
para a onda Ic, (105%) bem como perda da reversibilidade do processo. A
segunda onda catddica (lic) desaparece, assim como em presenca de GSH,
porém o sistema quase-reversivel lla/l'c se mantém e sofre apenas deslocamento

de potencial (240 mV) e pequeno decréscimo em corrente (Figura 34B).
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Figura 34. Voltamogramas ciclicos de 2 em meio prético (etanol + tampao fosfato + NaOH (1:9) em

presenca de GSSG. Eletrodo de carbono vitreo. A: v = 0,035 V s™. B: Varreduras sucessivas, v =
0,035V s™.
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Em tampao fosfato, devido as fun¢des acidas da glutationa [pka (GSH)=
3,59 (-COOH), 8,75 (-SH) e 9,6 (-NH3")] [ISON et al., 2006], o efeito tamponante
nao funcionou eficientemente. Houve variagédo de uma unidade de pH. Este efeito
sugere que, nesse meio, o anion radical nitro sofre protonacdo. Assim o aumento
observado na corrente da onda Ic se deve a protonacéo e a formacao do derivado
nitroso, numa reacg&o que envolve 2 e e 2H".

O efeito observado para o segundo processo de reducgdo, ausente no
voltamograma quando em presenca de glutationa, sugere a reatividade do tiol com
produtos de redugéao posterior, levando provavelmente a adutos com GSH (Figura
35). Essa consideracao é reforgcada pelo voltamograma em varreduras sucessivas
(Figura 33), onde o sistema nitroso/hidroxilamina € afetado drasticamente, em
presenca de GSH.

(‘) c‘) OH
H3CO | + 26 + 2H" + GSH = H,CO + H,0

Figura 35. Provavel mecanismo para a formagdo de adutos com GSH em sua forma protonada

apos reducgédo do grupo nitro em meio fosfato.

J4 em presenca de GSSG, que também ocasiona a variagdo do pH do
meio, em cerca de uma unidade, a mudanca no espectro eletroquimico
provavelmente esta relacionada apenas ao efeito de protonacao, ja que na forma
oxidada, a molécula apresenta seis fontes de protons. Essa observacdo esta de
acordo com o comportamento observado para 2, em presencga do dissulfeto, onde
a onda Ic sofre aumento mais significativo que no caso anterior, pouco mais que o
dobro, com provavel geracdo da hidroxilamina, que mais estavel, devido a
associacgao, via ligacdo de hidrogénio, com GSSG, sofre oxidacdo em potenciais
mais positivos. Em varredura sucessiva, € possivel observar o sistema
nitroso/hidroxilamina quase-reversivel, deslocado em cerca de 240 mV (Figura
34B).
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4.4.2. MEIO BICARBONATO

A reducao de 2, em tampéo fosfato tanto quanto em tamp&o bicarbonato
apresentou comportamento semelhante, no entanto, os estudos realizados em
presenca das glutationas reduzida e oxidada, nesses meios, demonstraram um
mecanismo eletrédico totalmente diferente. Em presenca de GSH, uma mudanca
acentuada no voltamograma ciclico de 2 (Figura 36A) é observada apenas para
processo referente a formacdo da hidroxilamina, onde a onda lic desaparece por
completo. Contudo, o sistema &anion radical nitro, praticamente, ndo é afetado,
havendo apenas um leve decréscimo de potencial da onda Ic, e aumento da
reversibilidade, pois nenhuma mudanca significativa da onda anddica (la) é
observada. Por outro lado, os estudos em presenca de GSSG (Figura 36B)
revelaram apenas um discreto decréscimo da onda llc, em relagdo ao efeito
provocado por GSH. A onda lla se mantém em presenca de GSSG (Fig. 36B),
enquanto tende ao desaparecimento em presenca de GSH (Fig. 36A).

20 - 20 -

—21mM lla —_21mM lla
0L ——2+GSH1mM la 10f - --2+GSSG4mM la
of ol
< s
< 10 3 lof
£ 3]
% 20 - = 20
8 8
30 | 30|
-40 a0
50 : : : : ) 50 . . . . )
2,0 15 1,0 05 00 05 2,0 15 41,0 05 00 05
E/Vvs ECS E/Vvs ECS

Figura 36. Voltamograma ciclico de 2 em meio prético (etanol/bicarbonato + NaOH (2:8) pH 9,6).

Eletrodo de carbono vitreo. A: em presenca de GSH. B: em presenga de GSSG, v = 0,100 V st

N&o foi observada variacdo do pH apdés adi¢cdo das glutationas, indicando
entdo que as mesmas se encontram praticamente dissociadas nesse meio. O

decréscimo na intensidade de corrente da onda catédica Ic, observado em
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presenca de GSH (Figura 36A), sugere que, a forma dissociada do tiol, o anion
GS’, promove, em pequena extensdo, a reducdo do grupo nitro, tendo como
consequéncia, uma diminuicdo na corrente da onda. Entretanto, em potenciais
mais negativos, o desaparecimento da onda de reducdo (lic) (Figura 36A), é
resultado de provaveis reacdes dos novos intermediarios gerados com GS,
formando adutos, provavelmente, RNO-tiolatos, de acordo com a figura 37. Esse

comportamento é reforgcado pelo efeito observado na onda anddica lla, onde o
sistema RNHOH/RNO &, significativamente, afetado por GSH.

H5CO +26 +2H" GBS H4CO +  HO
2

NO2
NO—SG

Figura 37. Formagao de adutos com GSH/GS™ ap6s reducéo do grupo nitro [JULIAO et al., 20086].

4.4.3. ELETROLISE EM PRESENCA DE GSH

Eletrolise em potencial controlado, em meio fosfato, foi realizada em
presenca de GSH e, seguida por métodos eletroquimicos e espectrofotométricos.
A eletrdlise foi realizada em Egp -0,950 V, registrando-se o numero de coulombs
envolvidos, o valor da corrente residual e o tempo do processo.

O processo ocorreu sem que 0 substrato fosse totalmente convertido em
produto, envolvendo o consumo de 2,3 elétrons/mol (Figura 38A). De acordo com
o voltamograma de 2, apos eletrdlise, a formagédo do derivado nitroso, modificado
por GSH foi reforcada. O grupo nitro ndo foi completamente reduzido, sendo ainda
observado o processo referente a formacéo do intermediario estavel anion radical
nitro no voltamograma obtido apds eletrdlise (Figura 38A), embora haja uma
drastica diminuigdo na intensidade de corrente relacionada a esse processo.

Apés a eletrdlise, o voltamograma ciclico evidenciou a presenca de uma

nova onda catddica (I’c) em potencial préximo ao observado para a redugdo do
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nitroso (I'c) em varreduras sucessivas, 0 que sugere a formacao deste derivado ou
do aduto RNO-tiolato.

304 l'a 23

-_—-1 lla
—-—-1-2°ciclo
104 ——3 Elétrons
©
g 101 S
s 3
Q <
= 24 N / I'c S
9 .30 17 1N 5
S < o »
(@) I ‘\ ’ Ic a
SN <
-50 W™
/
\
llc
-70 T T T Y -0,3 1 1 1 |
1.9 13 07 01 05 200 300 400 500 600
E/V vs Ag|AgCI|CI 0,1 mol L™ A (nm)

Figura 38. Voltametria ciclica de 2, A: antes (----) e apds (___) eletrdlise realizada em tampao
fosfato + NaOH, em presenca de GSH. B: Espectro no UV-Vis do produto final de eletrélise

(mistura de 2 + derivado nitroso).

Apesar de haver um deslocamento de potencial para valores mais
positivos, o pico anddico referente a oxidagéo da hidroxilamina (Ila) se mantém no
voltamograma. Além da mudanca no voltamograma de 2, apds eletrolise (Figura
38A), uma acentuada alteracdo no espectro no UV-Vis também é evidenciada
(Figura 38B), sugerindo a presenca de novo(s) produto(s). Nao foi possivel o
isolamento do produto de reducdo, até o presente momento, devido,
principalmente, a alta polaridade do mesmo.

4.4.4. COMPORTAMENTO ELETROQUIMICO DE 2 EM PRESENCA DE O,

A atividade bioldgica de nitrocompostos, como ja abordado, é dependente
da reducado do grupo nitro. Estudos tém relatado que uma das mais importantes

reacdes in vivo para essa atividade é a ciclagem redox com oxigénio, onde o
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anion radical nitro é regenerado, enquanto que espécies reativas de oxigénio sao
formadas, sendo estas responsaveis pelo dano bioquimico ao DNA ou outros
endobiodticos (Figura 1) [ARGUELLO et al., 2006; MAYA et al., 2003].

Nesse sentindo, estudos foram realizados em presenca de oxigénio para
averiguar se o intermediario radicalar, anion radical nitro, formado a partir da
reducdo de 2 é capaz de ciclagem redox. De acordo com os resultados obtidos
(Figura 39), a adicdo de oxigénio ndo afeta o processo de reducdo do

nitroaromatico.

Corrente / pA

-60 1 1 1 1 1 1
-1,8 -1,5 -1,2 -0,9 -0,6 -0,3 0,0

E/Vvs Ag|AgCI|CI 0,1 mol L™

Figura 39. Voltamograma ciclico de 2 (1 mmol L'l), em solugdo saturada com oxigénio, EtOH +
tampéo fosfato + NaOH (1:9), pH 9,4, v=0,035 V st

Os resultados revelam auséncia de reagcdo com oxigénio, indicando que 2
nao atua como ciclador redox. Desta forma, a atividade anticancerigena pode ser
atribuida a biorreducéo, tendo como resultado a redugdo nos niveis de glutationa

intracelular.
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4.4.5. ESTUDO DA REATIVIDADE QUIMICA DE 2 COM GLUTATIONA

Compostos carbonilicos a,B-insaturados sdo aceptores de Michael,
capazes de adi¢des conjugadas com nucleofilos bioldgicos. Desta forma, estudos
espectroscopicos foram realizados para investigar a reatividade quimica da
ligacao acrilato com GSH.

Em meio fosfato, pH 9,4, o espectro no UV-Vis de 2 é caracterizado por
duas bandas de absorcdo. A primeira destas, em 220 nm refere-se a ligacédo
acrilato, no sistema cetona o,p-insaturada, enquanto que o grupo nitro absorve em
275 nm (Figura 40A). No entanto, os espectros referentes a GSH sugerem certa
instabilidade para o tiol durante o periodo de analise, sendo observado, apés duas
horas, o surgimento de uma banda em 304 nm durante os estudos (Figura 40B),
provavelmente devido a oxidag&o por oxigénio.

Uma solucéo contendo 2 e GSH (1:1) foi monitorada durante um periodo de
4 horas, buscando-se observar qualquer mudanga nos espectros que sugerissem
provaveis interacdes quimicas entre 2 e o tiol. Durante esse periodo, as mudancas
observadas nos espectros sdo as mesmas evidenciadas para 0S compostos
isoladamente.

A Figura 40 C, referente a este ensaio, mostra uma diminui¢do na banda de
absorcdo em 220 nm, porém, a banda referente a GSH em 304 nm ndo é
observada. Desta forma, pode-se sugerir que ndo houve reacdo quimica entre 2 e

GSH nessas condi¢des, havendo necessidade de reducao anterior do grupo nitro.
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Figura 40. Espectros no UV-Vis em tampdo fosfato (etanol/tampéo fosfato + NaOH (1:9), pH
aparente 9,4. A: espectro de 2 (1 x 10 mol L™). B. espectro para GSH (1 x 10 x 10™). C: espectro
de 2 + GSH na razéo de 1:1.

4.5. ESTUDOS DA ESTABILIDADE DO ANION RADICAL NITRO

O produto da reducdo monoeletrénica do grupo nitro aromatico pode sofrer
reacdes quimicas posteriores a sua formacdo, como ja descrito na literatura
[CARBAJO et al., 2000; CARBAJO et al.; 2002; ARGUELLO et al.; 2006]. A
presenca de reacfes quimicas acopladas ao processo de transferéncia de
elétrons, como desproporcionamento (etapa 2), dimerizacdo (etapa 3) (Figura 41)

séo relatadas frequentemente.
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AI’NOZ é

ArNO5 etapa 1

2AINO; + 2H" ——> AINO, + ANO +H0  gtapa 2

2AINOs + 2H" — > (ArNO,H),
etapa 3

Figura 41. Mecanismo proposto para o decaimento do anion radical nitro.

A formacdo do intermediario radicalar estavel, anion radical nitro, foi
observada nos estudos eletroquimicos realizados em meio aprético e meio proético
alcalino. Assim, a estabilidade desse intermediario foi investigada nesses meios.
De acordo com os voltamogramas ciclicos representados através das correntes de
pico normalizadas em funcdo da raiz quadrada da velocidade de varredura e da
razdo Ipa/lpc, uma maior estabilidade do anion radical nitro é observada tanto em
meio aprotico (DMF/TBAP) (Figura 42), quanto em meio aquoso alcalino
(PBS+NaOH) (Figura 43).
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Figura 42. Corrente de pico normalizada obtida para meio aprético (DMF + TBAP 0,1 mol L'l). B:

Dependéncia da razao Ipa/lpc em relacédo a velocidade de varredura.
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Para o meio fosfato, além da evidéncia obtida através da corrente de pico
normalizada, onde as correntes de pico catédico sdo coincidentes, a razao lpa/lpc
mostra que a reversibilidade do sistema apresenta menor dependéncia com a
velocidade de varredura. Assim, o grafico de Ipa/lpa vs log v (Figura 43B)
permanece linear a uma determinada velocidade de varredura e constante a partir
de 0,300 V s, confirmando que o anion radical é estavel, ndo havendo efeito
pronunciado de rea¢des quimicas acopladas ao processo eletrédico.
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a0 v 2 1mM

_ 1
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A AAA 44 A
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Figura 43. A: Corrente de pico normalizado obtida em meio misto (DMF/tampdo PBS + NaOH

(1:9), pH 9,1. B: Dependéncia da razéo Ipa/lpc sobre a velocidade de varredura.

Para o meio bicarbonato, a corrente de pico normalizada demonstra que
processo de transferéncia de elétrons referente a formagéo do anion radical nitro
apresenta menor reversibilidade em baixas velocidades de varredura (Figura 44A),
assim como uma maior dependéncia em relacdo a velocidade de varredura para a
razao lpal/lpc (Figura 44B) é observada. Desta forma, pode-se concluir a partir
desses resultados que o anion radical € menos estavel nesse meio, e, portanto, o
efeito de reagBes quimicas acopladas ao processo de transferéncia de elétrons é
mais pronunciado.

De posse da evidéncia de reacdes quimicas acopladas a transferéncia de
elétrons (EC), como a dependéncia da razéo Ipa/lpc em fungéo da velocidade de
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varredura, estudos foram realizados para determinar a ordem de reagédo. De
acordo com a dependéncia obtida entre a razdo Ipa/lpc e a concentracdo do

nitrocomposto (Figura 45) pode-se afirmar que a ordem da reacdo € maior que 1.

— 4 0,90 -
v=0,035V.s 2 1mM

20 - = .y= =
v=0,500V.s 0,85 |- NaHCO, + NaOH pH 9,3 + 20% EtOH
10
. 0,80 |
i 0,75 at s
-10 F S . A A
A
s 2op 207} A
Z ®
g r 2 o065 At
= ' A
40 b A
0,60 |
50 F
ol 055
70 L L L L L L L ) 0,50 L L
-1,0 -0,8 -0,6 -0,4 -0,2 0,0 0,2 0,4 0,6 0,01 0,1 1
E |V vs Ag|AgCI|Clss v

Figura 44. A: Corrente de pico normalizado obtida em meio misto [Etanol + bicarbonato + NaOH

(2:8)], pH 9,6. B: Dependéncia da razéo Ipa/lpc em relacédo a velocidade de varredura.
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Figura 45. Dependéncia entre a razdo Ipa/lpc e a concentragao do nitrocomposto.
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Através dos estudos teéricos realizados por Olmstead e colaboradores
(Olmstead et al., 1969), para desproporcionamento ou dimeriza¢do, a constante
da reacdo quimica de segunda ordem foi calculada (ky).

Os valores de Ipallpc obtidos experimentalmente para cada velocidade de
varredura, foram inseridos em uma curva de trabalho (Figura 46) para determinar
0 parametro ®, que incorpora os efeitos da constante reacional, concentracéo e
velocidade de varredura. A partir desse parametro, a constante para reacdo
guimica de segunda ordem pode ser obtida através da curva w vs 1, que resulta
numa relacao linear descrita pela equagéo 4:

® =koCo 1 4)

onde k; € a constante para reagdo de segunda ordem, C, € a concentracao inicial

do nitrocomposto e t =(E;, - Ep12)/v.

curva de trabalho

1,0
09 |-

038 -

Ipallpc
o
~
T

0,6 -

05 |-

0,4 Lot . N | . M|
0,01 0,1 1

Figura 46. Curva tedrica, para reagfes de desproporcionamento, para determinar o parametro .

O valor da constante de decaimento do anion radical nitro, K;, em meio
fosfato, foi obtido a partir do coeficiente angular do gréafico da Figura 47, sendo
igual a k.= 304 M*s™.
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A estabilidade do anion radical pdde ser obtida através do calculo de meia
vida: t;, = 1/ k.C,, sendo de 3,28 s.

1,4
21mM

12| DMF/PBS+NaOH (1:9) pH 9,1

®
1,0
k,= 304 M's™
0,8

8 o6
04l

0,2 -

0,0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 ]
o0 02 04 06 08 10 12 14 16 18 20

T|S

Figura 47. Curva o vs 1, para meio fosfato (DMF + PBS + NaOH (1:9) pH 9,1.

J& em meio bicarbonato, a menor estabilidade do anion radical nitro foi
confirmada a partir dos valores da constante da reacdo de segunda ordem e
tempo de meia vida: k= 2674 M?'s™: ty,= 0,37s (Figura 48). O anion radical
formado em meio bicarbonato pode sofrer, ap6s a transferéncia de elétrons,
reacdes de desproporcionamento, conforme j& descrito para nitroarométicos em
meio alcalino [ARGUELLO et al., 2006], ou dimerizacdo, considerado que um
diimero foi isolado a partir da reducao de 2.
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w®
t =(Er-Ep|2)|v
k,= 2674 M's"

2(1x10° mol LM

*

T|S

Figura 48. Curva o vs 1, para meio fosfato (Etanol/NaHCO; + NaOH (2:8) pH 9,3.

Em meio fosfato, o anion radical nitro, que se apresentou apreciavelmente
estavel, foi bastante afetado por GSH. E possivel observar na corrente
normalizada de pico, que a onda catddica sofre um aumento acentuado na
intensidade de corrente e ha perda da reversibilidade do sistema (Figura 49). Este
efeito confirma a atuagdo da glutationa como um doador de prétons nesse meio,
favorecendo entdo a formacdo do derivado nitroso. A hidroxilamina,
diferentemente ao observado em meio &acido ou neutro, s6 é formada em

potenciais mais negativos, correspondentes ao segundo processo catodico (lic).
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10 - 2v=0,075V.s"
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Figura 49. Corrente de pico normalizado obtida para 2 em presenca e auséncia de GSH, meio
misto (DMF + tampé&o PBS + NaOH (1:9), pH 9,1).

Em meio bicarbonato, obteve-se um efeito bastante diferente, sendo
observada a diminuicdo da onda catédica, embora a onda anddica ndo tenha
diminuido na mesma proporcao (Figura 50). Este resultado corrobora o efeito ja
mencionado para o anion GS’, que pode atuar como um doador de elétrons,
reduzindo o grupo nitro homogeneamente, resultando na diminuicdo do mesmo,
na superficie eletrédica, com consequente decréscimo da onda catddica,
enquanto que o processo anodico ndo é afetado, favorecendo o aumento da
reversibilidade do sistema. O aumento na reversibilidade desse processo apos

adicao de glutationa é confirmado pela razao Ipa/lpc vs v (Figura 51).
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Figura 50. Correntes de pico normalizado obtida em meio misto (etanol/bicarbonato + NaOH (2:8),

pH 9,6.
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Figura 51. Dependéncia da razéo Ipa/lpc sobre a velocidade de varredura.

Desta forma, a estabilidade do anion radical nitro em meio fosfato mostra-

se comparavel aguela em meio aprotico, em conseqiiéncia da baixa atividade de

prétons. Essa consideracéo foi reforcada pelo menor valor obtido para a constante

cinética de decaimento do anion radical nitro, bem como o tempo de meia vida.

Por outro lado, a adicdo de GSH provoca uma brusca mudanga no espectro
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eletroquimico, resultando na perda de reversibilidade do processo devido a
reacdes quimicas acopladas ao processo de transferéncia de elétrons.

Para o meio bicarbonato, o anion radical nitro mostrou-se menos estavel,
apresentando valor significativo para a constante de decaimento do mesmo. GSH
nao provocou o mesmo efeito que o observado em fosfato, sendo verificado um
aumento da reversibilidade do processo referente a formacdo do &nion radical

nitro.
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5. CONCLUSOES

Os estudos revelaram que o mecanismo de redugdo de 2 em meio aproético
€ tipico de composto nitroaromatico, no que se refere ao primeiro processo de
transferéncia de elétrons, onde se observa a formacdo de intermediario radicalar
estavel, com excecdo para a hidroxilamina, que se mostrou instavel e, portanto,
provavelmente suscetivel a rea¢gfes quimicas posteriores.

Em meio aproético, por analogia ao seu precursor ndo nitrado 1, é possivel
observar um processo catddico adicional, em potencial mais negativo, relativo a
reducdo do grupo acrilato, cetona a,B-insaturada, grupo eletroativo comum aos
dois compostos.

Em meio aprético e meio prético alcalino, o anion radical nitro formado
apresentou-se relativamente estavel. De acordo com os valores calculados para a
constante de decaimento do anion radical, foi confirmado a presenca de reacodes
guimicas acopladas ao processo de transferéncia de elétrons. Em meio
bicarbonato foi observada uma menor estabilidade do intermediario radicalar,
refletida no valor da constante de decaimento do anion radical.

Eletrélise em potencial controlado, em meio neutro, levou a formacao de um
dimero ap0s reducgéo da hidroxilamina.

Estudos eletroguimicos também permitiram avaliar possiveis interacdes do
anion radical nitro com importantes alvos biolégicos, como GSH e DNA através
das mudancas nos perfis voltamétricos referentes as reducdo e/ou oxidacdo de 2
para os estudos em presenca de GSH, bem como o surgimento de picos de
oxidacao das bases de DNA ap0s reducédo do grupo nitro.

Os resultados obtidos em biossensor de dsDNA, sugerem que um dos
alvos para acao biologica de 2 € o DNA. Depois de incubado no biossensor de
dsDNA, foi possivel observar picos referentes a oxidacdo das bases guanina e
adenina, apenas, apo6s reducdo do grupo nitro no gel de dsDNA. Desta forma,
pode-se concluir que o dano celular é uma consequéncia da formacdo de

intermediarios danosos ao DNA, apos reducado do grupo nitro.
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Em presenca de GSH, foi observado que em meio fosfato, devido a efeitos
de protonacdo, a formacdo de derivado RNO-tiol é favorecida. Por outro lado,
nesse mesmo meio, a adicdo de GSSG, importante fonte de protons, favorece
apenas a formacéo da hidroxilamina, sem ataque nucleofilico.

Em meio bicarbonato, devido a maior eficiéncia tamponante, prevalece a
forma desprotonada do tiol. Dessa forma, as interacdes foram observadas apenas
apos reducao posterior ao anion radical nitro.

Em presenca de oxigénio, foi observado auséncia de interacdo, o que
indica que o mecanismo de acgdo bioldgica de 2 provavelmente ndo envolve
ciclagem redox. Assim, a atividade anticancerigena pode estar relacionada a
biorredugcdo, em condi¢bes de hipoxia ou ndo, com consequente reducdo nos

niveis de glutationa apds reducdo do grupo nitro.
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Electrochemical Study of Methyl 2-[p-Nitrophenyl(Hydroxy)Methyl]Acrylate, An
Anticancer Drug, In The Presence of GSH and dsDNA

A. A. de Souza®, E. M. Sales?, F. C. de Abreu?, F. S. de Paula®, Marilia O. F. Goulart®",
W. P. Almeida®

%Instituto de Quimica e Biotecnologia, Universidade Federal de Alagoas, 57072-970,
Maceio, AL Brazil
®Faculdade de Ciéncias Médicas’lUNICAMP, Campinas — SP, Brazil

Electrochemical experiments (CV, DPV, SWV, CPE) with methyl 2-
[p-nitrophenyl(hydroxy) methyl] acrylate (1) were performed in
protic (EtOH + phosphate buffer 1:9, 0.1 mol L™, pH 6.9 and EtOH
+ phosphate buffer: 1:9, 0.1 mol L™, pH 9.4) and aprotic (DMF +
TBAP, 0.1 mol L™) media. The reduction behaviours were typical of
nitroaromatics, with an additional wave, in aprotic medium, related
to the reduction of the olefin. Electrolysis, in protic media, furnished
a reduced dimer. The incubation of 1 into a dsDNA biosensor
revealed, that, after reduction of the nitroaromatic function,
diagnostic oxidation peaks of the nucleobases were observed,
indicative of interaction between them. GSH influenced the
reduction behaviour of 1. Direct reduction of 1, in phosphate buffer,
pH 9.38, to a stable nitroso/GSH adduct is facilitated. These
electrochemical results help in the understanding of the anticancer
activity of 1 that can be considered a hypoxia targeted bioreductive
agent with a glutathione depleting function.

Introduction

Interaction of antineoplastic drugs with cellular targets involves various types of chemical
binding (1). Cellular glutathione (GSH) levels were found to be higher in human cancer cell
lines than in a normal cell (2,3). GSH it is responsible for a variety of cellular functions
including protection from toxic oxygen species and detoxification of various xenobiotics
(4). Compounds that either inhibit or stimulate GSH synthesis can be of value in cancer
chemotherapy (5,6). p-hydroxyacrylates, known as Baylis-Hillman adducts have been
investigated toward biological nucleophiles, with evidence of significant interaction with
glutathione rather than with deoxyribonucleosides [7]. It may be also possible to target such
GSH target molecules to tumor cells by coupling them to hypoxia activated bioreductive
molecules, such as nitroaromatics. Such coupling can utilize or incorporate groups that
have a propensity to oxidize thiols, such as intracellular glutathione. The resulting depletion
of glutathione may increase redox mediated apoptosis. This rationale led to the synthesis of
Baylis-Hillman adducts (8). The in vitro antiproliferative activity of these compounds in
DMSO was evaluated with significant results (8). The in vitro antiproliferative activity of
these compounds at 250, 25, 2.5 and 0.25 pg/mL concentrations in DMSO was evaluated
by using the protocol established by National Cancer Institute (NCI) (8). Compound 1
showed pronounced effects toward melanome, lung, non-small cells, ovarian and prostate
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cancer cells (Table 1) (8). The experimental procedures have been described in detail (8). In
that study, UACC62 (melanoma), MCF7 (breast), NCI460 (lung, non-small cells), OVCAR
(ovarian), PC03 (prostate), HT29 (colon), 786-0 (renal) and NCI-ADR (breast cells
expressing a multiple drugs resistance phenotype) were used. Results are shown in table 1.

Table 1. Cytotoxic Activities of compounds 1 against a panel of human tumor cell lines
ICso (uM) of cell lines®
Compd. UACC62 MCF7 NCIADR 786-0 NCI460 PC-03 OVCAR HT29

1 3.8 14 2 7.1 4.3 4.1 3.2 21

The biological activity of nitrocompounds depends on its in vivo reduction to RNO,*
species, promoted by nitroreductases and, therefore, optimum activity should result when
the redox potential of RNO; is situated between that corresponding to the cellular electron
donor agents and the natural biological oxidizing agent O,/O,*.couple (9-11).

Electrochemical techniques represent powerful tools for the analysis of those
compounds and their interaction with DNA and GSH (9-11).

An electrochemical DNA-biosensor is a receptor-transducer that uses double stranded
DNA (dsDNA) and single-stranded DNA (ssDNA) immobilized on the surface of an
electrochemical transducer as molecular recognition element to measure specific binding
processes with DNA (1,12). It allows the evaluation of potential DNA interactions of a
molecule based on its binding to nucleic acids, and the prediction of possible DNA damage
that may represent a health hazard (1,12,13). The technique employs voltammetric
methodologies for the study of drugs, pro-drugs and other analytes and for in situ
generation of reactive intermediates, which may react with DNA. The interaction with
dsDNA may lead to the rupture of hydrogen bonds and opening of the double helix. This in
turn permits the bases to come into contact with the electrode surface and enables the
electrochemical detection of the damage by monitoring the oxidation of the exposed bases
(12, 13). With this in mind an electrochemical DNA-biosensor was used to investigate
possible DNA damage caused by compound 1. It is also a complementary tool for the study
of biomolecular interaction mechanisms. The electrochemical characteristics of these DNA-
biosensors have been evaluated (13). The mechanism of interaction of DNA-compound 1 at
charged interfaces mimics better the in vivo DNA-1 situation, where it is expected that
DNA is in close contact with charged phospholipid membranes and proteins, rather than
when the interaction is in solution.

This paper presents electrochemical studies of reduction and oxidation of compound 1
using a glassy carbon electrode, towards DNA and GSH, in different conditions.
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Experimental

Apparatus and procedures

The electrochemical experiments (cyclic voltammetry, differential pulse voltammetry
and coulometry) were recorded using a Potenciostat/Galvanostat BAS 100B or a PGSTAT
AUTOLAB 20. The working electrode was a glassy carbon electrode BAS (d = 3 mm), the
counter electrode was a Pt coil, and the reference was an Ag|AgCl, CI" (0.1 mol L™), all
contained in a one-compartment electrochemical cell, with a volumetric capacity of 10 mL.
The glassy carbon electrode was polished with alumina on a polishing felt (BAS polishing
kit), resulting in a surface with a mirror-like appearance. UV-VIS spectra were obtained on
a Shimadzu MultiSpec-1501 spectrophotometer.

Electrochemical studies were performed in protic (EtOH + phosphate buffer 1:9, 0.1 mol
L?, pH 6.9 and EtOH + phosphate buffer: 1:9, 0.1 mol L™, pH 9.4) and aprotic (DMF +
TBAP, 0.1 mol L™) media. GSH (Aldrich) was added to pH 9.4 phosphate buffer, in
different proportions. Upon addition of GSH, pH value changed to ca. 8.4.

Controlled potential electrolysis was held in divided cells (100 mL), in EtOH +
phosphate buffer (2:8) pH 6,9, using carbon felt as the working electrode, Pt as auxiliary vs.
Ag/AgCl, CI" (0.100 mol L™?), as a reference electrode. The cell was degassed by purging
N through it. Pre-electrolysis was performed at Eapp. = - 1.0. After the addition of
compound 1, Eapp. was adjusted to -0.950 V. UV-VIS and CV were used to follow the
status of electrolysis.

Chemicals

Compound 1 was synthesized following published procedures (14, 8). Its analytical and
physico-chemical data are in total agreement with the proposed structure (14,8). Calf
thymus dsDNA (Sodium salt, Type I) and GSH were obtained from Sigma Chemical Co (St
Louis, USA). Acetate buffer solutions of ionic strength 0.2 mol L™ at pH 4.5, were used in
all experiments and were prepared using analytical grade reagents and purified water from
a Millipore Milli-Q system (conductivity < 0.1 uS cm™). All experiments were performed
at room temperature (24 + 2°C). Except in reduction, no deoxygenation by bubbling an
inert gas (N2) through the solution was necessary.

Preparation of dsDNA-GC hiosensor.
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The electrochemical procedure for the investigation of the dSDNA interaction involved
three steps: preparation of the electrode surface, immobilisation of dsDNA gel and
voltammetric transduction. Initially the GC electrode (BAS, diameter 3 mm), was polished
with alumina, using a BAS polishing felt, until the surface exhibited a mirror-like
appearance. The electrode was then electrochemically pre-treated using successive potential
cycles from 0 to 1.4 V versus Ag|AgCI, CI (0.1 mol dm™®) in aqueous acetate buffer (0.2
mol dm™; pH 4.5) until a stable DPV response was obtained (12,13), washed thoroughly
with distilled/deionised water, dried and placed in an upright position in the cell. In order to
immobilise the dsDNA, the surface of the electrode was coated with 50 pL of calf thymus
DNA solution [containing 18.75 mg of dsDNA in 0.5 ml of acetate buffer (0.2 mol dm;
pH 4.5), the cell was covered to protect it from atmospheric contamination and the gel
allowed to dry at room temperature for 24 h. The quantity of dsDNA employed was
estimated to be sufficient to cover the entire surface of the GC electrode. After drying, the
biosensor was immersed in 10 ml of aqueous acetate buffer (0.2 mol dm™; pH 4.5) and a
potential of 0.6 V versus Ag|AgCl, CI" (0.1 mol dm™®) was applied for 180 s, until a stable
DPV response was obtained. For each series of experiments, an identical dSDNA-GC
electrode was prepared as a reference blank to serve as a control. This electrode was not
treated with substrate but received the same pre- and post-treatments as the test electrode.
The application of the positive electrode potential is worthy to achieve electrostatic binding
of the positive GC surface with the negatively charged phosphate backbone of the dsSDNA.
The biosensor was removed from the acetate solution and, then, 20 uL of a pH 4.5, 0.2 mol
L™ aqueous acetate buffer solution of compound 1 (1.0 mmol L™) was added to the dried
gel and left in contact for additional 24 hours, already in the voltammetric cell and covered
by aluminium paper. After that time, 10 mL of the buffer solution was added to the cell for
the voltammetric experiments.

Results and discussion

Aprotic medium

Cyclic voltammetry of compound 1, at a glassy carbon electrode, in DMF + TBAP, 0.1
mol L™ (Figure 1A), presents the usual reduction and oxidation electron transfer reactions,
characteristic of nitroaromatic compounds (9-10, 15). In this medium, three reduction
waves are observed in the cyclic voltammograms of compound 1. The first two [Ic (-1,122
V), lic (- 1,917 V)] and the third one [lllc (- 2,311 V)] are related to the nitroaromatic
function and to the acrylate moiety, respectively (Figure 1). The generation of the stable
nitro-anion radical is observed (system Ic/la) (Figure 1), followed by a second wave,
related to the generation of the hydroxylamine, that would suffer oxidation at Ila (-0.655
V). There is no corresponding response on the second negative scan, related to the
reversible 2-electron RNO/RNHOH couple, fact that suggests instability of the
hydroxylamine, in this medium (figure not shown). The third wave was similar to the one
obtained in the same conditions for methyl 2-[phenyl(hydroxy) methyl] acrylate (figure not
shown) and is related to the reduction of the olefin in the o,-unsaturated system.
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Figure 1. Cyclic voltammograms (CV) of 1 (2 mmol L), DMF + TBAP, 0.1 mol L™, GCE,

v=0.100 V s*

The reduction of 1 was also studied by square wave voltammetry (Figure 2) and the
reduction mechanism described earlier was confirmed. Square wave voltammetry forward
and backward currents for the second scan clearly show the reversibility of the
electrogenerated nitro anion radical [(1a/lc (- 1,057 V)] system and the irreversibility of the
following waves [llc (- 1,817 V) and Illc (- 2,191 V)].
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Figure 2. Voltammograms of 1 (2 mmol L™?), DMF + TBAP, 0.1 mol L™, GCE. A: CV,

v=0.100 V s B: SWV, f = 30 Hz.
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CV of 1 shows a reduction behaviour typical of nitroaromatics, with the first diffusional
(Tpe1 vs v*) and irreversible (Epc1 dependent on v) wave (Ic) related to the generation of the
derived hydroxylamine, in a 4e/4H" process (Figure 3 A-B). The quase-reversible system
la/llc is related to the derived NO—NHOH. VPD shows only one wave and VOQ indicates
a certain degree of reversibility of the nitro reduction (Figures 3 C-D).

After holding the potential at — 0.8 V, during 120 s (Figure 4), it was possible to
observe, using a negative scan, along with wave Ic (hydroxylamine formation), a second
wave (llc), relative to the reduction of the RNO, formed in the first scan (Figure 4A). In the
case of a positive scan, wave la, which corresponds to the oxidation of the product
generated at Ic (Figure 4B).
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Figure 3. Cyclic voltammograms (CV) of 1, 1 mmol L™, EtOH + phosphate buffer: 1:9, 0.1
mol L™, pH 6.9, GCE. A and B: CV, v=0.100 V s™; B: 2 cycles. C: Differential Pulse
Voltammogram (DPV), v = 0.005 V s™; D: Square Wave Voltammetry (SWV), f = 30 Hz.
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Electrolysis, performed in EtOH + phosphate buffer: 1:9, pH 6.9, with Eap, -0.950 V,
was followed by CV (Figure 4A) and led to the consumption of 4 mol electron mol™.
Figure 4B shows the CV of the product of lectrolysis and figure 4C, the UV-VIS spectra of
1 and its reduction product. Work-up of the reactional product allowed the separation of a
dark product, that was submitted to the usual methods (MS, *C NMR and *H NMR), for
structure determination, which led to the structure 2 for the reduction product.
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Figure 5. A: CV of 1, during electrolysis, v = 0.100 V. B. CV of the product (2), after
electrolysis. C: UV-Vis spectra of 1 and reduced product (0.1 mmol L™).
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The NO,/NO,* turns reversible at EtOH + phosphate buffer: 1:9, 0.1 mol L™, pH 9.38
(Figure 6A).

A

25 -
10 -
5k
20

-35 |

Current / pA

-50 |

-65
-1,6

1 1 1
12 -0,8 0.4

E/V vs Ag|AgCl|Cl 0.1 mol L™

1
0,0

Current / pA

-60

lic

-1,6

1 1 1 1
-1,2 -0,8 -0,4 0,0

E/V vs Ag|AgCl|Cl 0.1 mol L™

Figure 6. A CV of 1, 1 mmol L™, EtOH + phosphate buffer: 1:9, 0.1 mol L™, pH 9.38. B
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DNA biosensor

Compound 1 was incubated in a dSDNA biosensor. Figure 7A shows that no interaction
between dsDNA was observed, once the blank and the modified dsSDNA were similar. On
the other hand, after reduction of the nitro group, with a pre-electrolysis performed at -0.7
V, during 120 s, two anodic waves related to the oxidation of bases guanine and adenine
have appeared, indicative of interaction between the reduced 1 and dsDNA (12,13).

5t I
5. ’ (GCE) )
GCE . —-— (dsDNA)
—-—- dsDNA ! (dsDNA + 1, after reduction)
4L dsDNA +1 / < 4t
< , =
1 ~
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) .
O 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
00 02 04 06 08 10 12 14 00 02 04 06 08 10 12 14
) ] . 1
ENV vs Ag |AgCl| CI' 0.1 mol L™ E /V vs Ag|AgCI|CI' 0.2 mol L

Figure 7. Differential pulse voltammograms (DPV)using the dsDNA biosensor in 1:1
mixture of pH 4.5 0.2 mol L™ aqueous acetate buffer and ethanol: without (ss+e+); and with
iL mmol L™ of compound 1, before (A) and after: (=) ty=120satEq=-0.7V.v=5mV s’

As shown, the electrochemical DNA-biosensor enabled the investigation of DNA
damage caused by compound 1, by monitoring the occurrence of the oxidation peaks of the
nucleobases. Using the electrochemical DNA-biosensor it was possible to select the
potential for the in situ electrogeneration of reactive intermediates during compound 1
reduction that can cause damage to the DNA, and to detect in situ the damage caused by
those species on the DNA immobilised on the electrode surface.

GSH addition

The direct effect of GSH on the ArNO,/ArNO,* redox couple is presented in figure 8.

Addition of glutathione at different [GSH]:[1] ratios results in an increase of current
response of wave Ic and decrease of current response for the RNHOH oxidation wave, lla,
accompanied by the appearance of wave l11a’, until stabilization, at [GSH]:[1] equal to 5. At
this thiol concentration, the current doubles, in comparison to the original one, suggesting a
2e7/2H" process, which would lead to a stable nitroso compound, in the presence of GSH
(equation 1) (11, 4). The removal of Ila is in agreement with the known chemical reactivity
of hydroxylamine derivatives with thiols (16,17).

RNO, +2¢ + 2 H' RNO-GSH + H,0 [1]
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Figure 8. CV of 1 (1 mmol L™), 1 mmol L™, EtOH + phosphate buffer: 1:9, 0.1 mol L™, pH
9.38. Addition of GSH (5 mmol L™) lead to the duplication of wave Ic (now Ic’) and
disappearance of wave llc.

Conclusions

The acrylate function suffers reduction at more negative potentials and possibly does not
influence the biological action of compound 1, related to redox processes. GSH induces the
generation of the nitroso function, also pharmacophoric and sometimes, more active than
the nitro function.

These electrochemical results help in the understanding of the anticancer activity of 1
that can be considered a hypoxia targeted bioreductive agent with glutathione depleting
function.
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